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“A ciência nunca resolve um problema

sem criar pelo menos outros dez”

George Bernard Shaw
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RESUMO

O soro de leite de búfala pode ser fonte de bactérias ácidos lácticas (BAL), que

podem ser isoladas e caracterizadas quanto ao seu potencial biotecnológico.

Visando alcançar esse objetivo, foram isoladas 62 BAL do soro de leite de búfala,

identificadas como Lacticaseibacillus paracasei (1,61%), Enterococcus faecium

(4,84%) e Lactococcus lactis (93,55%), sendo que 98,38% demonstraram-se

proteolíticas, 83,87% lipolíticas, 69,35% demonstraram atividade antimicrobiana

contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC

25923, e 46,77% das BAL foram consideradas inócuas quanto a atividade

hemolítica e de gelatinase. Lactococcus lactis 32B4-1 foi selecionada devido sua

atividade proteolítica e aplicada como cultura starter para fermentar o leite

bubalino. O produto resultante atendeu aos parâmetros da Instrução Normativa

n° 46/2007 e apresentou atividades antioxidantes, como captura dos radicais

2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) (15,64%) e 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) (59,46%), capacidade de quelar metais (26,61%) e poder

redutor (0,279), além de capacidade em inibir a atividade da enzima conversora

de angiotensina (ECA) (89,47%) de inibição. Além disso, Lactococcus lactis

32B4-1 foi associada com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 para elaboração

de um queijo tipo colonial de búfala, o qual atendeu aos parâmetros

microbiológicos após 60 dias de maturação e apresentou 24 ácidos graxos, dos

quais 13 eram saturados, 6 monoinsaturados e 5 poliinsaturados. Portanto, o

soro de leite bubalino pode ser fonte de BAL que possuem potencial para serem

empregadas como culturas starters.
1Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da
Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (239 p.) Setembro,
2024.
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ABSTRACT
Buffalo whey can be a source of lactic acid bacteria (LAB), which can be isolated

and characterized for their biotechnological potential. Aiming to achieve this

objective, 62 LAB were isolated from buffalo milk whey and identified as

Lacticaseibacillus paracasei (1,61%), Enterococcus faecium (4,84%), and

Lactococcus lactis (93,55%). Among these, 98.38% were proteolytic, 83,87%

were lipolytic, 69,35% demonstrated antimicrobial activity against Listeria

monocytogenes ATCC 7644 and Staphylococcus aureus ATCC 25923, and

46,77% of the LAB were considered innocuous about hemolytic and gelatinase

activity. Lactococcus lactis 32B4-1 was selected due to its proteolytic activity and

applied as a starter culture to ferment buffalo milk. The resulting product met the

parameters of Normative Instruction n° 46/2007 and exhibited antioxidant

activities, including the scavenging of 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) (ABTS) (15,64%) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

(59,46%) radicals, metal chelating capacity (26.61%), reducing power (0,279),

and the ability to inhibit angiotensin-converting enzyme (ACE) activity (89,47%).

Furthermore, Lactococcus lactis 32B4-1 was combined with Leuconostoc

mesenteroides LB 5.5 to produce a colonial-type buffalo cheese that met the

microbiological parameters after 60 days of ripening. The cheese contained 24

fatty acids, including 13 saturated, 6 monounsaturated, and 5 polyunsaturated.

Therefore, buffalo whey can serve as a source of LAB with potential for use as

starter cultures.
1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências
Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (239
p.) September, 2024.
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1. INTRODUÇÃO

O soro de leite é a fração que é obtida da coagulação do leite, durante a

produção de queijo ou caseína e, contêm mais da metade dos nutrientes do leite,

como proteínas, sais minerais, lactose, vitaminas, enzimas e gordura. Em virtude

deste elevado conteúdo de substâncias orgânicas, o poder poluente do soro de leite

é considerado alto. Além disso, há uma geração volumosa deste, pois para a produção

de 1 quilo de queijo são necessários 10 litros de leite, o que gera em torno de 8 a 9

litros de soro. Portanto, o soro de leite é considerado o subproduto mais importante

da indústria de laticínios e. na busca por alternativas para o seu aproveitamento,

possibilitando a reciclagem desse material em outros de maior valor econômico a fim

de torná-lo um coproduto, constatou-se que o soro de leite possui propriedades

funcionais e bioativas. Logo, ele vem sendo utilizado na alimentação humana e

animal, na formulação de bebidas, como ingrediente em produtos benéficos para a

saúde, na produção de biogás, biohidrogênio e etanol. Destaca-se que há uma vasta

literatura acerca do soro de leite bovino visando diferentes aplicações; contudo acerca

do soro de leite de outros mamíferos, em especial o bubalino, ainda há poucos

estudos.

Alternativamente, através do soro de leite, pode-se obter microrganismos,

como bactérias ácido lácticas (BAL), que podem ser isoladas e investigadas quanto a

suas propriedades tecnológicas e funcionais. Destaca-se que as BAL são muito

apreciadas, devido a sua capacidade de atribuir características desejáveis aos

alimentos, como aroma, propriedades sensoriais, proteção contra microrganismos

patogênicos e deteriorantes, além de muitas possuírem propriedades probióticas. Isso

deve-se a capacidade das BAL de produzirem diferentes metabólitos, como ácidos

orgânicos, ácido propiônico, ácido benzóico, ácidos graxos, compostos voláteis,

peróxido de hidrogênio, bacteriocinas, diacetil, acetoína, exopolissacarídeos e

enzimas.

Nesse contexto, as BAL têm sido amplamente utilizadas pelas indústrias

alimentícias como culturas starters, para elaboração de alimentos fermentados, pois

desempenham propriedades tecnológicas de interesse, contribuem para o

desenvolvimento das propriedades organolépticas, sensoriais e funcionais do produto

final. Aliado a isso, há um crescente interesse em prospectar BAL de alimentos

fermentados para obtenção de culturas starters autóctones. O uso de microrganismos
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autóctones possibilita a produção de um alimento fermentado com características

típicas, trazendo diferenciação ao mercado, promoção de qualidade e segurança aos

produtos. Além disso, utilizar estes microrganismos para elaboração de produtos com

leite de búfala traz uma inovação ao mercado, tendo em vista que o leite bubalino é o

segundo mais consumido no Brasil e sua produção vem crescendo no estado do Rio

Grande do Sul.

Importante frisar que as BAL estão presentes em diversos locais e, há muitos

estudos na literatura que visam o seu isolamento de produtos lácteos de diferentes

mamíferos, com destaque para leite e queijos. No entanto, pesquisas que buscam

isolar BAL de soro de leite bubalino são escassas. Diante do exposto, investigar o

soro de leite bubalino é de extrema relevância, especialmente porque se trata de um

coproduto e subproduto pouco explorado quanto a suas propriedades físico-químicas

e microbiológicas. Portanto, o presente estudo visou expandir o conhecimento acerca

do soro de leite bubalino, bem como isolar BAL com propriedades biotecnológicas de

interesse a fim de aplicá-las como culturas starters de alimentos fermentados de

origem bubalina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as características físico-químicas, microbiológicas e prospectar

bactérias lácticas do soro de leite de búfala, avaliando suas propriedades

biotecnológicas.

2.2 Objetivos Específicos

2.2.1 Avaliar os padrões de identidade e qualidade do soro de leite de búfala;

2.2.2 Isolar bactérias lácticas do soro de leite de búfala;

2.2.3 Avaliar a inocuidade e propriedades tecnológicas das bactérias lácticas;

2.2.4 Produzir um produto lácteo bubalino com Lactococcus lactis 32B4-1 e

avaliar as potenciais atividades biológicas do leite fermentado;

2.2.5 Desenvolver um queijo tipo colonial de búfala com a cultura starter

Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5;
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3. REVISÃO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da bubalinocultura e produção leiteira

Os búfalos foram introduzidos no Brasil no final do século XIX, em pequenos

lotes oriundos da Ásia, Itália e Caribe (Bernardes, 2007). São animais que apresentam

rusticidade e capacidade de adaptar-se a ambientes de baixa fertilidade e terrenos

alagadiços (Cavali; Pereira, 2020), o que permitiu que pouco menos de 200 animais

trazidos para o país resultassem em um rebanho atual de 3 milhões de búfalos

(Associação Brasileira de Criadores de Búfalos, 2023).

O Brasil possui o maior rebanho bubalino no Ocidente (Cavali; Pereira, 2020).

Os búfalos vêm sendo criados em todo o país, com destaque para a região Norte que

possui 65,51% do rebanho, seguido da região Sudeste (13,29%), Nordeste (8,80%),

Sul (8,65%) e Centro-Oeste (3,75%) (IBGE, 2017), destacando-se as seguintes raças:

Murrah, Jafarabadi e suas cruzas, Mediterrâneo e Carabao (Ricci; Domingues, 2012).

Inicialmente, a criação dos animais era destinada à produção de carne, mas a partir

da década de 80 houve um crescente interesse na produção de leite (Bernardes,

2007).

É evidente que os rebanhos de búfalas leiteiras são uma atividade em ampla

expansão, pois atualmente o leite de búfala é a segunda maior fonte de produção

mundial de leite (Godinho et al., 2020). No Brasil, o leite de búfala também está

ganhando espaço, pois já é possível encontrar produtos lácteos de búfala nas

prateleiras dos supermercados. Essa expansão se deve à maior valorização do leite

de búfala, ao aumento da demanda dos consumidores, ao sabor suave do leite e seus

benefícios nutricionais (Miranda, 2021).

No estado do Rio Grande do Sul (RS) há 16 criadores de búfalos que são

associados à Associação Brasileira de Criadores de Búfalos (2023), mas somente três

produtores possuem a criação de búfalas para fins de produção leiteira. Nesse

contexto, destaca-se o trabalho desenvolvido por Godinho et al. (2020) no estado,

onde foram avaliados parâmetros de qualidade microbiológica, físico-química e

contagem de células somáticas do leite bubalino cru destinado à fabricação de

derivados no RS. O trabalho teve como objetivo fornecer subsídios para o

estabelecimento de um padrão de identidade e qualidade do leite bubalino cru, tendo
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em vista que atualmente não há uma legislação federal específica para determinar o

Padrão de Identidade e Qualidade do leite bubalino.

Destaca-se que o leite bubalino difere do leite bovino, tendo em vista que

contém maiores teores de gordura, sólidos totais, proteínas, caseínas, lactose e teor

de cinzas (Tabela 1). Além disso, a ausência de -caroteno é uma das principais

características na composição química do leite bubalino, conferindo-lhe a coloração

branca (Ricci; Domingues, 2012). O leite de búfala é um produto valioso tanto in natura

quanto na produção de derivados, pois devido a sua composição há um maior

rendimento industrial. Os principais produtos obtidos são a muçarela e a ricota,

contudo outros produtos já passaram a ser produzidos como doce de leite, provolone,

iogurte, manteiga, sorvete e outros queijos regionais (Bernardes, 2007; Cavali;

Pereira, 2020).

Tabela 1 – Composição do leite bovino e bubalino.

Parâmetros Leite bovino Leite Bubalino

Gordura (g/100g) 4,37 5,5

Proteína (g/100g) 3,30 4,06

Lactose (g/100g) 4,33 5,07

Sólidos totais (g/100g) 13,08 15,5

Sólidos não gordurosos (g/100g) 8,71 9,96

Acidez (g ácido lático/mL) 0,17 0,16

Densidade (g/cm³) 1,028 1,034

Contagem de Células Somáticas (cél/mL) 1,08x106 9,5x104

Contagem Padrão em Placa (UFC/mL) 4,6x106 9,0x104

Fonte: Godinho et al. (2020) e Müller et al. (2022).

Apesar da promissora e crescente comercialização dos derivados de leite de

búfala, é importante ressaltar a geração de soro de leite oriunda da produção de

queijos. Nos dias atuais, há um vasto conhecimento acerca do soro de leite bovino.

Contudo, estudos no Brasil acerca da qualidade microbiológica e físico-química do

soro de leite bubalino são escassos, assim como estudos que tenham investigado

microrganismos, oriundos deste substrato, com potencial biotecnológico.
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3.2 Soro de leite

O soro de leite é um subproduto líquido de cor amarelo esverdeado, devido à

presença de riboflavina (Vitamina B2), resultante da produção de queijo ou caseína

(Liu et al., 2018; Rocha-Mendoza et al., 2021). Na fabricação de queijos, o leite passa

pelo processo de pasteurização rápida a 72 °C por 15 s ou pasteurização lenta a 64

°C por 30 min. Posteriormente, adiciona-se a cultura láctica ou enzima, a fim de

promover a precipitação da caseína e, consequentemente, a formação da coalhada.

Após a coagulação, a coalhada é cortada, agitada e aquecida para promover a

separação do soro. Através do dessoramento, separa-se o soro da coalhada, que é

enformada em diferentes moldes e tamanhos, a fim de conferir o formato desejado ao

queijo. O queijo é prensado para expulsar o excedente de soro e em seguida, passa

pelas etapas de salga e maturação, que dependem do tipo de queijo desejado, antes

de ser embalado (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma da elaboração de queijo.

Fonte: Adaptado de Lira et al. (2009).

O soro de leite é classificado como ácido ou doce, de acordo com o

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) do Soro de Leite (Brasil,

2020). Essa classificação depende do soro obtido no processo de coagulação da

caseína. O soro de leite ácido é produzido quando a coagulação da caseína é
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realizada pela atividade de lactobacilos, ou pela adição de ácidos minerais (ácido

clorídrico ou sulfúrico) ou orgânicos (ácido láctico) e até mesmo através da associação

de lactobacilos e agentes enzimáticos. Esse processo ocorre em pH inferior a 5,6 e

resulta da produção, por exemplo, de queijo cottage e caseína comercial. Já o soro

de leite doce é gerado quando o processo de coagulação for realizado através de um

agente enzimático, como o coalho, uma mistura de enzimas que contém a protease

quimosina. Esse processo ocorre em pH próximo de 6,5 e resulta principalmente da

fabricação dos queijos Cheddar, Provolone, Suíço e Muçarela (Lievore et al., 2015;

Argenta; Scheer, 2019).

A constituição do soro de leite se dá, majoritariamente, por água (93-94%).

Contudo, o soro de leite retém, aproximadamente, 50% dos nutrientes do leite,

representados por proteínas, lactose, vitaminas e sais minerais (Ahmad et al., 2019).

Além disso, sua composição depende de alguns fatores, como a origem do leite

(bovino, ovino, caprino, bubalino e outros mamíferos) (Tabela 2), o tipo de alimentação

dos animais produtores, fase de lactação, armazenamento do leite após a ordenha,

tratamento térmico do leite e o método de precipitação da caseína (Lievore et al., 2015;

Kaur et al., 2019).

Dentre as proteínas do soro de leite, -lactoalbumina ( -La), -lactoglobulina

-Lg), albumina, imunoglobulinas e glicomacropeptídeo destacam-se por suas

maiores concentrações, em relação à lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima (Maciel

et al., 2020; Veskoukis et al., 2020). Somente o glicomacropeptídeo não está

naturalmente presente no soro de leite, pois é produzido a partir da caseína durante a

primeira etapa do processamento enzimático do queijo (Jakubowicz; Froy, 2013).

Ademais, o soro de leite é uma fonte rica em aminoácidos de cadeia ramificada

(leucina, isoleucina e valina), aminoácidos sulfurados (cisteína e metionina) e

peptídeos (Smithers, 2008).

Destaca-se que o soro de leite é considerado um efluente de impacto ambiental

significativo por apresentar elevada Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) variando

de 30.000 a 60.000 mg/L, valor em torno de 75 vezes maior do que o sistema de

esgoto de cidades modernas, além de elevada Demanda Química de Oxigênio (DQO),

em torno de 60.000 mg/L (Veskoukis et al., 2020; Argenta et al., 2021). Logo, se

descartado de maneira inadequada no meio ambiente, o soro de leite pode levar ao

desenvolvimento de eutrofização, impermeabilização e toxicidade, reduzindo a vida



8

aquática e distorcendo a estrutura física e química do solo (Mansor et al., 2021; Rao;

Basak, 2021).

Tabela 2 - Composição do soro de leite de diferentes origens.

Soro de
leite

Proteínas
(%)

Lactose
(%)

Gordura
(%)

Cinzas
(%)

Acidez
lática
(ºD)

pH Referência

Bovino

0,73 3,64 0,39 0,56 0,70 6,44 Guedes et al.
(2013)

0,84 4,42 0,77 0,47 13,17 6,19 Teixeira et al.
(2007)

0,86 48,37* 0,27 0,52 1,64* 5,32* Bald et al.
(2014)

0,84 4,18 - 0,61 0,61 4,37 Lievore et al.
(2015)

7,27* 42,46* 2,64* - - 6,52* Argenta et al.
(2021)

Bubalino

1,19 5,84 1,37 - 10,00 6,31 Lira et al.
(2009)

2,01 - 0,29 - 10,9 6,58 Caldeira et
al. (2010)

0,91 - 1,51 0,45 6,4 Lima et al.
(2014)

0,99 2,63 - - 0,02 6,33 Sousa et al.
(2020)

10,89* 46,26* 4,97* - - 5,25* Argenta et al.
(2021)

Caprino

1,98 4,17 1,23 0,49 18,26 4,36 Garay et al.
(2021)

0,72 1,89 - - 0,01 6,44 Sousa et al.
(2020)

8,93* 39,24* 3,73* - - 5,64* Argenta et al.
(2021)

*Nota: Valores em base seca.

Apesar de ser considerado um efluente oneroso para a indústria, a produção

de queijo continua crescendo e, consequentemente também há maior geração de soro

de leite. Considerando que, em torno de 8 a 9 L de soro de leite são gerados para

produzir 1 kg de queijo, estima-se que a produção global de soro de leite em 2023 foi

em torno de 230 milhões de toneladas (Rama et al., 2019). Nesse contexto, há a

necessidade da abordagem de novos métodos para utilizar o soro de leite, a fim de

reduzir os impactos ambientais do descarte, bem como reduzir o custo operacional do

seu processamento. Logo, com a aplicação e pesquisas acerca dos benefícios do soro

de leite, este que por muito tempo foi considerado como um resíduo da indústria,

passa a ser um coproduto muito desejado (Rao; Basak, 2021; Zandona et al., 2021).
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A produção de soro de leite em pó é a maneira mais comum de utilizar o soro

de leite líquido, pois ele pode ser beneficiado na mesma indústria que o produz

(Zandona et al., 2021). O soro de leite pode ser fracionado através de processos de

recuperação e concentração dos componentes, como filtração por membranas,

cromatografia, precipitação e secagem por spray dryer. A partir destes

processamentos, produtos como soro em pó, concentrado de proteína de soro de leite,

isolado de proteína de soro de leite, permeado de soro de leite, lactose e outras

frações podem ser obtidos (Argenta; Scheer, 2019; Kaur et al., 2019). Ainda, o soro

de leite pode ser utilizado na obtenção de hidrolisados, onde as proteínas do soro

podem ser transformadas em peptídeos bioativos, que são definidos como fragmentos

proteicos liberados através da hidrólise de proteínas, isto é, estes peptídeos não

apresentam atividades biológicas enquanto parte da proteína precursora, mas quando

liberados pela hidrólise podem apresentar bioatividades (Argenta; Scheer, 2019).

Atualmente, o soro de leite e seus constituintes são amplamente reconhecidos

entre os esportistas e pessoas que praticam exercícios físicos, especialmente devido

aos benefícios oferecidos, como melhorias no desempenho físico, auxílio na

prevenção de atrofia muscular e melhor recuperação após o exercício (Ryan; Walsh,

2016). Também são investigados quanto a atuação na prevenção da sarcopenia

(Kang et al., 2019; Zhao et al., 2022), no combate à obesidade (Badely et al., 2019),

na melhoria da saúde gastrointestinal (Basciani et al., 2020; Feng et al., 2022), no

manejo da hiperglicemia no diabetes tipo 2 (Jia et al., 2020; Gao et al., 2020), no

combate a hipertensão (Xia et al., 2020; Zhao et al., 2022) e potencial antioxidante

(Veskoukis et al., 2020).

Além disso, as indústrias de laticínios utilizam o soro de leite como um

coproduto em bebidas. Na atualidade é possível encontrar uma vasta gama de

produtos líquidos à base de soro de leite no mercado, incluindo bebidas fermentadas

ou não fermentadas, mistura de soro de leite com suco de frutas, bebidas de soro de

leite probióticas, prebióticas e simbióticas (Turkmen et al., 2019). O soro de leite

também pode ser utilizado como um ingrediente em diferentes produtos alimentícios

(Królczyk et al., 2016). Na indústria da carne pode ser aplicado em salsichas,

mortadelas e linguiças (Badpa; Ahmad, 2014; Wójciak et al., 2015; Kononiuk;

Karwowska, 2019). Além disso, é utilizado em produtos de padaria e confeitaria, na

produção de pães, bolos, tortas, biscoitos e bolachas (Levin et al., 2016; Marques et

al., 2016; Soares et al., 2018; Martins et al., 2018). Possui ampla aplicação em
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iogurtes, doce de leite, leite condensado, creme de leite e produção de ricota (Ferreira

et al., 2012; Caldeira et al., 2010; Lievore et al., 2015). Cabe ressaltar que, apesar do

promissor uso do soro de leite como coproduto na elaboração de alimentos e bebidas,

este deve apresentar qualidade físico-química e microbiológica de acordo com a

Instrução Normativa (IN) n° 80/2020, de 13 de agosto de 2020 (Brasil, 2020), a fim de

evitar que se torne um veiculador de microrganismos patogênicos ao consumidor

(Mendes; Souza, 2017).

Assim como na área alimentar, o soro de leite e seus constituintes também são

pesquisados na produção de biocombustíveis, como bioetanol (Vincenzi et al., 2014;

Murari et al., 2019), biogás (Comino et al., 2012) e biohidrogênio (Patel et al., 2016;

Ghimire et al., 2017). Alternativamente, o soro de leite pode ser utilizado em processos

biotecnológicos, como substrato em processos microbianos ou enzimáticos para obter

novos produtos (Argenta; Scheer, 2019), como ração animal, bioproteína, probióticos,

ácidos orgânicos, enzimas, bioconservantes, exopolissacarídeos e bioplásticos (Liu et

al., 2018; Sahoo et al., 2020).

3.3 Microbiota láctica do soro de leite

A microbiota láctica do soro de leite é constituída, naturalmente, por bactérias

ácido-lácticas (BAL), pois sua presença ocorre inicialmente na matéria-prima que

origina o soro de leite (Falardeau et al., 2019; Duarte et al., 2020). Nesse contexto,

destaca-se que as BAL fazem parte da microbiota láctica desde o processo de

produção do leite, pois a partir do momento que o leite sai do úbere do animal, ele

passa a entrar em contato com microrganismos que estão presentes no ambiente,

como as BAL e até com possíveis patógenos, que podem estar na superfície do úbere,

no equipamento de ordenha, nos equipamentos de transporte e armazenamento e, no

ambiente da fábrica de laticínios (Rzepkowska et al., 2017; Marasco et al., 2022).

As BAL são um grupo de bactérias classificadas como gram-positivas, catalase

negativa, não esporuladas, anaeróbicas ou microaerofílas, possuindo morfologia de

bacilos ou cocos (Agagündüz et al, 2022). Crescem em pHs ácidos e são mesófilas

ou termófilas, tendo temperatura ótima de crescimento entre 30 a 42 °C,

respectivamente (Sabo et al., 2014). Os principais representantes das BAL incluem os

gêneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e

Streptococcus. Essas bactérias são encontradas em uma ampla variedade de habitats
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que vão desde o sistema urogenital, respiratório e digestivo de animais, além de

produtos cárneos, legumes, bebidas e derivados lácteos (Stefanovic et al., 2017;

Chittora et al., 2022). Logo, o soro de leite pode ser uma fonte para isolar BAL com

propriedades funcionais e propriedades tecnológicas de interesse.

Diferentes estudos investigaram a composição microbiana do soro de leite.

Duarte et al. (2020), por exemplo, pesquisaram a composição microbiana do soro de

leite bovino em quatro laticínios na Itália e verificaram a presença de microrganismos

mesófilos (8,3 x 104 a 2,5 x 108 UFC/mL), Enterobacteriaceae (3,7 x 100 a 1,7 x 106

UFC/mL), Pseudomonas (1,0 x 101 a 1,5 x 106 UFC/mL) e microrganismos formadores

de esporos aeróbicos (1,0 x 101 a 2,0 x 104 UFC/mL). Através do sequenciamento do

gene amplicon 16S rRNA, os autores verificaram que os gêneros mais abundantes

foram Streptococcus (64,9%), Lactobacillus (18,1%), Escherichia (8,5%) e

Acinetobacter (4,1%), que juntos representaram 95,6% da biodiversidade bacteriana

total das amostras analisadas. Já Wang et al. (2017) averiguaram que Lactobacillus,

Acetobacter e Lactococcus lactis foram os microrganismos dominantes nas amostras

de soro de leite bovino, coletadas de quatro regiões da província de Yunnan, na China.

Os autores ainda verificaram a presença, em menor abundância, dos gêneros

Pseudomonas, Bacillus, Raoultella e Leuconostoc. Conhecendo a importância das

BAL e visando conhecer a biodiversidade destes microrganismos no soro de leite

bovino, Liu et al. (2009) também desenvolveram um estudo em Yunnan, na China,

onde identificaram a presença de 3 gêneros (Lactobacillus, Lactococcus e

Enterococcus) e 9 espécies diferentes, com prevalência de Lactobacillus helveticus,

em um soro de leite ácido.

Segundo Zotta et al. (2021), culturas starters têm sido utilizadas há mais de 125

anos na fabricação de queijos e originalmente a prática envolvia a reutilização de parte

do lote anterior de um alimento fermentado como inóculo para reiniciar a fermentação.

Visando conhecer a comunidade microbiana starters de soro de leite natural de vaca

e de búfala, Marasco et al. (2022) realizaram um estudo onde identificaram a

prevalência de Lactococcus lactis subsp. lactis no soro de leite de búfala (19 isolados)

e soro de leite de vaca (18 isolados). No entanto, também identificaram Lactobacillus

fermentum (1 isolado), Lactobacillus delbrueckii (4  isolados)  e Streptococcus

thermophilus (4 isolados) no soro de leite de búfala e Enterococcus faecium (14

isolados) e Streptococcus thermophilus (9 isolados) no soro de leite de vaca. Em

estudos desenvolvidos por Ercolini et al. (2001), a maioria da população microbiana
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em culturas naturais de soro de leite bubalino, usados para produção de queijo

muçarela de búfala, foi representada por estreptococos e lactobacilos (108 UFC/mL).

Ainda, os microrganismos dominantes foram identificados como Streptococcus

thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus crispatus,

Lactobacillus fermentum e Enterococcus faecalis. Posteriormente, Ercolini et al.

(2008) desenvolveram estudo similar utilizando culturas naturais de soro de leite

bovino para a fabricação do queijo Caciocavallo Silano Denominação de Origem

Protegida (DOP), em diferentes regiões da Itália. Os autores constataram que a

diversidade microbiana não é elevada, pois somente verificaram a ocorrência de

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus e

Lactococcus lactis. Além disso, concluíram que a diversidade microbiana no soro de

leite não depende da origem geográfica, tendo em vista que as mesmas espécies

microbianas ocorreram nas diferentes regiões examinadas.

Observa-se que, nos estudos supracitados, o ambiente microecológico do soro

de leite é muito complexo e a composição da comunidade microbiana é amostra-

específica. Apesar disso, há características em comum, como a presença dominante

de BAL. Nesse contexto, alguns estudos buscaram isolar e identificar BAL do soro de

leite. Destaca-se o estudo desenvolvido por Rzepkowska et al. (2017), que buscou

identificar BAL isoladas de soro de leite bovino. Os autores isolaram 16 BAL

pertencentes ao gênero Lactobacillus, identificadas através do 16S rDNA como

Lactobacillus fermentum (9 isolados) e Lactobacillus plantarum (7 isolados). Já Sousa

et al. (2020) isolaram BAL de soro de leite bovino (40 isolados), bubalino (37 isolados)

e caprino (17 isolados). Os autores selecionaram 4 isolados identificados como

Enterococcus spp. (CW36, BW32, GW33 e GW34) e um isolado identificado como

Lactococcus spp. (BW27.74) e aplicaram em um leite fermentado, demonstrando que

BAL isoladas de soro de leite podem ser utilizadas na indústria de laticínios com

grande potencial como culturas starters.

3.4 Aspectos de segurança das BAL

Apesar das BAL serem Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS) para

aplicação na indústria de alimentos (Kieliszek et al., 2021), elas precisam passar por

avaliação de segurança para garantir a inocuidade dos isolados (Breyer et al., 2021).
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Usualmente têm-se avaliado a atividade hemolítica, capacidade de hidrolisar

gelatina, atividade mucinolítica e detecção de DNAse, pois são fatores que contribuem

para a virulência em microrganismos (Divisekera et al., 2019; Breyer et al., 2021;

Rodrigues et al., 2021). Inclusive, a ausência de atividade hemolítica é considerada

um pré-requisito de segurança para a seleção da cepa probiótica (FAO/WHO, 2002).

A hemólise é um conhecido fator de virulência entre os microrganismos patogênicos

(Tallapragada et al., 2018). Além disso, a gelatinase é outro fator amplamente

investigado, tendo em vista que é conhecida por contribuir para a formação de biofilme

e virulência através da degradação de uma grande quantidade de substratos do

hospedeiro, como por exemplo, colágeno, fibrinogênio, fibrina, endotelina-1 e

bradicinina (Thurlow et al., 2010). No estudo desenvolvido por Breyer et al. (2021), ao

avaliar o potencial probiótico das BAL, nenhum microrganismo demonstrou atividade

hemolítica e capacidade de hidrolisar gelatina. Resultados semelhantes foram

encontrados por outros autores ao avaliar o perfil de segurança das BAL em relação

a atividade hemolítica (Cui et al., 2018; Shi et al., 2019; Colombo et al., 2020; Reuben

et al., 2020) e atividade de gelatinase (Dias et al., 2019; Colombo et al., 2020).

Além disso, a resistência das BAL a determinados antimicrobianos também

deve ser avaliada, tendo em vista a crescente problemática da resistência

antimicrobiana no mundo. O amplo uso dos antimicrobianos para tratar infecções

humanas, para promover o crescimento de aves e gado, controlar patógenos animais

e vegetais na agricultura, levou ao desenvolvimento de bactérias resistentes a

antimicrobianos (WHO, 2005). Considerando o aumento da demanda por alimentos

probióticos e a possibilidade de interações entre as bactérias probióticas e o comensal

intestinal, a transferibilidade dos genes de resistência deve ser bem compreendida

(Jose et al., 2015).

A resistência a antimicrobianos pode ser intrínseca, como resultado de uma

característica estrutural ou funcional, inerente de cada espécie (Costa; Silva Júnior,

2017). Um exemplo é a resistência dos lactobacilos à vancomicina. Vancomicina inibe

o crescimento bacteriano ao interferir na síntese de peptideoglicano, que é um

constituinte importante da parede celular bacteriana gram-positiva (Jose et al., 2015).

Diversos estudos já demonstraram BAL resistentes à vancomicina (Ouoba et al., 2008;

Costa et al., 2013; Rzepkowska et al., 2017; Colombo et al., 2020; Rotta et al., 2020).

Além disso, a resistência a antimicrobianos também pode ser adquirida como

resultado de mutações, induzidas por radiações ionizantes e não ionizantes, agentes
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alquilantes ou espécies reativas de oxigênio (ROS) (Costa; Silva Júnior, 2017), ou

através da aquisição de material genético exógeno presente anteriormente em outro

microrganismo por meio de transferência horizontal (Kaktcham et al., 2012). A

resistência intrínseca e a resistência adquirida exclusivamente através de mutações

não são diretamente transferíveis. No entanto, se essas mutações ocorrerem em

genes que possam ser mobilizados (por exemplo, integrados em plasmídeos ou

transposons), eles podem se tornar transmissíveis por transferência horizontal, o que

representa uma ameaça à disseminação da resistência entre bactérias, incluindo as

não patogênicas (Courvalin, 2006).

Portanto, pode-se avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos através

de métodos como concentração inibitória mínima (minimum inhibitory concentration -

MIC) (CLSI, 2020), difusão em disco segundo Kirby-Bauer (1966) e através de

equipamentos automatizados que utilizam o método MIC. Apesar da MIC e de

técnicas automatizadas serem uma tendência, pela sua rapidez, o método de Kirby-

Bauer continua sendo amplamente utilizado, devido ao seu baixo custo e a

flexibilidade de seleção de drogas quando comparado com as demais técnicas

(Turnidge et al., 2011).

3.5 Propriedades tecnológicas das BAL

Na indústria alimentícia, o termo starter se refere aos microrganismos que são

adicionados ao produto com um propósito tecnológico (Mayo et al., 2021). Nesse

contexto, as BAL são interessantes como culturas starters para a indústria, tendo em

vista que podem desempenhar propriedades tecnológicas de interesse (García-Cano

et al., 2019).

As BAL starters são utilizadas para iniciar e controlar os processos

fermentativos, além de modificarem as características da matéria-prima e

promoverem benefícios, como aumento das propriedades organolépticas, nutricionais

e aumento de vida de prateleira. Destaca-se que as culturas starters são amplamente

utilizadas na indústria de laticínios, especialmente na produção de produtos lácteos

fermentados (García-Cano et al., 2019; Araújo-Rodrigues et al., 2021; Zotta et al.,

2021). Segundo Bruno e Carvalho (2009), Lactococcus lactis e Streptococcus

thermophilus são consideradas as duas culturas starters industriais mais importantes.
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Quando a BAL starter é responsável pela acidificação do leite, ela é

considerada uma cultura primária, no entanto, se as BAL estão envolvidas no

desenvolvimento do aroma e sabor do produto fermentado, elas são consideradas

culturas secundárias ou adjuntas (Mayo et al., 2021; González-González et al., 2022).

Além disso, o desenvolvimento de textura, sabor e aroma em produtos alimentícios

fermentados, se dá por meio de alterações bioquímicas nos componentes do leite

através dos processos de glicólise, lipólise e proteólise (Bintsis, 2018).

3.5.1 Capacidade de acidificação

Em processos de fermentação, as BAL desempenham um papel crucial através

da acidificação, tendo em vista que atuam na conversão da lactose em ácido láctico e

outros ácidos orgânicos, como os ácidos acético e fórmico (Sarhir et al., 2023).

Na elaboração de produtos lácteos, a rápida capacidade de acidificação da BAL

e a intensidade da produção de ácido são dois fatores importantes (Lima et al., 2022).

Quando a produção de ácido láctico é suficiente, a caseína coagula em seu ponto

isoelétrico (pH 4,6), o que é fundamental na fabricação de queijos, caracterizando a

firmeza da coalhada (Pasquale et al., 2019). A característica de reduzir o pH no início

da fermentação é fundamental para a coagulação e redução de microrganismos

contaminantes. Ademais, a acidificação de um produto a um pH próximo de 4,0

também permite uma maior conservação do produto fermentado, auxilia na

dessoragem da coalhada e contribui no desenvolvimento das propriedades sensoriais

dos alimentos fermentados (Cabral et al., 2016).

A atividade acidificante de cada BAL está relacionada com a sua capacidade

específica de decompor as substâncias no meio e torná-las capazes de assimilação

(Penna et al., 2015). Logo, as BAL que são conhecidas como acidificantes rápidas,

apresentam um potencial como culturas starters, enquanto as BAL que possuem uma

atividade mais lenta, podem ser utilizadas como culturas secundárias (Lima et al.,

2022).

Nesse contexto, atualmente várias BAL com diferentes capacidades de

acidificação e fermentação são usadas como culturas starters (Sarhir et al., 2023).

Segundo Bruno e Carvalho (2009), Lactococcus é o microrganismo mais utilizado para

a produção de ácido nas fermentações lácteas, pois são capazes de converter

rapidamente a lactose em ácido lático. Salienta-se que as espécies Lactococcus lactis
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subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris são as mais utilizadas para

produção da grande maioria dos queijos (Mayo et al., 2021). Na sequência, destaca-

se o Streptococcus thermophilus, sendo considerado a segunda cultura starter mais

importante nesse sentido, pois é tradicionalmente usado como cultura primária na

fabricação de queijos, como os queijos Emmental, Gruyère, Parmigiano, Grana,

Mozzarella e Cheddar, além de ser utilizado na elaboração de iogurte. Já o

Leuconostoc possui uma capacidade acidificante reduzida, sendo utilizado como uma

cultura secundária nos produtos lácteos e em conjunto com outros microrganismos,

com a finalidade de fornecer qualidade organoléptica aos produtos lácteos. Além

disso, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e

Lactobacillus plantarum também podem ser usados como culturas adjuntas ou

secundárias com o objetivo de desenvolver sabor (Bruno; Carvalho, 2009).

Ao investigar um microrganismo para aplicação como cultura starter,  a

capacidade acidificante é um fator importante a ser avaliado. Usualmente os autores

avaliam a capacidade de acidificação cultivando a BAL em leite, medindo o pH ao

longo do período de fermentação. No estudo desenvolvido por Terzic-Vidojevic et al.

(2015), após 6h de incubação, o leite inoculado com Lactococcus lactis estava com

pH abaixo de 5 (4,52 para Lactococcus lactis subsp. lactis BGAL1-4 e 4,70 para

Lactococcus lactis ZGBP5-9), enquanto o leite inoculado com Lactobacillus plantarum

e Enterococcus faecium estava com pH 5,46 e 5,48, respectivamente. O que

demonstra a capacidade de Lactococcus acidificar rapidamente o leite. Entretanto,

diversos estudos demonstraram que o pH do leite fermentado por BAL encontrava-se

abaixo de 5,0, após 12 h de fermentação (Badis et al., 2004; Franciosi et al., 2009;

Cabral et al., 2016; Salvucci et al., 2016; Araújo-Rodrigues et al., 2021). De acordo

com Salvucci et al. (2016), este rápido potencial de acidificação é importante na

elaboração de alimentos fermentados onde valores de pH mais baixos são desejados

não apenas pelas propriedades organolépticas, mas também para prevenir o

crescimento de microrganismos patogênicos.

3.5.2 Propriedades proteolíticas

As BAL possuem um sistema proteolítico muito importante para a produção de

produtos lácteos fermentados (Motta; Gomes, 2015). Destaca-se que a proteólise é

um pré-requisito para o crescimento das BAL no leite, e subsequente degradação das
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proteínas do leite, sendo um fator de grande importância na produção de queijos, por

exemplo (Forsythe, 2013).

O sistema proteolítico da BAL possui a capacidade de hidrolisar a caseína,

principal componente da proteína do leite. Logo, as proteínas são convertidas em

peptídeos e depois em aminoácidos. Os aminoácidos são essenciais para o

crescimento bacteriano, pois as BAL os utilizam como fonte de nitrogênio (Liu et al.,

2020; Kieliszek et al., 2021). Ademais, quando esses aminoácidos livres são

catabolizados, formam-se compostos de aroma voláteis, incluindo, por exemplo,

ácidos, aldeídos, álcoois e ésteres, ou compostos de enxofre (Agagündüz et al., 2022).

Nesse sentido, é importante frisar que os diferentes metabólitos produzidos

pelas BAL são responsáveis pelas propriedades organolépticas dos produtos lácteos

fermentados (Tulini et al., 2016). Na fabricação de queijos, por exemplo, os

aminoácidos oriundos da proteólise são os principais precursores de compostos de

sabor específicos (Motta; Gomes, 2015). Além disso, a proteólise também melhora a

digestibilidade dos produtos lácteos, o que é de interesse da indústria de fórmulas

infantis (García-Cano et al., 2019).

De acordo com Kieliszek et al. (2021), a atividade proteolítica das BAL varia

muito em relação as espécies. Entre os cocos, as espécies mais ativas são

Lactococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactococcus lactis subsp. cremoris,

enquanto o menos ativo é Lactococcus lactis subsp. lactis. No que tange aos

lactobacilos utilizados na indústria de laticínios, as espécies mais proteoliticamente

ativas são Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,

Lactobacillus helveticus e Lactobacillus acidophilus, enquanto a espécie menos ativa

é Lactiplantibacillus plantarum (Lim et al., 2019; Kieliszek et al., 2021).

Devido ao conhecimento da importância da proteólise, diversos estudos têm

analisado a capacidade proteolítica das BAL e, usualmente, os testes são realizados

qualitativamente em ágar leite. Em estudo desenvolvido por Breyer et al. (2021) foram

isolados microrganismos do leite de búfala e identificados como Enterococcus,

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Staphylococcus. Com o objetivo de

estudar as propriedades das BAL, os autores selecionaram 11 microrganismos

(Lactococcus, Leuconostoc e Lactobacillus), e destes somente um não demonstrou

atividade proteolítica em ágar leite. Resultados similares foram encontrados por

Araújo-Rodrigues et al. (2021), pois de 11 Lactobacillus spp. isolados do queijo Serpa

DOP, somente 9 isolados demonstraram atividade proteolítica no ágar leite. Já Silva
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et al. (2020) verificaram que somente 18 BAL, de um total de 37 isolados de produtos

lácteos ovinos, demonstraram atividade proteolítica em ágar leite que variou entre 1,5

a 23 mm. Nos estudos de Rzepkowska et al. (2017), ao determinarem o perfil

enzimático usando API ZYM, as BAL do gênero Lactobacillus, isoladas de soro de

leite bovino, apresentaram baixa atividade proteolítica, com exceção de Lactobacillus

fermentum S10, que apresentou alta atividade proteolítica. Já Sousa et al. (2020)

isolaram BAL de soro de leite bovino (40 isolados), bubalino (37 isolados) e caprino

(17 isolados). As BAL oriundas do soro de leite caprino apresentaram forte atividade

proteolítica (~59% dos isolados) em ágar leite.

3.5.3 Propriedades lipolíticas

As BAL apresentam propriedades lipolíticas, embora sejam consideradas

fracamente lipolíticas em relação às espécies dos gêneros Penicillium e

Pseudomonas (García-Cano et al., 2019). No entanto, essa atividade desempenhada

pelas BAL também contribui na promoção de propriedades importantes nos alimentos,

sendo de interesse na fermentação de vegetais, aplicações em alimentos assados e

desenvolvimento de sabor em produtos lácteos fermentados (Tanasupawat et al.,

2015).

O processo de lipólise é responsável pela hidrólise de triglicerídeos do leite

gerando ácidos graxos livres, glicerol e intermediários, como mono e diglicerídeos

(Motta; Gomes, 2015; Agagündüz et al., 2022). Esses compostos contribuem para o

aroma e o sabor de alguns alimentos (Motta; Gomes, 2015). No amadurecimento do

queijo, por exemplo, a lipólise é um processo bioquímico importante, considerando

que os ácidos graxos livres que são gerados, são compostos sensoriais importantes

que contribuem para o desenvolvimento do sabor do produto (Esteban-Torres et al.,

2014).

Nesse sentido, para a BAL starter a atividade lipolítica é muito interessante, por

quebrar a gordura do leite durante a maturação para induzir a produção de aroma sem

dar um sabor rançoso ao produto (García-Cano et al., 2019; Yalç nkaya; K ç, 2019).

Logo, o grau de lipólise de uma BAL é um fator importante a ser investigado para

selecionar microrganismos utilizados como culturas starters.

Portanto, a atividade lipolítica de BAL também tem sido foco de diferentes

estudos. García-Cano et al. (2019) isolaram 137 BAL de produtos lácteos e usaram p-
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nitrofenil acetato como substrato para analisar a atividade lipolítica. Os autores

verificaram que 50,3% dos isolados exibiram atividade lipolítica. Outros estudos

também utilizaram ágar tributirina para avaliar a atividade lipolítica (Carpiné et al.,

2010; Câmara et al., 2019; Silva et al., 2020; Araújo-Rodrigues et a., 2021). No entanto

também há estudos que utilizam Tween-80 (Yalç nkaya; K ç, 2019; Colombo et al.,

2020) e até mesmo banha de porco para detectar a atividade lipolítica (Carpiné et al.,

2010). Em estudos desenvolvidos por Rzepkowska et al. (2017), as BAL isoladas de

soro de leite bovino apresentaram baixa ou média atividade lipolítica, que foi

determinada através de API ZYM. Já Araújo-Rodrigues et al. (2021) avaliaram a

atividade lipolítica de 11 BAL isoladas de queijo Serpa DOP e somente 4 BAL do

gênero Lactobacillus spp. demonstraram atividade enzimática. Silva et al. (2020)

obtiveram resultados semelhantes, pois de 37 BAL isoladas de produtos lácteos

ovinos, somente 5 demonstraram atividade lipolítica em ágar tributirina, com halos

variando entre 7,30 a 15,4 mm. Resultados inferiores foram encontrados por

Yalç nkaya e K ç (2019), tendo em vista que apenas 8 isolados, de um total de 73

BAL isoladas de azeitonas, apresentaram resultados positivos em ágar contendo

Tween-80. Os autores ainda avaliaram de maneira quantitativa a atividade lipolítica,

que foi medida entre 0,2 e 1,09 U/ml, em 27 isolados e, consideraram que apesar da

baixa atividade lipolítica, isso foi vantajoso para utilizar a BAL como cultura starter.

3.6 Propriedades funcionais das BAL

Além de desempenhar propriedades tecnológicas, as BAL também têm sido

amplamente estudadas em relação ao seu potencial probiótico (Ghahremani et al.,

2015; Dlamini et al., 2019; Reuben et al., 2020; Breyer et al., 2021; Mohammed; Çon,

2021; Rodrigues et al., 2021). Probióticos são definidos como "microrganismos vivos

que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à

saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Inclusive, é importante ressaltar que

juntamente com espécies do gênero Bifidobacterium, diversas espécies de BAL já

foram reconhecidas como probióticas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária

(ANVISA, 2020). Os microrganismos probióticos estão em evidência na atualidade,

devido aos benefícios que promovem à saúde do consumidor (Syngai et al., 2016;

Roobab et al., 2020; González-González et al., 2022; Lee et al., 2022).
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Para um microrganismo ser considerado probiótico, ele deve ser capaz de

exercer um efeito benéfico sobre os hospedeiros, deve ser não patogênico e não

tóxico, ser capaz de sobreviver e metabolizar no ambiente intestinal, além de ser

estável sob condições de armazenamento (FAO/OMS, 2002). Destaca-se que para

seleção de microrganismos funcionais, a capacidade de sobrevivência do

microrganismo ao tratogastrointestinal (TGI) do hospedeiro e a capacidade de aderir

às células epiteliais são fatores importantes que devem ser avaliados. Essa

capacidade permite a eliminação competitiva de microrganismos patogênicos no

intestino, favorecendo a colonização e modulação de substâncias que produzem

efeitos benéficos ao hospedeiro (Lando et al., 2023). A capacidade de adesão pode

ser avaliada através de formação de biofilme in vitro (Stepanovic et al., 2004),

autoagregação (Zuo et al., 2019) e hidrofobicidade da superfície (Thapa et al., 2004).

Ademais, as BAL também podem fornecer benefícios à saúde através de

compostos funcionais em alimentos, como exopolissacarídeos (EPS), vitaminas,

peptídeos bioativos e enzimas (Souza; Dias, 2017).

A produção de EPS por BAL está entre as propriedades funcionais mais

promissoras. EPS são polímeros de açúcar produzidos naturalmente com um papel

distinto e significativo, um dos quais é realçar o sabor e textura dos alimentos (Farid

et al., 2021). Além disso, já foi relatado que os EPS possuem a capacidade de modular

a microbiota intestinal e a resposta imune do hospedeiro, tendo em vista que são

capazes de interagir diretamente com receptores intestinais (Souza; Dias, 2017;

González-González et al., 2022).

As BAL também podem produzir vitaminas que possuem uma ação

neuroprotetora, um efeito que pode impedir o desenvolvimento e a progressão de

doenças neurodegenerativas. O ácido gama aminobutírico (GABA), principal

neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central, é uma molécula que pode ser

produzida por BAL (González-González et al., 2022). Em estudo desenvolvido por

Kamilo lu (2022), 8 BAL isoladas de salsicha fermentada turca mostraram-se

produtoras de GABA, sendo Lactobacillus plantarum KS-25 o maior produtor. Ainda,

os autores verificaram que os isolados foram produtores de EPS e mostraram

atividade antioxidante.

As BAL são capazes de produzir -galactosidase, uma enzima que ajuda a

hidrolisar a lactose antes de atingir o cólon, onde sofre rápida degradação pela

microbiota. Sob determinadas condições, essa enzima também pode sintetizar
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açúcares complexos chamados galactooligossacarídeos, conhecidos como

prebióticos (Fara et al., 2020; Lando et al., 2023).

Microrganismos funcionais também podem competir com patógenos por

nutrientes, secretando substâncias como bacteriocinas, que eliminam ou reduzem a

presença de patógenos (Tulini et al., 2016). Logo, a atividade antimicrobiana de BAL

frente a microrganismos patogênicos é um tema de relevância para a indústria.

3.6.1 Biopreservação de alimentos

As BAL são importantes na biopreservação de alimentos, tendo em vista que

são capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogênicos. Essa inibição

exercida pelas BAL está relacionada com a produção de compostos antimicrobianos,

nomeadamente ácidos orgânicos, ácido propiônico, ácido benzóico, diacetil, acetoína,

peróxido de hidrogênio, ácidos graxos e bacteriocinas (Tulini et al., 2016).

De acordo com Bartkiene et al. (2020), a biopreservação de alimentos é a

designação dada para os procedimentos e estratégias utilizados para a preservação

de alimentos usando microrganismos seguros não patogênicos selecionados. Esses

microrganismos protetores atuam prevenindo o desenvolvimento de microrganismos

indesejáveis, protegendo os alimentos contra desenvolvimento de bolores e

deterioração bacteriana, aumentando o prazo de validade dos alimentos, além de

melhorar a segurança dos produtos.

Dentre os microrganismos que podem ser utilizados, as BAL destacam-se por

produzirem metabólitos antimicrobianos e por serem reconhecidas como seguras para

a saúde humana e além disso, estão presentes em diversos produtos alimentícios

como microbiota natural desejável (Bartkiene et al., 2020; Silva et al., 2020) A

atividade antibacteriana das BAL foi intensamente descrita em muitos estudos

(Atanasova et al., 2014; Tulini et al., 2016; Rzepkowska et al., 2017; Cui et al., 2018;

Silva et al., 2020). Vários deles examinaram um efeito antagônico da BAL contra

espécies bacterianas indicadoras.

De acordo com Coman et al. (2014), os testes de antagonismo envolvem a

detecção da inibição do crescimento de uma cepa indicadora causada pela bactéria

em estudo. Atanasova et al. (2014) testaram a atividade antimicrobiana de BAL contra

alguns patógenos alimentares, como Escherichia coli ATCC 11777, Staphylococcus

aureus ATCC 12600, Salmonella choleraesuis ser. Enteritidis ATCC 13076, Listeria

monocytogenes CECT 4032, Listeria innocua F  e Enterobacter aerogenes ATCC
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13048. Os isolados Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus

thermophilus demonstraram atividade antimicrobiana contra vários patógenos. Já nos

estudos desenvolvidos por Cui et al. (2018), 12 BAL isoladas de queijo artesanal

demonstraram atividade antibacteriana de amplo espectro contra bactérias

enteropatogênicas gram-positivas e gram-negativas. Por sua vez, Silva et al. (2020)

testaram a atividade antimicrobiana contra os microrganismos indicadores Listeria

monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli D157:H7 ATCC 43895 e

Staphylococcus aureus ATCC 25923. No entanto, a atividade antimicrobiana foi

observada em apenas uma BAL contra Listeria monocytogenes ATCC  7644.  Na

pesquisa desenvolvida por Tulini et al. (2016), os 815 isolados de leite e queijo de

vaca, búfala e cabra foram testados quanto a atividade antimicrobiana. Apenas três

isolados identificados como Streptococcus uberis (cepas FT86, FT126 e FT190) foram

produtores de bacteriocinas, enquanto outros quatro identificados como Weissella

confusa FT424, Weisella helenica FT476, Leuconostoc citreum FT671 e Lactobacillus

plantarum FT723 apresentaram alta atividade antifúngica. Nos estudos desenvolvidos

por Rzepkowska et al. (2017) foi avaliada a atividade antagônica das BAL, isoladas

de soro de leite bovino, frente a cepas indicadoras: Listeria monocytogenes ATCC

7644, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Listeria monocytogenes ATCC 15313,

Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 10536 e Shigella spp.

(isolada de alimento). Os autores verificaram que a atividade antagonista das BAL foi

maior para as espécies da família Enterobacteriaceae do que para as cepas de Listeria

monocytogenes, tendo em vista que se obteve zonas de inibição maiores para

Escherichia coli ATCC 10536 (7,5 ± 0,33 mm) e menores para Listeria monocytogenes

ATCC 15313 (4,66 ± 0,33 mm). Já nos estudos de Sousa et al. (2020), a maioria dos

isolados não foi capaz de inibir o crescimento de patógenos, porém cabe ressaltar que

cerca de 50% das BAL isoladas de soro de leite caprino inibiram o crescimento de

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria

monocytogenes ATCC 19114 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.7 Prospecção de novas BAL como culturas autóctones

Historicamente, os humanos produziam alimentos fermentados utilizando a

técnica de reinoculação, que consistia em utilizar a coalhada anterior ou massa

fermentada ou produto previamente fermentado, como inóculo para reiniciar a
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fermentação (Zotta et al., 2021; González-González et al., 2022). Isso levou à perda

de diversidade microbiana natural em favor de um número menor de microrganismos

adaptados a determinadas condições ambientais, em contrapartida também garantiu

um certo controle sobre o processo de fermentação e reprodutibilidade (González-

González et al., 2022).

Hoje em dia, fermentações espontâneas e não espontâneas são usadas na

elaboração de produtos (González-González et al., 2022). Destaca-se que produtos

obtidos por meio da fermentação espontânea são uma fonte para o isolamento de

novos microrganismos com propriedades tecnológicas e funcionais (Tamang et al.,

2016). Já para as fermentações não espontâneas, ou seja, processos controlados,

usualmente se utiliza culturas starters, dentre as quais se destacam as BAL

(Abarquero et al., 2023). O uso de BAL na fermentação de alimentos é uma técnica

muito antiga, considerando que produtos lácteos fermentados, como iogurte e queijo,

apareceram na dieta humana há cerca de 8.000 a 10.000 anos (Bintsis, 2018). Nesse

contexto, prospectar BAL de alimentos fermentados é uma alternativa interessante

para obtenção de culturas starters autóctones.

Uma cultura starter autóctone consiste em uma cepa ou um grupo de cepas

microbianas bem adaptadas ao processo tecnológico, isoladas e selecionadas do

produto original (Araújo-Rodrigues et al., 2021). As BAL autóctones podem fornecer

um meio de promover a qualidade e a segurança dos produtos alimentares

fermentados tradicionais, além de minimizar a perda de características típicas do

produto que uma cultura comercial poderia causar (Câmara et al., 2019).

Na literatura há muitos estudos que visam avaliar a segurança e as

características tecnológicas de BAL isoladas de variedades de queijos (Pavunc et al.,

2012; Terzic-Vidojevic et al., 2015; Cabral et al., 2016; Câmara et al., 2019; Araújo-

Rodrigues et al., 2021; Abarquero et al., 2023), leite fermentado (Obioha et al., 2021;

Wirawati; Widodo, 2021; Paul et al., 2023), leite cru (Tulini et al., 2016; Farahani et al.,

2017; Saidi et al., 2019; Tsuda; Kodama, 2021), carnes fermentadas (Klingberg et al.,

2005; Landeta et al., 2013; Kamilo lu, 2022; Milani et al., 2024) e vegetais

fermentados (Beganovic et al., 2014; Sáez et al., 2018; Merabti et al., 2019), a fim de

selecionar estas bactérias como culturas starters autóctones.

Ao avaliar as características tecnológicas de uma cultura starter autóctone, a

capacidade de acidificação é uma das propriedades mais importantes das BAL

starters. Na fabricação de queijos, uma rápida diminuição do pH é considerada crucial,
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pois é essencial para a coagulação, firmeza da coalhada e controle de microrganismos

indesejáveis (Ribeiro et al., 2013).

Além disso, o estudo da atividade enzimática do microrganismo também é

essencial. Na produção de um queijo por exemplo, as BAL desempenham um papel

importante nos eventos bioquímicos que ocorrem durante a maturação, como a

proteólise e a lipólise, que contribuem significativamente para o desenvolvimento de

sabor e aroma (Abarquero et al., 2023). As BAL também são conhecidas por

produzirem substâncias que possuem atividade antimicrobiana (Bintsis, 2018). A

principal atividade antimicrobiana das BAL se deve à produção de ácidos orgânicos e

bacteriocinas que impedem o crescimento de microrganismos patogênicos ou

deteriorantes (Abarquero et al., 2023). Além disso, ao investigar o potencial da cultura

starter, pode-se averiguar se a BAL produz compostos como diacetil, acetoína e EPS,

pois estes influenciam no aroma e na textura dos alimentos fermentados (Ribeiro et

al., 2013).

Outro fator a ser avaliado é a capacidade do microrganismo produzir gás.

Quando essa produção é indesejada, ocorre o aparecimento de rachaduras em

queijos, resultando em perdas financeiras para a indústria de laticínios (Porcellato et

al., 2015). Enquanto em outros produtos a produção de gás é desejável e necessária,

aumentando assim o número e/ou o tamanho das olhaduras em queijos como, por

exemplo, Gouda, Edam e Danbo (Fröhlich-Wyder et al., 2013; Pedersen et al., 2013).

Devido as possíveis aplicações das BAL starters, estas devem ser capazes de

tolerar diferentes condições adversas, como desafios ácidos e osmóticos, estresses

térmicos e congelamento, encontrados na produção industrial e durante o

armazenamento de preparações e alimentos (Reale et al., 2015). Na produção de

queijos, por exemplo, as BAL são expostas a diferentes temperaturas e altas

concentrações de sal e devem tolerar essas condições (Ribeiro et al., 2013).

3.8 Desenvolvimento de novos produtos a partir de culturas autóctones

O desenvolvimento de produtos fermentados com culturas autóctones vem se

tornando uma realidade e tem ganhado destaque crescente nos últimos anos (Lima

et al., 2022). Ademais, o uso dos microrganismos autóctones é interessante,

considerando que isso possibilita elaborar um produto típico mantendo as

características sensoriais originais desejadas (Mangia et al., 2013).
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Os alimentos fermentados estão em evidência devido ao conhecimento dos

mecanismos envolvidos na promoção da saúde (Rezac et al., 2018). De acordo com

Rastogi et al. (2022), os alimentos fermentados possuem propriedades únicas, como

propriedades probióticas, antimicrobianas, antioxidantes, produção de peptídeos,

entre outras propriedades que proporcionam benefícios à saúde dos consumidores.

Além das questões relacionadas à saúde, os novos produtos fermentados

devem possuir qualidade nutricional, além de ter uma associação com impactos

ambientais mínimos, também devem buscar promover o desenvolvimento econômico

e social (Lima et al., 2022). Estima-se que até 2030, a produção de alimentos por meio

da biotecnologia deve crescer em pelo menos 50%, impactando na geração de novos

produtos e na preservação de alimentos e bebidas tradicionais (Omolulu et al., 2020).

Portanto, estratégias para elaborar produtos através da fermentação e o uso de

microrganismos autóctones resultam em produtos inovadores, que podem impulsionar

a economia de um local.

3.8.1 Queijo colonial artesanal

A produção de queijos no Brasil se iniciou, possivelmente, com os queijos

originados de Portugal (Araújo et al., 2020). Após isso, diferentes tipos de queijos

foram desenvolvidos no país, com destaque para o estado de Minas Gerais como o

maior produtor de queijos no Brasil. Além dele, estados como Goiás, São Paulo,

Sergipe, Pernambuco, Paraíba, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraná, Santa Catarina,

Pará e Rio Grande do Sul já são regiões conhecidas pela tradição na produção de

queijo (SENAR, 2022).

Os queijos são um produto que tem grande importância econômica, social e

cultural no estado do Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2021). Trata-se de uma

importante herança cultural da colonização, pois o saber-fazer foi transmitido de

geração em geração entre os descendentes de imigrantes europeus (Ambrosini et al.,

2020). Além disso, o queijo era produzido inicialmente na propriedade para consumo

familiar, mas o produto excedente passou a ser comercializado, tornando-se uma

fonte de renda para muitas famílias (Braccini et al., 2020; Piecha; Zanini, 2023).

Hoje em dia, no estado do Rio Grande do Sul destacam-se o queijo colonial, o

queijo colonial temperado, o queijo serrano e os queijos artesanais (SEBRAE, 2023).

Dentre eles o queijo artesanal é muito difundido, pois é produzido em pequenas
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propriedades com condições artesanais de fabricação, resultando em produtos com

características únicas (Penna et al., 2021). Segundo a Lei n° 15615/2021, de 13 de

maio de 2021, o queijo artesanal é aquele elaborado com leite cru da própria fazenda,

com métodos tradicionais, com vinculação de território de origem, conforme

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade estabelecido para cada tipo e

variedade, sendo permitida a aquisição de leite de propriedades rurais próximas,

desde que atendam a todas as normas sanitárias pertinentes (Rio Grande do Sul,

2021).

Cada tipo de queijo possui um processo de produção específico, tempo de

coagulação, ingredientes, tempo de maturação, microbiota natural autóctone, entre

outros aspectos que caracterizam o produto final. São essas diferenças entre as

variedades de queijos artesanais que mantém as características únicas do produto e

os diferenciam dos produtos industrializados (Margalho et al., 2020; Jesus Filho et al.,

2023). Além disso, há uma diversidade de queijos artesanais utilizando leite de

diferentes espécies animais, como leite bovino, bubalino, caprino e ovino (EMBRAPA,

2021). Em geral, no estado do Rio Grande do Sul predominam os queijos produzidos

com leite bovino. Enquanto isso, queijos produzidos com leite oriundo de outras

espécies ficam mais restritos a locais onde há a criação desses rebanhos.

Além disso, é importante frisar que microrganismos autóctones podem ser

isolados de produtos como o queijo artesanal. Estes podem ser identificados,

caracterizados e estudados como culturas starters autóctones, o que possibilita sua

aplicação na elaboração de produtos típicos, mantendo características originais e

sensoriais desejadas (Mangia et al., 2013). Nesse contexto, encontram-se alguns

estudos na literatura envolvendo o isolamento, a avaliação de segurança e a

caracterização tecnológica das BAL autóctones, bem como sua aplicação em

produtos, como queijo Parmesão (Santos, 2015) e queijo muçarela de búfala em São

Paulo (Silva, 2015), queijo coalho em Minas Gerais (Cavalcante et al., 2007), queijo

Santo Giorno (Pereira et al., 2017) e queijo regional (Todescatto, 2014; Brandielli,

2016), ambos da região Sudoeste do Paraná. Percebe-se uma lacuna a ser

investigada em relação aos queijos do estado do Rio Grande do Sul, especialmente

no que tange utilizar os microrganismos autóctones para produzir produtos

semelhantes às características originais.
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3.8.2 Leite fermentado

Produtos lácteos fermentados são considerados os primeiros alimentos

funcionais (Abdel-Hamid et al., 2019). Há uma demanda crescente por esses

alimentos, com destaque para os laticínios fermentados, em função dos benefícios

nutricionais e à saúde (Aguilar-Toalá et al., 2017; How et al., 2022).

Destaca-se que a Instrução Normativa n° 46/2007, de 23 de outubro de 2007,

define leite fermentado como “produtos adicionados ou não de outras substâncias

alimentícias, obtidas por coagulação e diminuição do pH do leite, ou reconstituído,

adicionado ou não de outros produtos lácteos, por fermentação láctica mediante ação

de cultivos de microrganismos específicos”. A Instrução Normativa ainda traz as

denominações dadas aos produtos lácteos fermentados: iogurte, leite fermentado,

kefir, leite acidófilo, kumys e coalhada (Brasil, 2007).

Dentre os lácteos fermentados, o leite fermentado é um produto de interesse

dos consumidores por ser fácil de consumir. Para a elaboração do leite fermentado,

as BAL são usualmente incorporadas ao leite para fermentação (How et al., 2022). O

processo de fermentação ocorre com o nível de pH diminuindo gradualmente à

medida que o ácido láctico se acumula com a fermentação da lactose. Depois que o

pH reduz para atingir o ponto isoelétrico da caseína, a caseína precipita, causando a

formação de coágulos. Ao final desse processo, são produzidas moléculas orgânicas

como acetaldeído, diacetil, ácido acético e etanol, melhorando o perfil de sabor

(Agagündüz et al., 2022; Bintsis; Papademas, 2022).

De acordo com Bintsis e Papademas (2022), os leites fermentados

comercializados hoje em dia são fabricados usando leite pasteurizado, práticas mais

higiênicas e uma mistura de culturas starters definidas, o que visa garantir a segurança

do alimento. No entanto, o uso do leite tratado termicamente e de culturas starters

definidas causam uma redução na diversidade microbiana. Nesse contexto, há

estudos que buscam elaborar leites fermentados utilizando culturas adjuntas isoladas

da microbiota autóctone, a fim de “devolver” a diversidade perdida e manter

características originais do produto. No estudo desenvolvido por Bendimerad et al.

(2012), Lactococcus e Leuconostoc foram isolados de leite cru e leite fermentado e

avaliados quanto a suas características tecnológicas para serem usadas na fabricação

do leite fermentado Raib, preservando suas características tradicionais. Já no estudo

de Sarhir et al. (2023), o leite fermentado tradicional marroquino “Lben” foi fabricado
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usando fermentos autóctones de forma isolada e em conjunto (Lactococcus lactis

subsp. lactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides). Os autores

concluíram que ao utilizar a cultura mista o leite fermentado exibia um perfil volátil

satisfatório e aceitável em comparação com o Lben produzido com linhagens únicas.

Além disso, há uma ampla gama de estudos que, além de estudar as

características de fermentação e do produto elaborado, também avaliam as atividades

biológicas do leite fermentado, como capacidade antioxidante (Liang et al., 2022;

Handa et al., 2022; Lee et al., 2023), capacidade anti-hipertensiva (Abdel-Hamid et al.,

2019), capacidade antidiabética (Khakhariya et al., 2023), capacidade antimicrobiana

(Ashokbhai et al., 2022) e anti-inflamatória (Santiago-López et al., 2019; Khakhariya

et al., 2023), demonstrando assim inúmeros benefícios desses produtos à saúde do

consumidor.

Ademais, destaca-se que o leite de várias espécies de mamíferos pode ser

utilizado para a fabricação de leite fermentado, mas o leite de vaca é a base para a

maioria dos produtos lácteos fermentados em todo o mundo (Bintsis; Papademas,

2022). No Brasil, o leite de búfala é o segundo leite mais consumido e, considerando

que é um produto que vem crescendo ao longo dos anos, há uma lacuna a ser

pesquisada em relação aos produtos lácteos fermentados de origem bubalina.

3.9 Hidrolisados bioativos a partir de proteínas alimentares

A hidrólise das proteínas é um tema que vem sendo amplamente estudado,

tendo em vista que os hidrolisados produzidos podem apresentar importantes funções

biológicas, que são atribuídas aos peptídeos originados durante a hidrólise (Ahangari

et al., 2021). Apesar de alguns peptídeos bioativos existirem naturalmente, a grande

maioria dos peptídeos bioativos conhecidos são fragmentos proteicos liberados

através da hidrólise de proteínas, ou seja, estes peptídeos não apresentam atividades

biológicas enquanto parte da proteína precursora (Sánchez; Vázquez, 2017).

A produção de hidrolisados bioativos a partir de proteínas pode ser realizada

por hidrólise enzimática, usando enzimas proteolíticas, ou através de bioprocessos

microbianos, onde o microrganismo secreta proteases durante seu crescimento, que

atuam na hidrólise do substrato proteico (Samaranayaka; Li-Chan, 2011). No âmbito

de bioprocessos microbianos, destacamos as BAL, pois durante a fermentação do

leite, estas produzem enzimas proteolíticas através da degradação parcial da caseína
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(Rodríguez-Figueroa et al., 2010), o que pode desencadear na hidrólise da proteína

em aminoácidos e peptídeos bioativos (Ashokbhai et al., 2022).

Há um crescente interesse científico nos peptídeos bioativos oriundos da

hidrólise da proteína do leite, tendo em vista que há evidências que indicam que esses

peptídeos podem ser uma ferramenta valiosa contra diferentes doenças humanas

(Aguilar-Toalá et al., 2017). Por exemplo, estudos in vitro e in vivo demonstraram que

os peptídeos bioativos possuem atividades biológicas, como atividade antioxidante

(Abdel-Hamid et al., 2017; Aguilar-Toalá et al., 2017; Ashokbhai et al., 2022; Cui et al.,

2022), anti-hipertensiva (Abdel-Hamid et al., 2017; Solanki et al., 2017; Khakhariya et

al., 2023) anti-inflamatória (Aguilar-Toalá et al., 2017), antimicrobiana (Ashokbhai et

al., 2022) e atividade antidiabética (Khakhariya et al., 2023).

3.9.1 Capacidade antioxidante

Os radicais livres são produzidos em condições fisiológicas normais, mas

quando estes são produzidos em excesso e a capacidade antioxidante do organismo

não é capaz de inativá-los, ocorre o estresse oxidativo. Através desse processo

geram-se as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, que podem causar estresse

oxidativo e nitrosativo, respectivamente. O estresse oxidativo contribui para diversas

doenças crônicas e degenerativas, como esclerose múltipla, câncer, doenças

cardiovasculares, doença de Parkinson e doença de Alzheimer (Gu; Wu, 2016; Zhu et

al., 2022).

Muitas reações de oxidação também envolvem vários componentes

alimentares, como carboidratos, proteínas e lipídios. Por exemplo, a oxidação lipídica

resulta em ranço e deteriora a qualidade dos alimentos. Além disso, a oxidação lipídica

causa o desenvolvimento de cor escura indesejável, sabores e odores desagradáveis,

o que resulta em um prazo de validade reduzido de alimentos que contêm gordura

(Sah et al., 2016). Nesse contexto, a prevenção da oxidação lipídica é um desafio para

a indústria.

Um antioxidante é um composto químico que pode interromper reações em

cadeia de radicais, eliminando espécies reativas, incluindo espécies reativas de

oxigênio/nitrogênio, evitando a formação de oxidantes reativos e inibindo processos

como a peroxidação lipídica em alimentos (Sah et al., 2016). A indústria tem utilizado

antioxidantes sintéticos na produção de alimentos, contudo efeitos adversos à saúde
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humana têm sido reportados. Aliado a isso, os consumidores têm demonstrado

preocupação com a saúde humana, o que tem gerado uma crescente demanda por

alimentos e ingredientes naturais, nutritivos e funcionais (Lorenzo et al., 2018).

Portanto, alternativas como hidrolisados proteicos e peptídeos bioativos são de

relevante interesse. Estes exercem sua atividade através da transferência de

hidrogênio e da doação de elétrons para moléculas oxidantes (Lorenzo et al., 2018).

Experimentos in vitro são empregados para avaliar a inativação de radicais livres.

Dentre eles, destaca-se a inativação do radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-

ácido sulfônico (ABTS) e do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

O potencial antioxidante de hidrolisados proteicos e peptídeos também pode

ser avaliado através da capacidade em quelar e/ou reduzir íons metálicos

(Nwachukwu; Aluko, 2019). O poder redutor está relacionado à habilidade do

antioxidante em reduzir compostos intermediários oxidados que podem contribuir para

peroxidação lipídica (Liu et al., 2017). Outro ensaio que pode ser utilizado tem a

finalidade de mensurar a capacidade do antioxidante em quelar íons ferrosos (Fe2+)

(Alam et al., 2013).

Nesse contexto, Aguilar-Toalá et al. (2017) elaboraram leites fermentados com

cepas de Lactobacillus plantarum e investigaram as bioatividades dos extratos brutos

e frações peptídicas obtidas desse produto. Os autores observaram que o extrato

bruto dos leites fermentados apresentou maior capacidade antioxidante (variando de

~100 a 270 mol/L de equivalentes de Trolox pelo ensaio ABTS, e de ~250 a 350 mol

de equivalentes de Trolox pelo ensaio que determina a capacidade de absorção de

radicais de oxigênio - ORAC) do que as frações peptídicas. Já no trabalho de Abdel-

Hamid et al. (2019), o leite fermentado por Lactobacillus casei ATCC 393 apresentou

atividade antioxidante (pelo método ABTS e quelante de ferro) para o extrato solúvel

em água e seu filtrado. Contudo, o filtrado apresentou maior atividade antioxidante do

que o extrato solúvel, sugerindo que pequenos peptídeos têm maior atividade

antioxidante (Abdel-Hamid et al., 2019). Há muitos estudos na literatura com leite

fermentado por espécies de Lactobacillus que demonstraram atividade antioxidante

(Abdel-Hamid et al., 2017; Ashokbhai et al., 2022; Cui et al., 2022), contudo estudos

que utilizam Lactococcus lactis são mais escassos (Liang et al., 2022).

3.9.2 Potencial anti-hipertensivo
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Diversas rotas bioquímicas que interagem entre si são responsáveis por

controlar a pressão arterial, com destaque para o sistema renina-angiotensina que é

fundamental nesta regulação. Durante a regulação normal da pressão arterial, a

renina converte o angiotensinogênio em um fragmento de peptídeo inativo chamado

angiotensina I. Em seguida, a enzima conversora de angiotensina (do inglês

angiotensin converting enzyme - ACE), converte angiotensina I em angiotensina II. A

ACE também é capaz de degradar a bradicinina, um vasodilatador (Aluko, 2015).

Portanto, fármacos capazes de inibir a ação da ACE são foco de investigação.

Diferentes hidrolisados proteicos e peptídeos foram avaliados quanto à sua

potencial aplicação como precursores de peptídeos inibidores da ACE (Gu; Wu, 2016).

O potencial anti-hipertensivo é avaliado, geralmente, através da capacidade de inibir

a atuação da ACE, in vitro (Bechaux et al., 2019).

Inúmeros fármacos que são utilizados como inibidores da ACE para tratar a

hipertensão arterial podem ter efeitos adversos no paciente, como angioedema e

tosse seca. Logo, biomoléculas que possuem um número reduzido de efeitos

colaterais são de crescente interesse. Nesse contexto, os peptídeos obtidos através

de hidrólise de proteínas alimentares podem ser de grande interesse (Bechaux et al.,

2019).

No estudo de Solanki et al. (2017), foram desenvolvidos leites fermentados de

camelo com Lactobacillus bulgaricus NCDC (09) e Lactobacillus fermentum

TDS030603 (LBF), que foram avaliados quanto à sua atividade inibidora da ACE. Os

autores observaram que a atividade inibitória da ACE aumentou de 0 a 48 h em ambas

as culturas lácticas, sendo que 09 exibiu maior atividade inibitória da ACE (76,75%)

do que LBF (73,93%), no período de 48 h. Já Khakhariya et al. (2023) avaliaram a

ACE de leite de camelo e de búfala fermentado com Lacticaseibacillus paracasei

(M11) e Saccharomyces cerevisiae (WBS2A). Os autores observaram que o leite

fermentado de búfala e de camelo apresentou atividade inibitória da ACE variando de

45,77 – 76,73% e 46,56 – 80,74%, respectivamente, durante 12 – 48 h. Os níveis

máximos de atividade inibitória da ACE foram encontrados no leite fermentado de

búfala e de camelo às 48 h, 76,73% e 80,74%, respectivamente. Por sua vez, Abdel-

Hamid et al. (2017) avaliaram a ACE de peptídeos gerados a partir de proteínas do

leite de búfala por hidrólise enzimática utilizando papaína, pepsina ou tripsina.

Observou-se que o hidrolisado de papaína apresentou a maior atividade inibitória da
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ACE, variando entre 9 a 49 µg/mL. Portanto, observa-se uma lacuna no estudo de

leite de búfala fermentado com a espécie de Lactococcus lactis.
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4. METODOLOGIA

4.1. Leite de búfala

O leite de búfala utilizado neste trabalho foi coletado na Estação Experimental

Agronômica (EEA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

localizada em Eldorado do Sul/RS. A obtenção do leite de búfala seguiu as Boas

Práticas Agropecuárias (BPA), através de uma ordenha mecânica (Domenico, Motta,

2022). As amostras foram acondicionadas em recipientes estéreis e em caixas

isotérmicas para transporte. O leite de búfala foi encaminhado para o Laboratório de

Microbiologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) para produção do soro

de leite de búfala e para o Laboratório da Planta de Laticínios do Instituto Ciência e

Tecnologia de Alimentos (ICTA) para produção do queijo colonial de búfala.

4.2. Produção do soro de leite de búfala

Para obter o soro de leite de búfala, 1 litro de leite cru de búfala foi aquecido

até 40 °C e foi adicionado coagulante líquido HA-LA (5 mL diluído em 25 mL de água)

e cloreto de cálcio (0,5 g). Após 30 min de repouso a massa foi cortada e a coalhada

foi coada, obtendo-se aproximadamente 800 mL de soro e 198,33 g de massa

coalhada.

4.3. Análises físico-químicas do soro de leite de búfala

O soro de leite de búfala foi liofilizado no ICTA e encaminhado para a empresa

Sooro Renner Nutrição S/A que realizou a caracterização físico-química. A gordura,

acidez, proteína, lactose, pH, umidade, cinzas, cloretos, sódio e potássio foram

determinados de acordo com o Manual de Métodos Oficiais para Análise de Alimentos

de Origem Animal do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA)

(Brasil, 2019).

4.4. Análises microbiológicas do soro de leite de búfala

Para a caracterização microbiológica do soro de leite de búfala foi empregada

a Instrução Normativa n° 30/2018 (Brasil, 2018). Um total de 1 mL da amostra de soro

de leite de búfala foi diluída em 9 mL de solução salina estéril (0,85%), e seis diluições

seriadas foram realizadas, em triplicata. Para a contagem dos microrganismos

mesófilos, cada diluição foi plaqueada em meio de cultura Plate Count Agar (PCA;
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Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil) e incubadas a 37 °C por 48 h. O resultado foi

expresso como a média das contagens multiplicada pelo fator de diluição utilizado em

UFC/mL. A contagem de coliformes totais e termotolerantes foi realizada em ágar

violeta vermelho bile (do inglês violet red bile agar (VRBA); Biolog, Belo Horizonte,

MG, Brasil), após incubação a 37 °C por 24 h. Para provas confirmativas de coliformes

totais, as colônias suspeitas foram inoculadas em caldo verde brilhante bile 2% lactose

(LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) e incubadas a 37 ºC por 24 a 48 h. Para confirmação

da presença de coliformes termotolerantes, foi realizada a inoculação de colônias

suspeitas em caldo EC (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil), incubados em 45

ºC, em banho-maria, por 24 a 48 h.

A contagem de Staphylococcus coagulase positivo foi obtida pela técnica de

plaqueamento das diluições seriadas em ágar Baird Parker (BP; Oxoid, Basingstoke,

Inglaterra), incubado a 37 °C por 30 a 48 h. Colônias típicas foram selecionadas para

a prova da coagulase com plasma de coelho (LaborClin), incubados a 37 °C por 6 h.

Foi realizada a Pesquisa de Listeria monocytogenes, com enriquecimento seletivo,

realizado em duas etapas. A primeira etapa em caldo UVM (BD Difco, Le Pont de

Claix, França) e a segunda em caldo Fraser (Merck, Darmstadt, Germany), ambas

incubadas a 30 ºC por 24 h. O isolamento foi realizado em ágar Oxford (AO; Himedia,

Mumbai, Índia), incubado a 30 °C por 24 h. A presença de colônias escuras rodeadas

por halo negro indica a presença de Listeria monocytogenes. Foi realizada a Pesquisa

de Salmonella sp. com pré-enriquecimento em solução salina peptonada 1%

tamponada a 37 ºC por 16 a 20 h. Em seguida, foi realizado o enriquecimento seletivo

em caldo Rappaport Vassiliadis (Merck, Darmstadt, Germany) e caldo Selenito-Cistina

(Himedia, Mumbai, Índia), incubados em banho-maria a 41 ºC por 24 h. O isolamento

foi realizado em ágar Xylose Lysine Desoxycholate (XLD; Kasvi, São José dos

Pinhais, PR, Brasil), incubado a 37 °C por 24 h. A presença de colônias vermelhas

com ou sem centros pretos indica a presença de Salmonella sp.

4.5. Contagem, seleção e isolamento de BAL do soro de leite de búfala

Para a contagem e o isolamento de BAL, foi realizado o plaqueamento das

diluições seriadas em ágar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS; Merck, Darmstadt,

Germany) e ágar M17 (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), incubados em aerobiose a 37

°C por 48 h e em anaerobiose a 30 °C por 48 h. O resultado da contagem das BAL foi

expresso em UFC/mL. Colônias com características morfológicas de BAL foram
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selecionadas e caracterizadas preliminarmente através da coloração de Gram e teste

da catalase. Apenas as culturas Gram-positivas e catalase negativa, características

de BAL, foram selecionados e encaminhadas para identificação.

4.6. Identificação de isolados bacterianos por MALDI-TOF/MS

As culturas selecionadas foram identificadas por espectrometria de massa

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight (MALDI-TOF) através da

técnica de transferência direta. Essa técnica consistiu na deposição de uma pequena

quantidade de amostra da cultura, previamente isolada em placa com ágar MRS,

sobre um spot na placa alvo do MALDI-TOF e em seguida, a amostra foi coberta com

matriz ácido -ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA). As análises foram realizadas em

MALDI Biotyper 4.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Alemanha) e após o espectro da

amostra ser obtido, o software MBT RTC (Real Time Classification) identificou a

melhor correspondência comparando com os espectros armazenados no banco de

dados do equipamento, gerando assim resultados com diferentes escores de

confiabilidade. Escores 2.000 indicam identificação em nível de espécie, um escore

de 1.700 a 1.999 indicam identificação em nível de gênero e um escore <1.700 foi

interpretado como sem identificação.

4.7. Avaliação da atividade enzimática

A verificação das propriedades enzimáticas das BAL foi realizada de acordo

com Bogo et al. (2017), com modificações. Para a atividade proteolítica, as culturas

bacterianas foram inoculadas em ágar-leite (ágar triptona de soja – TSA (Kasvi, São

José dos Pinhais, PR, Brasil) + 10 % de leite UHT) e incubadas a 30 °C por 48 h.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado como controle positivo. O

aparecimento de zonas claras ao redor da colônia identificou atividade enzimática e

os resultados foram expressos em milímetros (mm). Para a atividade lipolítica, os

isolados bacterianos foram inoculados em meio de cultura ágar tributirina [peptona (5

g/L), ágar (15 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e tributirina (10 mL/L)] e incubados à

temperatura de 30 °C por 48 h. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi usada como

controle positivo. O aparecimento de zonas claras ao redor da colônia representou

atividade enzimática e os resultados foram expressos em milímetros. Para verificação

da produção de lecitinase as bactérias foram inoculadas em ágar BP, suplementado

com emulsão de gema de ovo com telurito a 10% (NewProv, Pinhais, PR, Brasil). As
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placas foram incubadas a 30 °C por 48 h. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi

usado como controle positivo. O aparecimento de zonas opacas ao redor das colônias

foi indicativo de atividade enzimática e os resultados foram expressos em milímetros

(mm). Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.8 Atividade antimicrobiana das BAL

A atividade antimicrobiana das BAL frente a Escherichia coli ATCC 10536,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi avaliada através do método da picada

(Coman et al., 2014). Foi realizada uma suspensão das culturas patogênicas em

solução salina estéril (0,85%), conforme a Escala de McFarland de 0.5 (108 UFC/ml).

Cada suspensão foi espalhada com suabe sobre placas de ágar Muller Hünton (MH;

BD, Franklin Lakes, EUA), e em seguida, as BAL foram inoculadas com agulha de

platina. A suscetibilidade dos patógenos às BAL foi avaliada medindo-se o diâmetro

(mm) da zona de inibição do crescimento bacteriano ao redor das BAL após incubação

a 37 °C por 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9 Avaliação da inocuidade das BAL

Para a atividade hemolítica, os isolados foram inoculados em Columbia Blood

Agar (CBA; Himedia, Mumbai, Índia) suplementado com 5% de sangue de carneiro

desfibrinado (New Prov) e incubadas a 37 °C até 48 h. As placas de ágar sangue

foram examinadas quanto a sinais de -hemólise (zonas claras ao redor das colônias),

-hemólise (zonas em tons de verde ao redor das colônias) ou -hemólise (sem zonas

ao redor das colônias) (Breyer et al., 2021). Para as hidrólises de gelatina, os isolados

foram inoculados com agulha de platina em tubos de gelatina e incubados a 37 °C por

24 h, seguido por 20 min a 4 °C; na sequência, a atividade da gelatinase foi avaliada

analisando a consistência do meio. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado como controle positivo para ambos os

testes (Dias et al., 2019).

4.10 Seleção de um microrganismo

O presente estudo objetivou isolar BAL do soro de leite de búfala e caracterizar

estes microrganismos, para posteriormente selecionar o isolado com maior atividade
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proteolítica em ágar leite. Nesse contexto, foi selecionado o microrganismo

identificado pelo MALDI-TOF como Lactococcus lactis 32B4-1.

Na sequência deste estudo, a espécie Lactococcus lactis 32B4-1 foi confirmada

através de identificação molecular, caracterizada quanto a sua produção de protease

e potencial probiótico. Além disso, Lactococcus lactis 32B4-1 foi aplicada como uma

cultura starter na produção de um leite fermentado de búfala e, em associação com

Leuconostoc mesenteroides LB 5.5, na elaboração de um queijo colonial de búfala. A

BAL Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 foi isolada do leite bubalino em um estudo

anterior, no qual foram analisados sua inocuidade, propriedades tecnológicas e

potencial probiótico (Breyer et al., 2021).

4.11 Identificação Molecular de Lactococus lactis 32B4-1

A identificação da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi confirmada por

sequenciamento parcial do gene 16S rDNA usando Automated Sanger Applied

Biosystems AB 3500 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). O DNA total foi

extraído por extração de lise térmica (Dashti et al., 2009), e as reações em cadeia da

polimerase (PCR) foram realizadas usando os primers universais 27F (5 -

AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3 ) e 530R (5 CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3 ), em

25 L de reação usando 1 U Platinum Taq DNA polimerase (Thermo Fischer

Scientific), 20 mM dNTP, 50 mM MgCl 2 e 10 pmol de cada primer. As condições da

PCR foram as seguintes: 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 53 °C por 1

min30s e 72 °C por 1 min30s; e 72 °C por 4 min. As amplificações foram confirmadas

durante eletroforese em gel de agarose 1,0%, após purificação com ExoSAP-IT™

PCR Product Cleanup (Applied Biosystems) e quantificado em espectrofotometria

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Ambas as fitas de cada amplicon foram

sequenciados com um AB3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,

CA, EUA). As reações de sequenciamento foram realizadas pela ACTGene Análises

Moleculares Ltda (Porto Alegre, RS, Brasil). Os dados das sequências parciais de

16SrDNA foram analisados pelos softwares Genious e BLAST-NCBI.

4.12 Produção de protease utilizando Lactococcus lactis 32B4-1

Na sequência do estudo, a BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi selecionada para

produção de protease por demonstrar a maior atividade proteolítica em ágar leite

(22,67 ± 0,58 mm).
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A atividade proteolítica do isolado Lactococcus lactis 32B4-1 foi detectada

qualitativamente e quantitativamente. Para análise qualitativa foi utilizado o método

de hidrólise de ágar leite desnatado (Lim et al., 2019), com modificações. A bactéria

foi inoculada em ágar MRS e incubada em aerobiose a 30 °C por 48 h. Posteriormente,

a BAL foi inoculada, através do método de picada, em ágar leite preparado em

diferentes pH (4, 5, 6, 7 e 8) e incubada em diferentes temperaturas (25, 30, 37 e

45°C). A atividade proteolítica foi indicada pela ocorrência de zona de hidrólise clara

ao redor da colônia. Todas as análises foram realizadas em triplicata.

Para avaliação quantitativa, a BAL foi inoculada em ágar MRS e incubada em

aerobiose a 30 °C por 48 h. Uma colônia da BAL cultivada foi transferida para o caldo

MRS. Para a preparação dos inóculos, a cultura bacteriana foi diluída (1:100) em 100

ml de MRS (Mustafa et al., 2020) e incubada em diferentes condições. A influência do

tempo de cultivo, pH inicial e temperatura de fermentação na atividade da protease de

Lactococcus lactis 32B4-1 foi analisada através da abordagem denominada one-

variable-at-a-time (OVAT) em fermentação submersa (Rathod; Pathak, 2016). Os

experimentos foram realizados em Erlenmeyer, sem agitação. As condições de

fermentação no meio básico MRS foram otimizadas da seguinte forma: pH (5, 6 e 7),

temperatura (25, 30, 37 e 45 °C) e tempo de incubação (0, 2, 4, 6, 12, 16, 24, 30, 36,

48, 54, 72 h). Os cultivos foram centrifugados (10.000 × g, 20 min) e os sobrenadantes

usados como fonte de protease bruta para determinação da atividade proteolítica.

A atividade proteolítica foi verificada usando azocaseína como substrato

enzimático. O meio reacional foi constituído por 100 L de tampão Tris-HCl (100 mM,

pH 6,00), 100 L de azocaseína (10 g/L preparada no mesmo tampão) e 100 L da

enzima. Após incubação a 37 °C por 30 min, as reações foram finalizadas pela adição

de 600 L de solução de ácido tricloroacético (TCA; 100 g/L). Subsequentemente à

centrifugação (10.000 × g, 5 min), 800 L do sobrenadante foram misturados a 200

L de NaOH (1,8 M) e a absorbância desta mistura mensurada a 420 nm em

espectrofotômetro (Lim et al., 2019). Uma unidade (U) de atividade proteolítica foi

definida arbitrariamente como a quantidade de enzima necessária para aumentar 0,01

unidade de absorbância nas condições do ensaio (Daroit et al., 2009).

Ao avaliar o tempo de incubação também foi avaliada a densidade óptica (DO)

a 600 nm em espectrofotômetro SP-220 e pH do meio com auxílio de phmetro de

bancada (PHS-3E-BI SATRA). Além disso, foi determinado o número de células
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viáveis (UFC/mL) ao longo do período de incubação, conforme descrito por Milles et

al. (1938).

4.13 Produção de biofilme

Para produção de biofilme, o método descrito por Stepanovic et al. (2004) foi

empregado com modificações. A BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi previamente

cultivada em ágar M17, incubada a 30 °C por 24 h. Staphylococcus epidermidis ATCC

35984 foi cultivado em ágar TSA, incubado a 37 °C por 24 h. Após o período de

incubação, os isolados foram ressuspendidos individualmente em solução salina

estéril (0,85%) e ajustados de acordo com o padrão 0,5 da escala McFarland. O ensaio

foi realizado em placas de microtitulação de poliestireno de fundo chato (96 poços).

Para o controle negativo, a primeira coluna da microplaca foi inoculada apenas com

180 µL de caldo soja triptonada (do inglês soy tryptone broth - TSB). Para o controle

positivo, na segunda coluna os poços foram preenchidos com 180 µL de caldo TSB e

20 µL de suspensões de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (Moura et al.,

2015). Para a bactéria em estudo, na terceira coluna os poços foram preenchidos com

180 µL de caldo MRS e 20 µL de suspensões bacterianas de Lactococcus lactis 32B4-

1. As placas de microtitulação foram incubadas em temperatura ambiente por 72 h

para permitir a adesão celular e formação de biofilme, conforme descrito por Borucki

et al. (2003). Após a incubação, os poços foram aspirados e as amostras lavadas três

vezes com 200 µL de solução salina estéril (0,85%). A fixação bacteriana foi realizada

com 200 µL de metanol 99,8% (PA) por 20 min. O metanol foi então aspirado e as

microplacas foram invertidas e deixadas para secar durante a noite à temperatura

ambiente. O procedimento de coloração foi realizado com 200 µL de Cristal Violeta

1% por 15 min, seguido de lavagem da placa com água destilada estéril. Após a

secagem da placa, as células bacterianas fixadas e coradas no fundo dos poços foram

ressuspendidas em 200 µL de etanol 95% por 30 min e após isso foi realizada a

quantificação dos biofilmes. A densidade óptica (DO) do biofilme bacteriano foi

quantificada com o auxílio de um leitor de espectrofotômetro de microplacas com

comprimento de onda de 600 nm (Anthos 2010 Tipo 17550 S. No. 17 550 4894). O

isolamento bacteriano foi classificado como: não formador de biofilme (DO  Doc),

fraca formação de biofilme (DOc < DO  2 x Doc), moderada formação de biofilme (4

x DO < DO  4 x Doc) e forte formador de biofilme (Masebe; Thantsha, 2022).
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4.14 Ensaio in vitro de tolerância a condições do trato gastrointestinal

A tolerância da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 às condições gastrointestinais

in vitro foram determinadas de acordo com Iraporda et al. (2019). A BAL foi cultivada

em caldo MRS a 37 °C por 24 h e depois colhidas por centrifugação de 6000 × g por

15 min. Os pellets foram lavados duas vezes com solução de Phosphate bufferid

saline (PBS) 1X (pH 7,0) e depois ressuspendidos em ácido gástrico simulado

(Simulated Gastric Acid - SGA) (125 mM NaCl, 7 mM KCl, 45 mM NaHCO3, 3 g/L de

pepsina, pH 2,0) e incubados a 37 ºC por 90 min. Em seguida, as suspensões foram

colhidas por centrifugação de 6000 × g por 15 min. Os pellets foram lavados duas

vezes com PBS 1X (pH 7,0) e depois ressuspendidos em fluido intestinal simulado

(Simulated Intestinal Fluid - SIF) (22 mM NaCl, 3,2 mM KCl, 7,6 mM NaHCO3, 0,1%

de pancreatina e 0,15% de sais biliares, pH 8,0) e incubado a 37 °C por 150 min. Em

cada estágio da simulação, alíquotas de 100 L foram coletadas para determinação

das unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL), conforme descrito por

Milles et al. (1938). Para tanto, realizaram-se microdiluições seriadas em solução

salina estéril (0,85%), após, 20 µL de cada diluição, em duplicata, foram aplicados em

placas de PCA. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h.

4.15 Hidrofobicidade

O grau de hidrofobicidade da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi determinado

empregando o método descrito por Thapa et al. (2004), baseado na adesão de células

a gotículas de hexadecano. As culturas foram cultivadas em 10 mL de caldo MRS, por

24 h. Após, as culturas foram centrifugadas a 10.900 rpm por 10 min e as células

foram lavadas duas vezes com 2 mL de PBS 1X (pH 7,0) e ressuspendidas em 5 mL

de PBS 1X (pH 7,0). Sua absorbância foi medida a 600 nm e usada como valor de A0

para determinar a hidrofobicidade (%). Em seguida, 2 mL da suspensão foram

misturados com 2 mL de n-hexadecano e agitados em vórtex por 5 min. A mistura foi

separada em duas fases por 30 min. A absorbância foi medida a 600 nm e usada

como o valor de A1. A porcentagem de hidrofobicidade da cepa aderida ao

hexadecano foi calculada usando a Equação 01:

(%) = 1
1
0

100 (01)
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4.16 Produção de leite fermentado de búfala

Para fermentação do leite de búfala foi utilizado Lactococcus lactis 32B4-1. A

BAL foi inoculada em caldo MRS, a 30 °C por 24 h, para obtenção de inóculo de

concentração equivalente entre 106 a 108 UFC/mL.

Para a fermentação, o leite de búfala foi aquecido por 15 min a 90 °C em banho-

maria e resfriado até 40 °C. Após isso, 100 mL de leite de búfala foram distribuídos

em Erlenmeyers esteréis. O leite de búfala foi inoculado com 2% (v/v) de Lactococcus

lactis 32B4-1 e depois incubado a 30 °C, sem agitação. Amostras de fermentação

foram coletadas em 0, 12, 24 e 48 h para análises.

4.17 Determinação dos parâmetros de fermentação do leite de búfala

Os parâmetros da fermentação, como pH, acidez titulável, contagem de células

viáveis e teste de sinérese, foram avaliados em 0, 12, 24 e 48 h.

O pH foi determinado utilizando um medidor de pH (PHS-3E-BI SATRA). A

acidez titulável (AT) foi determinada de acordo com How et al. (2022), com

modificações. As amostras de leite fermentado de búfala foram tituladas com NaOH

0,1 mol/mL usando fenolftaleína como indicador. O valor da acidez titulável foi obtido

multiplicando o número da acidez titulável por 10. Estas determinações foram

realizadas em triplicata.

As contagens de células viáveis de Lactococcus lactis 32B4-1 em leite

fermentado de búfala foram determinadas usando o método de diluições em série

(Liang et al., 2022). Para a contagem das células viáveis, 100 L de cada amostra

foram diluídos em 900 L de solução salina estéril (0,85%, p/v) e seis diluições

seriadas foram realizadas, em triplicata. Para a contagem, cada diluição foi plaqueada

em PCA e incubadas a 30 °C por 48 h. O resultado foi expresso como a média das

contagens multiplicada pelo fator de diluição utilizado em UFC/mL.

O teste de sinérese/separação de soro do leite fermentado de búfala foi

determinado de acordo com Mani-López et al. (2014), com uma ligeira modificação

por aceleração centrífuga. O leite fermentado foi centrifugado por 5 minutos a 2.000 x

g a 4 °C. Após a centrifugação, o soro foi coletado e pesado. A sinérese foi calculada

de acordo com a Equação 02:

(%) =
( )
( ) 100 (02)
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onde, WS era o peso do sobrenadante após centrifugação e FM era o peso do leite

fermentado de búfala.

4.18 Análises físico-químicas do leite fermentado de búfala

As análises físico-químicas do leite fermentado de búfala, após 48 h de

fermentação, foram realizadas no Laboratório Federal de Defesa Agropecuária

(LFDA). Foi avaliada a acidez através de titulometria (ISO 11869:2012), sólidos totais

por micro-ondas (AOAC 2008.06), gordura por ressonância magnética nuclear (AOAC

2008.06) e proteína em base úmida pelo método de Kjeldahl (ISO 8968-1:2014).

4.19 Atividade antioxidante e anti-hipertensiva do leite fermentado de búfala

Amostras do leite fermentado de búfala em 0, 12, 24 e 48 h foram submetidas

à centrifugação a 10.000 rpm por 20 min a 4 °C (centrífuga Hettich ROTINA 420R)

para obter os extratos solúveis em água (ESA). Estas amostras foram avaliadas

quanto à atividade antioxidante e atividade anti-hipertensiva.

4.19.1 Captura do radical 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS)

A eliminação do radical ABTS do leite fermentado de búfala foi medida

colorimetricamente (Re et al., 1999). O radical ABTS foi preparado pela reação de 5

mL de ABTS (7 mM) com 88 L de K2SO4 (140 mM). Esta solução permaneceu no

escuro, em temperatura ambiente, por aproximadamente 16 horas antes do uso. A

solução radical ABTS foi então diluída com solução salina tamponada com fosfato (5

mM, pH 7,4) para atingir 0,700 (± 0,02) de absorbância (Abs) a 734 nm. Para os

ensaios, 1 mL da solução ABTS ajustada foi adicionado às amostras de ESA (5 L) e

Abs a 734 nm foi determinado após 6 min. Os controles foram realizados utilizando

água destilada em vez da amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os

resultados foram expressos como Porcentagem de captura, calculada conforme a

Equação 03:

(%) =
| | | |

| | 100 (03)
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4.19.2 Captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade de eliminação de radicais do leite fermentado de búfala também

foi avaliada usando o radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995). O DPPH foi

dissolvido em metanol (60 M) e 3,9 mL de solução DPPH foram adicionados ao ESA

(1 mL). Após 1 h no escuro à temperatura ambiente, a absorbância desta mistura foi

medida a 517 nm. Os controles foram realizados utilizando água destilada em vez da

amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos

como Porcentagem de captura, calculada pela Equação 03.

4.19.3 Poder redutor

O poder redutor foi avaliado pela capacidade do leite fermentado de búfala

reduzir Fe3+ a Fe2+ (Zhu et al., 2006). Amostras de ESA (1 mL) foram misturadas com

2,5 mL de solução salina tamponada com fosfato (200 mM, pH 6,6) e 2,5 mL de

ferricianeto de potássio (10 mg/mL). Após a incubação (50 °C, 30 min), foram

adicionados 2,5 mL de solução de TCA (100 g/L) e esta mistura foi centrifugada (3000

x g, 10 min). Em seguida, 2,5 mL do sobrenadante foram misturados com 2,5 mL de

água destilada e 0,5 mL de FeCl3 (1 g/L). A absorbância foi mensurada a 700 nm após

10 min. Nos controles, foi utilizada água destilada em vez da amostra. Os resultados

foram expressos como Abs a 700 nm (Abs 700).

4.19.4 Atividade quelante de ferro

A capacidade quelante de Fe2+ do leite fermentado de búfala foi avaliada

misturando amostras de ESA (0,1 mL) com 3,7 mL de água destilada, 0,1 mL de

FeSO4 (2 mM) e 0,2 mL de ferrozina [3-(2-piridil)-5mM.5,6-bis(ácido 4-fenil-sulfônico)

-1,2,4-triazina] (Chang et al., 2007). Abs a 562 nm foi mensurada após 10 min. Os

controles foram realizados adicionando água destilada em vez de leite fermentado.

Os resultados foram expressos como:

(%) =
| | | |

| | 100 (04)
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4.19.5 Atividade inibitória da enzima conversora de angiotensina do leite fermentado

de búfala

O potencial anti-hipertensivo do leite fermentado de búfala foi avaliado, in vitro,

através da inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Cushman; Cheung;

1971). Alíquotas de ESA (20 µL) foram misturadas a 100 µL de solução tamponada

contendo o substrato hipuril-histidil-leucina (8 mM; em tampão HEPES-HCl (50 mM)

contendo 300 mM NaCl, pH 8,3, 37 °C). Após a adição de 40 µL da ACE (0,1 U/mL),

a mistura foi incubada a 37 °C por 30 min e então a reação foi finalizada pela adição

de 150 µL de solução de HCl (1 M). Em seguida, o ácido hipúrico liberado pela ação

da ACE foi extraído com 1 mL de acetato de etila e a fase orgânica transferida para

frasco de vidro para evaporação. O material residual do frasco foi dissolvido com 800

µL de água destilada e a absorbância da mistura resultante foi mensurada a 228 nm.

Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade inibitória foi calculada pela

Equação 05:

çã (%) = {1 ( )
( ) 100} (05)

onde A é a absorbância na presença da enzima, substrato e ESA, B é a absorbância

na presença de substrato e ESA, sem enzima (substituída por tampão), C é a

absorbância na presença de enzima e substrato, sem ESA (substituído por água

destilada), e D é a absorbância com substrato, mas sem enzima (substituída por

tampão) e ESA (substituído por água destilada).

4.20 Microrganismos usados como cultura starter do queijo colonial de búfala

Os microrganismos utilizados como cultura starter do queijo colonial de búfala

foram Lactococcus lactis 32B4-1, isolado do soro de leite de búfala (Lermen, no prelo)

e, Leuconostoc mesenteroides LB 5.5, isolado do leite de búfala (Breyer et al., 2021).

As culturas foram mantidas a - 20 °C em caldo MRS suplementado com 20% (v/v) de

glicerol. As culturas foram ativadas por transferência sucessiva em caldo MRS a 37

°C antes do uso.
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4.21 Caracterização tecnológica da cultura starter autóctone

Os isolados Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5

foram avaliados quanto a utilização de citrato, produção de gás sulfídrico (H2S) em

meio SIM, produção de acetoína através do teste de Voges-Proskauer, produção de

gás a partir de glicose em caldo MRS contendo tubos Durham invertidos, além da

capacidade de fermentar diferentes fontes de carboidratos (glicose, lactose, sacarose,

maltose, manitol e xilose) (Pavunc et al., 2012; Terzic-Vidojevic et al., 2015).

A produção de diacetil foi determinada de acordo com Ribeiro et al. (2013). As

BAL (1% v/v) foram inoculadas em 10 ml de leite UHT e incubadas a 30 °C por 24 h.

Um mililitro de cada suspensão celular foi combinado com 0,5 ml de uma solução de

-naftol (1% p/v) e KOH (16% p/v) e incubado a 30 °C por 10 min. A produção de diacetil

é indicada pela formação de um anel vermelho no topo dos tubos.

Para a avaliação da produção de EPS, as bactérias foram cultivadas em ágar

vermelho congo (37 g/L de BHI, 50 g/L de sacarose, 10 g/L de ágar e 0,8 g de vermelho

congo), a 37 °C, por 72 h. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como

controle positivo. As cepas produtoras de EPS apresentaram colônias de coloração

preta, enquanto as não produtoras, apresentaram crescimento de colônias com

coloração rosa (Freeman et al., 1989).

A atividade enzimática das BAL foi avaliada de acordo com Bogo et al. (2017),

com modificações. A atividade proteolítica foi avaliada através da inoculação dos

microrganismos em ágar-leite (TSA + 10 % de leite desnatado bovino) e incubadas a

30 °C por 48 h. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado como controle positivo.

A atividade proteolítica foi indicada por uma zona clara ao redor das colônias. Já para

a atividade lipolítica, as BAL foram inoculadas em meio de cultura ágar tributirina

[peptona (5 g/L), ágar (15 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e tributirina (10 mL/L)] e

incubados à temperatura de 30 °C por 48 h. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi

usado como controle positivo. A atividade lipolítica foi indicada por uma zona clara ao

redor das colônias.

A atividade de acidificação foi medida pela mudança no pH ao longo do tempo.

Os isolados foram pré-cultivados em caldo MRS, 30 °C, por 24 h. Após, as culturas

foram inoculadas (1% v/v) em 50 mL de leite UHT bovino, 50 mL de leite integral

bovino (3% de gordura) e 50 mL de leite bubalino e, incubadas a 30 °C, sem agitação.

O pH foi medido em 0, 6, 24 e 48 h de incubação usando um pHmetro PHS-3E

(SATRA).
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Para avaliar o crescimento em diferentes temperaturas, as BAL foram pré-

cultivadas em caldo MRS, 30 °C, por 24 h. Posteriormente, foram inoculadas (1% v/v)

em 50 mL de caldo MRS e incubadas a 4, 20, 30, 37 e 45 °C, por 48 h (Ribeiro et al.,

2013). De modo similar, para testar a resistência ao NaCl, as BAL foram pré-cultivadas

em caldo MRS, 30 °C, por 24 h. Posteriormente, foram inoculadas (1% v/v) em 50 mL

de caldo MRS suplementado com 0, 2, 4, 6 e 10% (p/v) de NaCl, incubadas a 30 °C,

por 48 h. A capacidade dos microrganismos de crescer em diferentes temperaturas e

concentrações de sal foi avaliada através da metodologia descrita por Milles et al.

(1938). Para tal, 100 L foram coletadas e realizaram-se microdiluições seriadas em

solução salina estéril (0,85%), após, 20 µL de cada diluição, em duplicata, foram

aplicados em placas de PCA. As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 h. Após o

período de incubação, foi realizada a contagem em placas de PCA. Os resultados

foram expressos em UFC/mL.

Todos os experimentos referentes a caracterização tecnológica foram

realizados em triplicata.

4.22 Avaliação de inocuidade da cultura starter autóctone

Os isolados Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5

foram avaliados quanto a atividade hemolítica e hidrólise de gelatina, conforme

metodologia descrita no item 4.9. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado como controle positivo para ambos os

testes (Dias et al., 2019).

Os microrganismos foram avaliados pelo método de difusão em disco de Kirby-

Bauer contra os seguintes 10 antimicrobianos em concentrações de disco mostradas

entre parênteses: clindamicina (30 g), ceftriaxona, (2 g), cloranfenicol (30 g),

vancomicina (30 g), tetraciclina (30 g), ciprofloxacina (15 g), gentamicina (10 g),

eritromicina (15 g), ampicilina (10 g) e penicilina G (10 µg) (LaborClin). Os inóculos

da cultura foram preparados por suspensão do isolado em solução salina e ajustados

na faixa de 0,5 da Escala McFarland (1,5 x 108 UFC/ml). As suspensões foram

inoculadas com suabe de algodão estéril sobre a superfície das placas de ágar MH.

Os discos de antibiótico foram colocados manualmente na placa superfície e

incubados a 37 °C por 18 a 24 h (Bauer et al., 1966). Este experimento foi realizado

em triplicata. Os resultados foram expressos com base no diâmetro da zona de
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inibição (mm) e classificados como resistência (R), suscetibilidade moderada (SM) ou

suscetibilidade (S) (Charteris et al., 1998).

4.23 Produção das culturas starters autóctones

Os isolados Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5

foram pré-cultivados em 10 mL de caldo MRS, a 30 °C, por 24 h. Posteriormente, 2%

(v/v) do pré-cultivo foi transferido para erlenmeyers contendo 100 mL de caldo MRS

para o cultivo dos microrganismos a 30 °C, por 24 h, em aerobiose, sem agitação. Na

sequência, os cultivos foram centrifugados a 10.000 rpm, por 20 min a 4 °C. O

sobrenadante foi removido e os pellets foram ressuspendidos em solução liofilizadora

(40 g/L de leite desnatado Molico + 20 g/L de glutamato de sódio). Posteriormente, o

material fo liofilizado no Laboratório Planta Laticínio do ICTA. Após, as culturas

liofilizadas foram ressuspendidas em leite, na proporção 3:1 (Lactococcus lactis 32B4-

1:Leuconostoc mesenteroides LB 5.5) e utilizadas como culturas starters.

4.24 Avaliação do leite de búfala empregado na produção do queijo

Informações acerca do leite de búfala utilizado neste estudo estão descritas no

item 4.1. Antes do leite de búfala ser usado na produção de queijo, ele foi avaliado

quanto a sua composição centesimal e qualidade higiênico-sanitária.

Para determinar a composição centesimal do leite de búfala, foi utilizado um

analisador de leite (Akso Master Pro Touch), onde foram analisados gordura, extrato

seco desengordurado, proteína, lactose, densidade, sais, água, ponto de

congelamento, temperatura, condutividade e pH.

Para avaliação da qualidade higiênico-sanitária do leite de búfala, foi realizada

Contagem Padrão em Placas (CPP) em PCA, incubada à 37 °C por 48 h (ISO 4833-

1, 2013).

4.25 Produção de queijo colonial de búfala

Os queijos foram produzidos no mês de março de 2024 no Laboratório Planta

Laticínio do ICTA, onde foi utilizado 5 L de leite de búfala para cada batelada de queijo.

O leite de búfala foi pasteurizado através do método de pasteurização lenta, sendo

aquecido até a temperatura de 63 °C por 30 minutos, e foi resfriado em banho de água

até atingir 32 °C. Para cada batelada de 5 L de leite bubalino foram adicionados: 2,5

g de cloreto de cálcio diluído em 40 mL de água destilada, coagulante líquido HA-LA
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(4 mL diluído em 40 mL de água destilada), e os fermentos lácteos. Para o queijo

controle (Queijo 1) foi utilizado um fermentado lácteo comercial e para o queijo colonial

artesanal (Queijo 2) foi utilizado a cultura starter autóctone contendo Lactococcus

lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5. Os ingredientes foram

homogeneizados ao leite e aguardou-se o período de 50 minutos para coagulação

completa. Após a coagulação, o coalho foi cortado com a lira, e a temperatura foi

elevada até 42 °C para favorecer a dessoragem por mais 10 minutos. O coalho foi

torcido em voal, moldado e prensado nas formas. Foram produzidos seis queijos de

cada, que foram levados à câmara de maturação, à uma temperatura de 13 °C. Os

queijos permaneceram enformados por um período de 16 horas, em que foram

prensados com um peso de aproximadamente 1,1 kg/queijo. No dia seguinte as peças

foram retiradas das formas e foi realizada a salga a seco, com 2% do peso dos queijos

em sal. Os queijos foram lavados após 24 horas de salga a seco, e foram observados

durante o período de maturação de 10, 30 e 60 dias, sendo virados a cada dois dias.

4.26 Avaliação bromatológica do queijo colonial de búfala

Para determinação das análises bromatológicas foi avaliado a umidade e o teor

de gordura. O teor de umidade foi obtido por método gravimétrico em estufa a 102 °C,

até peso constante (Brasil, 2006).

Os teores de lipídios totais foram analisados de acordo com a metodologia de

Bligh e Dyer (1959). Foram pesados aproximadamente 2 - 2,5 g de cada amostra, e

foi adicionado 8 mL de clorofórmio, 16 mL de metanol e 6,4 mL de água destilada.

Após a homogeneização, foi adicionado mais 8 mL de clorofórmio e 8 mL de solução

de sulfato de sódio 1,5% a fim de promover separação total do clorofórmio que carrega

os lipídeos. Aguardou-se a separação das fases, e então foi retirado 10 mL da fase

inferior com pipeta graduada e adicionado em um tubo com tampa contendo

aproximadamente 1 g de sulfato de sódio anidro. Foi então filtrada a camada contendo

o clorofórmio em papel filtro, recebendo o filtrado em um recipiente de vidro com

tampa, em que 5 mL do filtrado foi transferido para um béquer previamente seco em

estufa por 2 h, resfriado em dessecador e pesado. O solvente foi evaporado em estufa

a 100 – 105 °C, esfriado em dessecador e então pesado.
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4.27 Avaliação microbiológica do queijo colonial de búfala

As análises microbiológicas dos queijos foram realizadas de acordo com a

metodologia indicada pela Instrução Normativa n° 30/2018 do Ministério da

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2018). Essa metodologia está

descrita no item 4.4 Análises microbiológicas do soro de leite de búfala.

4.28 Perfil de ácidos graxos

Para a análise do perfil de ácidos graxos livres (AGL) dos queijos produzidos,

a quantificação de ácidos graxos foi realizada por meio de cromatografia gasosa com

detector de ionização de chama (GC-FID Modelo GC 2010, Shimadzu, Kyoto, Japão),

equipado com uma coluna capilar de sílica fundida (Rtx-Wax, Restek, 30 m × 0,25 mm

× 0,25 m), de acordo com a AOCS (2009). As amostras foram previamente

esterificadas para permitir a análise pelo GC-FID. Os ácidos graxos foram

identificados por comparação do tempo de retenção dos componentes com uma

mistura padrão de referência de ácidos graxos FAME mix (Supelco 37 Component

FAME Mix; Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA).

4.29 Análises estatísticas

Os dados obtidos neste trabalho foram organizados em tabelas e gráficos no

excel e quando necessário, foram expressos como média ± desvio padrão. Para as

análises estatísticas foi utilizado o software R. Diferenças significativas entre amostras

foram testadas por análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida de avaliação

de diferenças pelo teste de comparação múltipla de Tukey. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados estão apresentados e discutidos na forma de quatro artigos

científicos e um capítulo de livro, cujos títulos estão abaixo. Os manuscritos estão

apresentados nesta seção de acordo com as normas das revistas em que foram

publicados ou submetidos. Ainda, os resultados, gráficos e figuras que não foram

incluídos nos artigos estão apresentados na subseção 5.6.

O primeiro artigo “Whey: Properties, Health Benefits and its Use in Beverages”

foi submetido para a revista Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal

Science.

O segundo artigo “Buffalo whey as a source of lactic acid bacteria of

biotechnological interest” foi submetido para Acta Veterinaria Brasilica.

O terceiro artigo intitulado como “Atividades Biológicas do Leite de Búfala

Fermentado por Lactococcus lactis 32B4-1” será submetido para a revista Journal of

Dairy Science, após a avaliação pela banca.

O quarto artigo intitulado como “Aplicação de Lactococcus lactis 32B4-1 e

Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 como culturas starters autóctones para produção

de queijo tipo colonial de búfala” será submetido para a revista Brazilian Journal of

Microbiology, após a avaliação pela banca.

O capítulo de livro, intitulado como “Queijos artesanais no Rio Grande do Sul”

vai compor o livro intitulado como “Alimentos funcionais: produtos voltados aos

cuidados com a saúde e bem-estar, imunidade e longevidade", que será publicado em

dezembro de 2024.
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5.1. Artigo Científico I

Artigo submetido a revista Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal

Science, conforme comprovante abaixo:

Whey: Properties, Health Benefits and its Use in Beverages

Andréia Monique Lermena, Daniel Joner Daroitb, Adriano Brandellic and Amanda de Souza

da Mottaa *

aDepartamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do Rio
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Tecnologias Sustentáveis, Universidade Federal da Fronteira Sul, Cerro Largo, Brazil;
cDepartamento de Ciência dos Alimentos, Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
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5.2 Artigo Científico II

Artigo submetido para a revista Acta Veterinaria Brasilica, sob autoria de

Andréia Monique Lermen, Adriano Brandelli e Amanda de Souza da Motta. O

comprovante de submissão consta abaixo.

SORO DE LEITE DE BÚFALA COMO FONTE DE BACTÉRIA LÁCTICA DE

INTERESSE BIOTECNOLÓGICO

Andréia Monique Lermena, Adriano Brandellib and Amanda de Souza da Mottaa *

aDepartamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal

do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil;
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Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
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Telephone +55-51-991824898

E-mail: amanda.motta@ufrgs.br
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5.3 Artigo Científico III

Este artigo será submetido a revista Journal of Dairy Science, após

avaliação pela banca.

O artigo é de autoria de Andréia Monique Lermen, Naiara Jacinta Clerici,

Adriano Brandelli e Amanda de Souza da Motta.

ATIVIDADES BIOLÓGICAS DO LEITE DE BÚFALA FERMENTADO POR

Lactococcus lactis 32B4-1

Andréia Monique Lermen1, Naiara Jacinta Clerici2, Adriano Brandelli2, Amanda de

Souza da Motta1

1 Department of Microbiology, Immunology and Parasitology, Federal University of Rio
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2 Department of Food Science, Institute of Food Science and Technology, Federal Uni-

versity of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
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5.4 Artigo Científico IV

Este artigo será submetido a revista Brazilian Journal of Microbiology,

após a avaliação da banca.

O artigo é de autoria de Andréia Monique Lermen, Gabriela Doncato

Duarte, Ana Raisa Nunes Paiva, Adriano Brandelli e Amanda de Souza da Motta.

APLICAÇÃO DE Lactococcus lactis 32B4-1 E Leuconostoc mesenteroides Lb 5.5

COMO CULTURAS STARTERS AUTÓCTONES PARA PRODUÇÃO DE

QUEIJO TIPO COLONIAL DE BÚFALA

Andréia Monique Lermena, Gabriela Doncato Duartea, Ana Raisa Nunes Paivab, Adriano

Brandellib and Amanda de Souza da Mottaa
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5.5 Capítulo de Livro

Este trabalho foi escrito para compor o livro “Alimentos funcionais: produtos

voltados aos cuidados com a saúde e bem-estar, imunidade e longevidade", que será

publicado em dezembro de 2024.

O capítulo de livro é de autoria de Andréia Monique Lermen, Gabriela Doncato

Duarte e Amanda de Souza da Motta.
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5.6 Resultados não apresentados na forma de artigo

Os resultados da presente subseção são complementares aos resultados

apresentados nesta tese e, por vezes, subsidiaram a tomada de decisão para

seguimento de outros estudos.

5.6.1 Identificação molecular

A identificação molecular do microrganismo foi confirmada através do

sequenciamento parcial do gene 16S rDNA. Os dados foram analisados pelos

softwares Genious e BLAST-NCBI, onde confirmou-se o percentual de identidade

(99,81%) da BAL em estudo (Lactococcus lactis 32B4-1).

5.6.2 Produção de protease utilizando Lactococcus lactis 32B4-1

A capacidade da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 de secretar enzimas

proteolíticas extracelulares foi determinada qualitativamente usando o ensaio de

hidrólise de ágar de leite desnatado. O experimento foi realizado em diferentes pH e

temperaturas a fim de encontrar as melhores condições da BAL secretar protease.

Houve formação do maior halo de degradação do ágar leite em pH 6 a 30 °C,

indicando a produção de enzimas proteolíticas (p<0,05). Já em condições mais ácidas

(pH 4 e pH 5) não houve formação de halo (Gráfico 1).

Gráfico 1 -Determinação qualitativa da atividade proteolítica da BAL Lactococcus

lactis 32B4-1, utilizando diferentes pH e temperaturas.
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Verificou-se de maneira quantitativa, através da incubação da BAL em caldo

MRS, a atividade proteolítica em diferentes faixas de pH. Para tal, fixou-se parâmetros

de temperatura (30 °C), tempo de incubação (48 h), sem agitação e o pH foi variado.

Foi detectado maior atividade proteolítica em pH 6 (245,5 U/mL), seguido de pH 7

(169,00 U/mL) e pH 5 (149,5 U/mL).

Na sequência, o pH 6 foi fixado, juntamente com o tempo de incubação (48 h),

sem agitação e verificou-se a atividade proteolítica em diferentes temperaturas. Foi

detectado maior atividade proteolítica a 30 °C (240,25 U/mL), seguido de 25 °C

(221,50 U/mL), 37 °C (211,75 U/mL) e 45 °C (206,75 U/mL). Portanto, a partir desse

resultado foi empregada a temperatura de 30 °C na continuidade do estudo.

Por fim, a atividade proteolítica foi determinada em diferentes tempos de

incubação. Com a temperatura fixada em 30 °C, pH 6 e sem agitação. Observa-se no

Gráfico 2 que a maior atividade proteolítica ocorre entre 24 h (353,50 U/mL) e 36 h

(372,00 U/mL).

Gráfico 2 - Atividade proteolítica ( ) vs número de células viáveis (UFC/mL) de

Lactococcus lactis 32B4-1 ( ), em diferentes períodos de incubação.

O número de células viáveis (UFC/mL) ao longo do período de incubação foi

determinado. Inicialmente havia 5,813 log UFC/mL, crescendo exponencialmente ao

passar do tempo e atingindo 8,808 log UFC/mL em 24 h. Após 54 h de incubação

houve um decréscimo (Gráfico 2).
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Durante o período de incubação de Lactococcus lactis 32B4-1 em caldo MRS

nas condições ótimas, também foi analisado o pH do meio. O pH inicial era de 6,0 e

após 4 h encontrava-se em 4,8. Após 72 h, o pH do meio era de 4,08 (Gráfico 3). As

BAL degradam açúcares em ácido láctico, reduzindo assim o pH do meio em que se

encontram. Essa característica da BAL pode influenciar nas propriedades

organolépticas e tecnológicas do produto (Lunardi et al., 2021). Além disso a DO

também foi analisada, sendo 0,153 o valor inicial e após 12 h a DO observada era de

1,322 e após 72 h, a DO observada era de 1,336 (Gráfico 4).

Gráfico 3 - Densidade óptica do meio a 600 nm ( ) vs número de células viáveis

(UFC/mL) de Lactococcus lactis 32B4-1 ( ), em diferentes períodos de incubação.
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Gráfico 4 - pH do meio ( ) vs número de células viáveis (UFC/mL) de Lactococcus

lactis 32B4-1 ( ), em diferentes períodos de incubação.

5.6.3 Produção de biofilme

Na avaliação da formação de biofilme microbiano através do teste da

microplaca, observou-se que Lactococcus lactis 32B4-1 foi um fraco formador de

biofilme, com densidade óptica média de 0,237, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Absorbância de densidade óptica média (DO) a 600 nm e classificação de

biofilmes microbianos.

Microrganismo Média (DO) Classificação
Controle negativo 0,145 Não formador de biofilme

Staphylococcus epidermidis

ATCC 35984
1,8455 Forte formador de biofilme

Lactococcus lactis 32B4-1 0,237 Fraco formador de biofilme

5.6.4 Ensaio in vitro de tolerância a condições do trato gastrointestinal

A tolerância da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 às condições gastrointestinais

foi determinada in vitro para avaliar a viabilidade celular antes e após a passagem

pelo ácido gástrico e fluido intestinal. A simulação foi iniciada com aproximadamente

1,03x109 UFC/mL, no entanto a BAL não sobreviveu após exposição ao ácido gástrico

e fluido intestinal.
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5.6.5 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade desempenha um papel importante na adesão que pode

conferir uma vantagem competitiva para a colonização bacteriana. A BAL Lactococcus

lactis 32B4-1 apresentou valor baixo de hidrofobicidade (4,32%).

5.6.6 Caracterização tecnológica das culturas starters

Nesta subseção serão apresentados alguns resultados que não foram incluídos

no artigo IV.

No artigo IV foi apresentado a capacidade das BAL de acidificar o leite de

búfala. Além disso, também foi avaliado a capacidade de acidificar o leite bovino UHT

desnatado e leite bovino integral com 3% de gordura (Gráfico 5). O pH inicial do leite

UHT bovino desnatado estava em 6,68. Lactococcus lactis 32B4-1 apresentou

capacidade de acidificar o leite, diminuindo o pH abaixo de 4 em 24 h (pH = 4,59) e

após 48 h, o pH era de 4,22. Já Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 levou mais tempo

para acidificar o leite, pois em 24 h o leite apresentava pH = 5,01 e em 48 h, pH =

4,28. Para o leite bovino integral com 3% de gordura, os resultados foram similares.

O pH inicial era de 6,7 e diminui em 48 h, para 4,27 com Lactococcus lactis 32B4-1 e

para 4,37 com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5.

Gráfico 5 – Capacidade de acidificação: A) Leite UHT desnatado com Lactococcus

lactis 32B4-1 ( ); B) Leite UHT desnatado com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5

( ); C) Leite integral com 3% de gordura com Lactococcus lactis 32B4-1 ( ); D) Leite

integral com 3% de gordura com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 ( ).
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Além disso, verificou-se a capacidade de fermentar diferentes fontes de

carboidratos, como glicose, lactose, sacarose, maltose, manitol e xilose. Tanto

Lactococcus lactis 32B4-1, como Leuconostoc mesenteroides LB 5.5, foram capazes

de fermentar todos os carboidratos testados. Também foi verificado se as BAL

utilizavam o citrato de sódio como única fonte de carbono, no entanto, os resultados

foram negativos. Ademais, também se avaliou a produção de gás sulfídrico através

do meio SIM, o qual também foi negativo pois o meio de cultura permaneceu

inalterado.

Também foi avaliado a autólise das BAL testadas como culturas starters

(Gráfico 6), onde não foi detectada uma autólise expressiva no período estudado.

Gráfico 6 – Autólise das culturas starters.
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6. DISCUSSÃO GERAL

Esta Tese foi organizada na “forma de artigos”, conforme modelo

disponibilizado pelo PPGMAA. O estudo foi dividido em etapas, sendo cada uma delas

correspondente a um artigo redigido, onde procurou-se responder aos objetivos

propostos. Nesta seção de discussão geral estão apresentados os principais

resultados e são discutidos os aspectos mais relevantes obtidos de cada um dos

artigos.

O primeiro artigo deste estudo refere-se a uma revisão bibliográfica sobre o

soro de leite. Essa revisão narrativa foi conduzida para obter um entendimento

abrangente das informações presentes na literatura sobre o soro de leite. Observou-

se que apesar dos potenciais desafios ambientais ligados ao soro de leite, há um

panorama de pesquisas recentes que buscam alternativas para reutilizá-lo, com

destaque para a indústria alimentícia. Considerando as propriedades benéficas do

soro de leite e/ou seus constituintes, aliadas à grande demanda do consumidor por

alimentos naturais, nutritivos e funcionais, o soro de leite passou a ser aplicado em

bebidas. O artigo trouxe diversos estudos desenvolvidos que abordam a aplicação

conjunta de soro de leite e probióticos em bebidas fermentadas, bebidas lácteas

achocolatadas, refrigerantes, bebidas enriquecidas ou suplementadas, além da

aplicação de soro de leite em bebidas prebióticas e simbióticas e em sucos de frutas.

São produtos que podem complementar a alimentação, aumentando a saúde e

reduzindo o risco de doenças. Além disso, a conversão do soro de leite num produto

valioso representa um impacto econômico positivo, preservando o ambiente e

contribuindo para o desenvolvimento da indústria.

O segundo artigo apresentado nesta tese apresentou as características físico-

químicas e microbiológicas do soro de leite de búfala, além de isolar BAL e

caracterizá-las. No Brasil, estudos que avaliaram a composição do soro de leite de

búfala concentram-se na região Norte e Sudeste, onde há maior concentração de

rebanhos bubalinos. Já no estado do Rio Grande do Sul, não foram identificados

estudos com essa finalidade. Portanto, este foi o primeiro trabalho nesta região que

buscou caracterizar o soro de leite de origem bubalina, bem como isolar, identificar,

caracterizar e avaliar o potencial biotecnológico das BAL.

Neste estudo, o soro de leite de búfala foi considerado um soro doce, devido

ao pH neutro, semelhante a outros estudos encontrados na literatura (Lira et al., 2009;
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Caldeira et al., 2010; Desconsi et al., 2014; Duarte et al., 2020). Os conteúdos de

gordura foram inferiores a outros estudos relatados na literatura (Rathour et al. 2016;

Argenta et al., 2021). O teor de proteína foi similar ao relatado por Aider et al. (2007)

e Merkel et al. (2021) para soro de leite bovino e, semelhante aos dados obtidos por

Argenta et al. (2021) para soro de leite bubalino. O teor de lactose também foi similar

ao estudo de Merkel et al. (2021) e, superior aos dados encontrados por Argenta et

al. (2021) para o soro de leite bubalino. Essa variação na composição do soro depende

de alguns fatores, como a origem do leite, o tipo de alimentação dos animais

produtores, o estágio de lactação, o armazenamento do leite após a ordenha, o

tratamento térmico do leite e o método de precipitação da caseína (Duarte et al., 2020;

García-Cano et al., 2019). Ademais, o soro de leite de búfala estudado apresentou

teores de proteína, gordura e lactose satisfatórios, o que sugere a necessidade de

maior aproveitamento desse subproduto. Na indústria de laticínios, por exemplo, o

soro de leite líquido pode ser processado e aplicado na elaboração de alimento e

bebidas ou ainda, ser fracionado e concentrado para obtenção de soro de leite em pó,

soro de leite concentrado, concentrado de proteína de soro de leite e isolados de

proteína de soro de leite (Salama, 2015; Kasapcopur et al., 2021).

Em relação a caracterização microbiológica, o soro de leite de búfala

apresentou uma contagem de microrganismos mesófilos acima do permitido pela IN

n° 94/2020 (Brasil, 2020) e, ligeiramente superior aos achados de outros estudos (Lira

et al., 2009; Desconsi et al., 2014; Mendes; Souza, 2017). A alta contagem de

microrganismos mesófilos pode ser explicada devido ao fato do leite de búfala que

originou o soro de leite não ter sofrido pasteurização, um processo que diminui

sensivelmente a carga microbiana (Duarte et al., 2017; Mendes; Souza, 2017). Além

disso, o soro de leite de búfala apresentou contagem de coliformes totais e

termotolerantes abaixo do que preconiza a IN n° 94/2020 (Brasil, 2020), similar a

outros estudos (Desconsi et al., 2014; Da Silva et al., 2015) e com resultados mais

satisfatórios que aqueles encontrados nos estudos de Teixeira et al. (2007) e Mendes

e Souza (2017), o que demonstra que as Boas Práticas de Fabricação foram

realizadas durante o processamento do soro de leite de búfala. Além disso, para a

contagem de Staphylococcus coagulase positivo, o resultado obtido se adequou a IN

n° 94/2020 (Brasil, 2020) e resultados semelhantes foram obtidos por Mendes e Souza

(2017), mas resultados inferiores foram observados no estudo de Teixeira et al.

(2007), tendo em vista que houve presença de Staphylococcus coagulase positiva nas



193

amostras de soro de leite analisadas. A presença de Staphylococcus coagulase

positiva indica que houve um manuseio inadequado do produto, bem como condições

higiênicas impróprias do manipulador (Mendes; Souza, 2017). Por fim, em relação a

presença de Listeria monocytogenes e de Salmonella sp., o soro de leite de búfala

atendeu aos padrões exigidos pela IN n° 94/2020 (Brasil, 2020), através da ausência

de patógenos, evidenciando a qualidade do soro de leite de búfala, o que é de extremo

interesse da indústria de laticínios, pois a presença destes microrganismos gera

enorme preocupação (Teixeira et al., 2007; Mendes; Souza, 2017; Duarte et al., 2017).

Neste estudo, além da caracterização físico-química e microbiológica, também

foram isoladas BAL do soro de leite de búfala. Em todas as condições analisadas

(ágar MRS, ágar M17, aerobiose e anaerobiose) houve crescimento de BAL.

Resultados semelhantes foram obtidos por Marasco et al. (2022). Ao total, foram

isoladas 62 BAL identificadas como: Lactococcus lactis (n=58; 93,55%), Enterococcus

faecium (n=3; 4,84%) e Lacticaseibacillus paracasei (n=1; 1,61%). Outros autores

também encontraram a prevalência de Lactococcus lactis em soro de leite (Ercolini et

al., 2008; Bao et al., 2012; Riquelme et al., 2015; Giello et al., 2017; Silva et al., 2020;

Marasco et al., 2022).

As BAL isoladas do soro de leite de búfala tiveram suas propriedades

biotecnológicas avaliadas. Os resultados do presente estudo corroboram com

diversos estudos da literatura que mostram que a maior parte das BAL analisadas

apresentaram atividade proteolítica (Bogo et al. 2017; Araújo-Rodrigues et al., 2021;

Breyer et al., 2021). Contudo, García-Cano et al. (2019) e Silva et al. (2020)

verificaram resultados inferiores de atividade proteolítica, nos quais 61,3% e 48,65%

das BAL analisadas apresentaram tal atividade, respectivamente. Já em relação a

atividade lipolítica, os resultados obtidos são superiores a outros achados na literatura

(Yalç nkaya; K ç, 2019; García-Cano et al., 2019; Câmara et al., 2019; Colombo et

al., 2020; Araújo-Rodrigues et al., 2021). As BAL isoladas neste estudo apresentaram

atividade antimicrobiana contra Gram-positivas, no entanto não exibiram atividade

antimicrobiana contra as Gram-negativas, o que está de acordo com os resultados

encontrados por Tulini et al. (2016) e Linares-Morales et al. (2020) que relataram que

bactérias Gram-negativas não foram inibidas por BAL, provavelmente devido à

proteção da membrana celular pela membrana externa. Os resultados do presente

estudo foram superiores ao de outros achados na literatura, onde um número inferior

de microrganismos demonstrou atividade antimicrobiana contra Listeria
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monocytogenes e Staphylococcus aureus (Atanasova et al., 2014; Cui et al., 2018;

Silva et al., 2020). No entanto, Desniar et al. (2013) obtiveram resultados superiores,

pois 90% (n=56) e 66% (n=41) dos isolados de BAL produziram zona de inibição

contra Listeria monocytogenes e Staphyloccocus aureus, respectivamente. Estes

ensaios preliminares podem sugerir a presença de metabólitos de BAL com efeitos

antimicrobianos, como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio ou bacteriocinas (Cui

et al., 2018; P cularu-Burada et al., 2020). Entretanto, mais ensaios são necessários

para averiguar qual metabólito é responsável pela atividade antimicrobiana.

A inocuidade das BAL isoladas do soro de leite de búfala também foi avaliada,

tendo em vista que é um pré-requisito de segurança para a seleção de potenciais BAL

probióticas e posterior aplicação na indústria de alimentos (Cui et al., 2018; Breyer et

al., 2021). Os resultados obtidos para produção de gelatinase diferem de outros

estudos onde nenhum isolado apresentou atividade da gelatinase (Colombo et al.,

2020; Breyer et al., 2021). Já as BAL analisadas por outros autores não apresentaram

-hemólise ou -hemólise (Cui et al., 2018; Colombo et al., 2020; Breyer et al., 2021).

Na sequência deste estudo foi selecionada a BAL que demonstrou maior

atividade proteolítica, Lactococcus lactis 32B4-1. Optou-se por aplicá-la diretamente

em um produto, a fim de fermentá-lo e avaliarmos os parâmetros da fermentação, bem

como as bioatividades deste produto final. Optamos por fermentar leite de búfala,

tendo em vista que não foi encontrado na literatura até o presente momento, nenhum

artigo que utilizou Lactococcus lactis para fermentar leite bubalino. Nesse contexto,

foi proposto o estudo realizado no artigo 3 deste trabalho.

Em relação aos parâmetros de fermentação, foi observado inicialmente um

aumento na contagem de células viáveis de Lactococcus lactis 32B4-1 no leite de

búfala fermentado e após 24 h houve uma redução na contagem. Esse decréscimo

de bactérias viáveis durante a fermentação de 24 a 48 h pode ser devido ao consumo

de nutrientes do meio resultando na manutenção insuficiente do crescimento

microbiano (Liang et al., 2022). O pH e a acidez titulável também foram avaliados,

sendo que pH do leite de búfala fermentado diminuiu com o tempo de fermentação e

a acidez titulável aumentou. Na literatura, outros autores ao produzirem um produto

lácteo fermentado com BAL encontraram resultados semelhantes em relação ao

comportamento do pH e acidez titulável (Al-Manhel; Niamah, 2017; How et al., 2022;

Sun et al., 2023). Outro parâmetro avaliado foi a sinérese, que foi similar aos
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resultados de Peng et al. (2009) e How et al. (2022), pois a sinérese aumentou à

medida que o tempo de fermentação aumentou.

Além dos parâmetros de fermentação, as características do produto final

também foram avaliadas e constatou-se que ele atendeu aos requisitos da Instrução

Normativa n° 46/2007, que estabelece o Regulamento Técnico de Identidade e

Qualidade de Leites Fermentados (Brasil, 2007). O teor de gordura do leite fermentado

do presente estudo foi similar ao obtido no iogurte de leite de búfala preparado por

Lima et al. (2020), enquanto outros autores encontraram teores de gordura superiores

(Caldeira et al., 2010; Terzioglu et al., 2023). Já para os teores de proteína, valores

inferiores foram relatados em outros estudos da literatura (Caldeira et al., 2010; Lima

et al., 2020; Rosa et al., 2023), enquanto Terzioglu et al. (2023) obtiveram teores

ligeiramente superiores (5,31 g/100 g) para o iogurte de leite de búfala. Essa variação

encontrada nos estudos pode estar relacionada com a composição da matéria-prima

usada na elaboração dos produtos lácteos. Além disso, os teores de acidez também

foram avaliados e alguns estudos obtiveram valores semelhantes para o iogurte de

leite de búfala (Akgun et al., 2016; Lima et al., 2020; Terzioglu et al., 2023), enquanto

outros autores obtiveram resultados inferiores para os produtos lácteos de búfala

(Caldeira et al., 2010; Rosa et al., 2023). Caldeira et al. (2010) aponta que essa

variação nos valores de acidez em diferentes produtos lácteos pode estar relacionada

ao tipo e à concentração de cultura láctea utilizada, à atividade desta cultura, aos

ingredientes usados na elaboração, considerando que alguns produtos levam soro de

leite na formulação, assim como o tempo de armazenamento do produto pode

influenciar nesse parâmetro.

A atividade antioxidante do leite de búfala fermentado também foi avaliada

através de diferentes metodologias, tendo em vista que os antioxidantes possuem

diferentes modos de ação. Os resultados da atividade antioxidante através da captura

do radical ABTS e radical DPPH apresentaram o mesmo comportamento que outros

estudos na literatura, pois o leite fermentado apresentou eliminação dos radicais

superior ao leite não fermentado. Contudo, os resultados do presente estudo para

eliminação do radical ABTS foram inferiores em comparação com o leite de camelo e

leite bovino fermentado por Lactococcus lactis KX881782 (Ayyash et al., 2018), leite

de soja fermentado por Lactiplantibacillus plantarum P101 (Zhang et al., 2023), leite

de ovelha fermentado por Lactobacillus plantarum KGL3A (Ashokbhai et al., 2022) e

leite de cabra fermentado por Lactobacillus fermentum (M4) (Panchal et al., 2020). Já
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para a eliminação do radical DPPH, os resultados do presente estudo foram

semelhantes aos obtidos para o iogurte de leite de búfala (Mohsin et al. 2022), para o

leite de soja fermentado por Lactiplantibacillus plantarum P101 (Zhang et al., 2023) e

para o leite de camelo fermentado por Lactococcus lactis KX881782 (Ayyash et al.,

2018) e superiores ao leite de feijão mungo fermentado por Lactococcus lactis

RQ1066 (Liang et al., 2022). Além disso, também foi avaliada a capacidade do leite

de búfala fermentado quelar Fe2+. Os resultados do presente estudo foram similares

ao de Corrêa et al. (2014), pois os hidrolisados de soro de queijo de ovelha também

mostraram uma tendência decrescente após apresentaram atividade quelante

máxima. Esse declínio observado na capacidade quelante após 24 h, pode indicar que

os peptídeos responsáveis pela atividade observada foram mais clivados, e os

produtos foram menos capazes de quelar ferro. Por fim, o poder redutor foi outra

metodologia utilizada, a fim de avaliar a capacidade do leite de búfala fermentado

reduzir Fe3+ a Fe2+. Semelhante a literatura, a fermentação do leite provocou

aumentos no poder redutor, em relação ao leite não fermentado. No entanto,

resultados superiores foram obtidos por Liang et al. (2022), ao fermentar leite de feijão

mungo com Lactococcus lactis RQ1066 e, por Handa et al. (2022), ao fermentar leite

de grão de bico com Lactiplantibacillus pentosus Himuka-SU5 e com Lactococcus

lactis subsp. lactis Amami-SU1. Essas variações na atividade antioxidante podem

estar relacionadas ao fato de que esses ensaios são baseados em várias reações que

podem ser impactadas de forma diferente por sistemas moleculares únicos envolvidos

na defesa do estresse oxidativo.

Além da atividade antioxidante, a atividade anti-hipertensiva do leite de búfala

fermentado também foi avaliada através da capacidade em inibir a atividade da ACE.

Os resultados obtidos foram semelhantes ao de outros autores que também

reportaram aumento na atividade inibitória da ACE dos produtos lácteos ao longo do

tempo de fermentação (Abdel-Hamid et al., 2017; Khakhariya et al., 2023, Solanki et

al., 2017). Entretanto, os resultados obtidos para o leite de búfala fermentado por

Lactococcus lactis 32B4-1 foram superiores ao leite de búfala e de camelo fermentado

por Lacticaseibacillus paracasei M11  e Saccharomyces cerevisiae WBS2A

(Khakhariya et al., 2023), leite bovino e de camelo fermentado por Lactococcus lactis

KX881782 (Ayyash et al., 2018) e leite de camelo fermentado por Lactobacillus

bulgaricus NCDC (09) e Lactobacillus fermentum TDS030603 (LBF) (Solanki et al.,

2017). A partir dessas bioatividades in vitro, e considerando a relevância de tais
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atividades biológicas das perspectivas de nutrição e saúde humana, sugere-se avaliar

o leite de búfala fermentado quanto ao seu perfil peptídico.

Na sequência deste estudo, a BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi utilizada em

conjunto com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 como uma cultura starter autóctone

para elaboração de um queijo tipo colonial de búfala.

Inicialmente, Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5

foram caracterizados quanto a suas propriedades tecnológicas, demonstrando

atividade proteolítica e lipolítica, características desejáveis para culturas starters, pois

contribuem para o sabor e aroma do produto final (García-Cano et al., 2019). Há

diversos estudos que investigaram e também encontraram essas propriedades nas

BAL (Franciosi et al., 2009; Ribeiro et al., 2013; Terzic-Vidojevic et al., 2015; Cabral

et al., 2016; Câmara et al., 2019; Araújo-Rodrigues et al., 2021). Além disso, as BAL

foram produtoras de EPS, característica relevante para modificar a textura e as

propriedades reológicas dos produtos lácteos (Ribeiro et al., 2013). Embora seja uma

característica importante para uma cultura starter, ao estudar as BAL para esta

finalidade, Franciosi et al. (2009), Ribeiro et al. (2013) e Câmara et al. (2019) não

encontraram microrganismos produtores de EPS. Os resultados encontrados para a

acidificação do leite corroboram com a literatura, pois diversos estudos já

demonstraram a capacidade de Lactococcus lactis acidificar rapidamente o leite

(Franciosi et al., 2009; Terzic-Vidojevic et al., 2015; Bayili et al., 2020), enquanto

Leuconostoc apresenta essa característica mais lenta (Badis et al., 2004; Cabral et

al., 2016). Em relação a capacidade dos microrganismos de crescer em diferentes

temperaturas, os resultados do presente estudo foram semelhantes ao de Terzic-

Vidojevic et al. (2015), que também observaram a capacidade de Lactococcus lactis

subsp. lactis BGAL1-4 e Lactococcus lactis ZGBP5-9 crescer em 15, 30 e 37 °C,

enquanto em 45 °C não houve crescimento., enquanto Ribeiro et al. (2013) verificaram

que Lactococcus lactis foi capaz de crescer em 15 °C e 30 °C, enquanto em 4 °C e 45

°C a atividade do microrganismo foi afetada. Ademais, os resultados para capacidade

de tolerância ao NaCl sugerem que estes microrganismos possuem a capacidade de

tolerar condições adversas que podem ser encontradas durante o processo de

fabricação de queijo (Ribeiro et al., 2013). Resultados semelhantes foram obtidos no

estudo de Araújo-Rodrigues et al. 2021), onde as BAL avaliadas para o

desenvolvimento de uma cultura starter autóctone, também se mostraram bem

adaptadas a diferentes concentrações de NaCl (2%, 5% e 10%). Já no estudo de
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Ribeiro et al. (2013), Lactococcus lactis somente cresceu na presença de 2% de NaCl,

enquanto em concentrações maiores (6% e 10% de NaCl), a bactéria não se

desenvolveu. Além da avaliação das propriedades tecnológicas, as BAL também

foram consideradas inócuas, resultados similares foram reportados na literatura

(Ribeiro et al., 2013; Dias et al., 2019; Harmoko et al., 2022).

Após a caracterização, as BAL foram utilizadas como cultura starter de  um

queijo colonial de búfala. Contudo, devido aos resultados de umidade e gordura não

se enquadrarem com o RTIQ de Queijo Colonial Artesanal da IN n° 002/2023 (Rio

Grande do Sul, 2023), os queijos elaborados neste estudo foram denominados de

queijo tipo colonial artesanal.

Os queijos foram analisados quanto aos parâmetros microbiológicos e para a

contagem de microrganismos mesófilos, os resultados obtidos foram inferiores a

outros estudos que avaliaram este parâmetro no queijo colonial no Rio Grande do Sul

(Schmitt et al., 2011; Funck et al., 2015; Benincá et al., 2022), porém superior ao

reportado para queijos coloniais na região Sudoeste do Paraná (Casaril et al., 2017).

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positivo, resultados similares foram

obtidos por Casaril et al. (2017), pois não detectaram a presença deste microrganismo

nas amostras de queijo colonial em seu estudo. Em contraste, resultados inferiores

foram encontrados por outros autores na literatura, pois foi detectado Staphylococcus

coagulase positivo, acima do permitido pela legislação, em amostras de queijos

coloniais (Schmitt et al., 2011; Tavares et al., 2019; Ausani et al., 2019; Carvalho et

al., 2019). Para a contagem de coliformes, especialmente para o Queijo elaborado

com a cultura starter autóctone, os resultados corroboram com o estudo de Armachuk

et al. (2019), pois conforme aumentou o período de maturação, a contagem de

coliformes termotolerantes e totais reduziu, atendendo a legislação. Entretanto, em

estudos desenvolvidos com queijos coloniais artesanais que estavam sendo

comercializados, diferentes autores reportaram valores acima do permitido pela

legislação brasileira (Zaffari et al., 2007; Schmitt et al., 2011; Funck et al. 2015;

Carvalho et al., 2019). Além disso, a ausência de Salmonella spp.  e Listeria

monocytogenes também foi reportada à literatura por outros autores que avaliaram o

queijo colonial (Funck et al., 2015; Armachuk et al., 2019; Carvalho et al., 2019;

Ruschel et al., 2019; Tavares et al., 2019). Entretanto, outros estudos detectaram a

presença de Salmonella spp. em 17,85% (Antonello et al., 2012) e 10% (Casaril et al.,

2017) das amostras de queijo colonial. Ao avaliar a qualidade microbiológica do queijo
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colonial gaúcho, Roldan et al. (2022) também observaram a ausência de Salmonella

spp., no entanto os autores verificaram presença de Listeria monocytogenes em 18

amostras de queijo colonial, de um total de 293 amostras. Já no estudo desenvolvido

por Zaffari et al. (2007), também foi detectada a presença deste patógeno em 13

amostras de queijos artesanais comercializados na região litorânea norte do Estado

do Rio Grande do Sul. Ausani et al. (2019) também reportaram a presença de Listeria

monocytogenes em 6 amostras de queijo colonial comercializados em Porto Alegre.

Além disso, foi avaliado o perfil de ácidos graxos dos queijos, onde foi

observada a predominância dos ácidos graxos saturados, o que já era esperado,

tendo em vista que produtos originários de ruminantes, contém por natureza, maior

quantidade desses ácidos em sua composição em virtude do processo de

biohidrogenação dos ácidos graxos insaturados no rúmen (Antunes et al., 2018). Além

disso, os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura, pois outros

autores também encontraram predominância dos ácidos graxos palmítico, esteárico e

mirístico (Oliveira et al., 2009; Pellegrini et al., 2013; Carafa et al., 2019). Em relação

aos ácidos graxos monoinsaturados, os resultados foram semelhantes ao de Martins

et al. (2012), que também observaram a presença de ácido oleico, seguido de ácido

palmitoleico no queijo minas frescal produzido com leite de vaca que eram

alimentadas com dietas contendo cana-de-açúcar, silagem de sorgo, silagem de

girassol e capim-tanzânia. Já Oliveira et al. (2009) também observaram a

predominância do ácido oleico no queijo muçarela de búfala, sendo que este ácido

aumentou significativamente quando as búfalas recebiam diferentes fontes de lipídeos

na dieta, como grãos de soja e óleo de soja. Além disso, os ácidos graxos

poliinsaturados foram encontrados em menor quantidade, corroborando com a

literatura, sendo que ácido -linolênico (C18:3 (n3)) e o ácido linoleico (C18:2 – cis

(n6)) foram os mais predominantes. Oliveira et al. (2009) reportaram um teor de ácidos

graxos poliinsaturados (2,90%) no queijo muçarela de búfala próximo ao do presente

estudo, no entanto, o valor de ácidos graxos poliinsaturados aumentou quando os

animais recebiam grãos de soja (3,97%) e óleo de soja (3,25%). Os autores também

observaram a predominância de ácido linoleico (C18:2 – cis (n6)), seguido por ácido

linoleico conjugado (C18:2 (9c,11t)) (Oliveira et al., 2009). Já no estudo de Olivo et al.

(2021), queijos elaborados com Lactobacillus helveticus e Streptococcus thermophilus

apresentaram teores superiores de ácido linoleico, em comparação aos queijos

produzidos somente com Lactobacillus helveticus. Em contrapartida, os teores de
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ácido -linolênico foram superiores para os queijos elaborados com a cultura starter

Lactobacillus helveticus (Olivo et al., 2021).

Ao elaborar um queijo colonial de búfala houve uma curiosidade maior acerca

dos queijos artesanais produzidos no Rio Grande do Sul, tendo em vista que essa é

uma produção tradicional no estado. Aliado a oportunidade de publicar no livro

"Alimentos funcionais: produtos voltados aos cuidados com a saúde e bem-estar,

imunidade e longevidade", foi desenvolvido um capítulo de livro intitulado como

“Queijo artesanal no Rio Grande do Sul”.

O capítulo de livro mostra uma ampla legislação vigente que norteia os

produtores acerca das normas a serem seguidas, a exemplo cita-se o RTIQ dos

Produtos Lácteos, publicado pela Portaria n° 146/1996 do MAPA, que tem como

objetivo fixar a identidade e os requisitos mínimos de qualidade que deverão possuir

os queijos e outros derivados (Brasil, 1996). Ainda, o MAPA também normatiza as

boas práticas agropecuárias na produção de leite destinado à produção de derivados

lácteos de forma artesanal, através da Instrução Normativa n° 73/2019 (Brasil, 2019).

Especificamente no estado do Rio Grande do Sul, a Lei n° 15615/2021 dispõe sobre

a produção e a comercialização de queijos artesanais de leite cru (Rio Grande do Sul,

2021). Ademais, o estado também possui uma legislação específica para o queijo

artesanal tipo serrano, a Lei n° 14973/2016 (Rio Grande do Sul, 2016), tendo em vista

que é um queijo tradicional no estado. E recentemente também foi aprovado o RTIQ

do Queijo Colonial Artesanal, através da Instrução Normativa Nº 002/2023 (Rio

Grande do Sul, 2023).

Apesar de uma legislação vigente, constatou-se que há muitos queijos

produzidos que não atendem a qualidade higiênico-sanitária, conforme constatado

nos estudos (Pereira et al., 2016; Tavares et al., 2019; Erhardt et al., 2023; Santos et

al., 2023). O que demonstra a importância de adotar as boas práticas de fabricação e

boas práticas de higiene, a fim de evitar contaminações no produto (Forsythe, 2013).

Contudo, os queijos artesanais são considerados uma herança cultural da

colonização alemã e italiana no estado do Rio Grande do Sul, sendo uma atividade

que foi passada de geração em geração. Produzidos inicialmente para consumo

famil/94iar, os queijos passaram a ser uma fonte de renda extra e hoje são

comercializados em todo estado. Trata-se de um produto muito apreciado pelos

consumidores, que o escolhem baseados em critérios que compreendem o valor

patrimonial, cultural e social do produto (Ambrosini et al., 2020; Braccini et al., 2020).
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7. CONCLUSÃO

O presente estudo foi o primeiro realizado no estado do Rio Grande do Sul,

com a finalidade de avaliar as características físico-químicas, microbiológicas e

prospectar BAL do soro de leite de búfala. O soro de leite apresentou características

físico-químicas e microbiológicas satisfatórias, atendendo as exigências mínimas da

IN n° 94/2020, e de acordo com a literatura revisada.

Neste estudo foi possível isolar 62 BAL do soro de leite de búfala, sendo

93,55% (n=58) Lactococcus lactis, 4,84% (n=3) Enterococcus faecium e 1,61% (n=1)

Lacticaseibacillus paracasei. Foi avaliado a inocuidade destes microrganismos e

observou-se que 46,77% das BAL foram consideradas inócuas, pois não

demonstraram atividade hemolítica e atividade da gelatinase. Além disso, foram

avaliadas as propriedades tecnológicas das BAL isoladas do soro de leite de búfala,

as quais apresentaram características tecnológicas de interesse industrial, como

propriedades proteolíticas (98,38%), lipolíticas (83,87%) e atividade antimicrobiana

(69,35%), demonstrando potencial para estudos em bioprocessos e prospecção do

potencial funcional.

Além disso, neste estudo a BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi selecionada e

aplicada como uma cultura starter para produzir um produto lácteo bubalino, o que se

mostrou como uma opção viável, tendo em vista que a BAL foi capaz de fermentar o

leite de búfala, reduzindo o pH, aumentando a contagem de células viáveis, a acidez

titulável e a sinérese, resultando em um produto que atende a IN n° 46/2007. Aliado a

isso, o leite de búfala fermentado apresentou atividades biológicas, como atividade

antioxidante e anti-hipertensiva.

Neste estudo também foi elaborado um queijo tipo colonial artesanal de búfala,

que foi produzido com a cultura starter autóctone Lactococcus lactis 32B4-1 e

Leuconostoc mesenteroides LB 5.5. As BAL utilizadas foram consideradas inócuas e

demonstraram atividade proteolítica, lipolítica, produção de EPS, capacidade de

acidificar o leite, além de crescer em diferentes temperaturas e concentrações de sal,

características desejáveis para uma cultura starter. Os queijos elaborados com esta

cultura starter foram denominados de queijo tipo colonial artesanal, pois não

atenderam aos parâmetros de gordura e umidade da Instrução Normativa n°

002/2023, para Queijo Colonial Artesanal. Já os parâmetros microbiológicos foram

atendidos após 60 dias de maturação. Além disso, foram identificados 24 ácidos
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graxos nos queijos, dos quais 13 eram saturados, 6 monoinsaturados e 5

poliinsaturados. Portanto, Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides

LB 5.5. possuem potencial para serem empregadas como culturas starters,

contribuindo para a qualidade e características desejáveis do queijo tipo colonial de

búfala.

Ademais, esse estudo contribui para a inovação e expansão do mercado de

produtos de origem bubalina. Considerando que foi utilizado o leite de búfala na

elaboração de novos produtos, abre-se espaço para uma nova área que pode ser

explorada pelos produtores e pela indústria de laticínios, tendo em vista que a

produção de leite bubalino é um mercado em crescimento.
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