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RESUMO

O soro de leite de bufala pode ser fonte de bactérias acidos lacticas (BAL), que
podem ser isoladas e caracterizadas quanto ao seu potencial biotecnolégico.
Visando alcancar esse objetivo, foram isoladas 62 BAL do soro de leite de bufala,
identificadas como Lacticaseibacillus paracasei (1,61%), Enterococcus faecium
(4,84%) e Lactococcus lactis (93,55%), sendo que 98,38% demonstraram-se
proteoliticas, 83,87% lipoliticas, 69,35% demonstraram atividade antimicrobiana
contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, e 46,77% das BAL foram consideradas in6cuas quanto a atividade
hemolitica e de gelatinase. Lactococcus lactis 32B4-1 foi selecionada devido sua
atividade proteolitica e aplicada como cultura starter para fermentar o leite
bubalino. O produto resultante atendeu aos parametros da Instrucdo Normativa
n° 46/2007 e apresentou atividades antioxidantes, como captura dos radicais
2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (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 inibicdo. Além disso, Lactococcus lactis
32B4-1 foi associada com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 para elaboragéao
de um queijo tipo colonial de bufala, o qual atendeu aos parametros
microbiologicos apés 60 dias de maturagéo e apresentou 24 acidos graxos, dos
guais 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.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, 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.

'Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (239
p.) September, 2024,
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1. INTRODUCAO

O soro de leite é a fracdo que € obtida da coagulacdo do leite, durante a
producdo de queijo ou caseina e, contém mais da metade dos nutrientes do leite,
como proteinas, sais minerais, lactose, vitaminas, enzimas e gordura. Em virtude
deste elevado conteudo de substancias organicas, o poder poluente do soro de leite
€ considerado alto. Além disso, hd uma geracao volumosa deste, pois para a producéo
de 1 quilo de queijo sdo necessarios 10 litros de leite, 0 que gera em torno de 8 a 9
litros de soro. Portanto, o soro de leite € considerado o subproduto mais importante
da industria de laticinios e. na busca por alternativas para o seu aproveitamento,
possibilitando a reciclagem desse material em outros de maior valor econémico a fim
de torna-lo um coproduto, constatou-se que o soro de leite possui propriedades
funcionais e bioativas. Logo, ele vem sendo utilizado na alimentacdo humana e
animal, na formulacdo de bebidas, como ingrediente em produtos benéficos para a
saude, na producéo de biogas, biohidrogénio e etanol. Destaca-se que ha uma vasta
literatura acerca do soro de leite bovino visando diferentes aplica¢des; contudo acerca
do soro de leite de outros mamiferos, em especial o bubalino, ainda ha poucos
estudos.

Alternativamente, através do soro de leite, pode-se obter microrganismos,
como bactérias acido lacticas (BAL), que podem ser isoladas e investigadas quanto a
suas propriedades tecnoldgicas e funcionais. Destaca-se que as BAL sao muito
apreciadas, devido a sua capacidade de atribuir caracteristicas desejaveis aos
alimentos, como aroma, propriedades sensoriais, prote¢cdo contra microrganismos
patogénicos e deteriorantes, além de muitas possuirem propriedades probioticas. Isso
deve-se a capacidade das BAL de produzirem diferentes metabdlitos, como &cidos
organicos, &cido propibnico, acido benzodico, acidos graxos, compostos volateis,
peréxido de hidrogénio, bacteriocinas, diacetil, acetoina, exopolissacarideos e
enzimas.

Nesse contexto, as BAL tém sido amplamente utilizadas pelas inddstrias
alimenticias como culturas starters, para elaboracdo de alimentos fermentados, pois
desempenham propriedades tecnoldgicas de interesse, contribuem para o
desenvolvimento das propriedades organolépticas, sensoriais e funcionais do produto
final. Aliado a isso, ha um crescente interesse em prospectar BAL de alimentos

fermentados para obtencgéo de culturas starters autoctones. O uso de microrganismos



autoctones possibilita a producdo de um alimento fermentado com caracteristicas
tipicas, trazendo diferenciacdo ao mercado, promoc¢ao de qualidade e seguranca aos
produtos. Além disso, utilizar estes microrganismos para elaboracao de produtos com
leite de bufala traz uma inovacao ao mercado, tendo em vista que o leite bubalino € o
segundo mais consumido no Brasil e sua produgéao vem crescendo no estado do Rio
Grande do Sul.

Importante frisar que as BAL estéo presentes em diversos locais e, h4 muitos
estudos na literatura que visam o seu isolamento de produtos lacteos de diferentes
mamiferos, com destaque para leite e queijos. No entanto, pesquisas que buscam
isolar BAL de soro de leite bubalino sdo escassas. Diante do exposto, investigar o
soro de leite bubalino é de extrema relevancia, especialmente porque se trata de um
coproduto e subproduto pouco explorado quanto a suas propriedades fisico-quimicas
e microbiologicas. Portanto, o presente estudo visou expandir o conhecimento acerca
do soro de leite bubalino, bem como isolar BAL com propriedades biotecnoldgicas de
interesse a fim de aplicad-las como culturas starters de alimentos fermentados de

origem bubalina.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e prospectar
bactérias lacticas do soro de leite de bdufala, avaliando suas propriedades
biotecnologicas.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Avaliar os padrdes de identidade e qualidade do soro de leite de bufala;
2.2.2 Isolar bactérias lacticas do soro de leite de bufala;
2.2.3 Avaliar a inocuidade e propriedades tecnolégicas das bactérias lacticas;
2.2.4 Produzir um produto lacteo bubalino com Lactococcus lactis 32B4-1 e
avaliar as potenciais atividades biologicas do leite fermentado;
2.2.5 Desenvolver um queijo tipo colonial de bufala com a cultura starter
Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da bubalinocultura e producéo leiteira

Os bufalos foram introduzidos no Brasil no final do século XIX, em pequenos
lotes oriundos da Asia, Itélia e Caribe (Bernardes, 2007). S&o0 animais que apresentam
rusticidade e capacidade de adaptar-se a ambientes de baixa fertilidade e terrenos
alagadicos (Cavali; Pereira, 2020), o que permitiu que pouco menos de 200 animais
trazidos para o pais resultassem em um rebanho atual de 3 milhdes de bufalos
(Associacéo Brasileira de Criadores de Bufalos, 2023).

O Brasil possui o maior rebanho bubalino no Ocidente (Cavali; Pereira, 2020).
Os bufalos vém sendo criados em todo o pais, com destaque para a regiao Norte que
possui 65,51% do rebanho, seguido da regido Sudeste (13,29%), Nordeste (8,80%),
Sul (8,65%) e Centro-Oeste (3,75%) (IBGE, 2017), destacando-se as seguintes racas:
Murrah, Jafarabadi e suas cruzas, Mediterraneo e Carabao (Ricci; Domingues, 2012).
Inicialmente, a criacdo dos animais era destinada a producdo de carne, mas a partir
da década de 80 houve um crescente interesse na producdo de leite (Bernardes,
2007).

E evidente que os rebanhos de bufalas leiteiras sdo uma atividade em ampla
expansao, pois atualmente o leite de bufala € a segunda maior fonte de producédo
mundial de leite (Godinho et al., 2020). No Brasil, o leite de bufala também esti
ganhando espago, pois ja é possivel encontrar produtos lacteos de bufala nas
prateleiras dos supermercados. Essa expansao se deve a maior valorizagdo do leite
de bufala, ao aumento da demanda dos consumidores, ao sabor suave do leite e seus
beneficios nutricionais (Miranda, 2021).

No estado do Rio Grande do Sul (RS) h& 16 criadores de bufalos que sdo
associados a Associacgao Brasileira de Criadores de Bufalos (2023), mas somente trés
produtores possuem a criacdo de bufalas para fins de producdo leiteira. Nesse
contexto, destaca-se o trabalho desenvolvido por Godinho et al. (2020) no estado,
onde foram avaliados parametros de qualidade microbiolégica, fisico-quimica e
contagem de células sométicas do leite bubalino cru destinado a fabricacdo de
derivados no RS. O trabalho teve como objetivo fornecer subsidios para o

estabelecimento de um padrao de identidade e qualidade do leite bubalino cru, tendo



em vista que atualmente ndo ha uma legislacao federal especifica para determinar o
Padrao de ldentidade e Qualidade do leite bubalino.

Destaca-se que o leite bubalino difere do leite bovino, tendo em vista que
contém maiores teores de gordura, solidos totais, proteinas, caseinas, lactose e teor
de cinzas (Tabela 1). Além disso, a auséncia de (B-caroteno é uma das principais
caracteristicas na composi¢cao quimica do leite bubalino, conferindo-lhe a coloracéo
branca (Ricci; Domingues, 2012). O leite de bufala € um produto valioso tanto in natura
quanto na producdo de derivados, pois devido a sua composi¢cdo ha um maior
rendimento industrial. Os principais produtos obtidos sdo a mucarela e a ricota,
contudo outros produtos ja passaram a ser produzidos como doce de leite, provolone,
iogurte, manteiga, sorvete e outros queijos regionais (Bernardes, 2007; Cavali,
Pereira, 2020).

Tabela 1 — Composic¢éao do leite bovino e bubalino.

Parametros Leite bovino Leite Bubalino
Gordura (g/1009) 4,37 55
Proteina (g/100g) 3,30 4,06
Lactose (g/100g9) 4,33 5,07
Sdélidos totais (g/100g) 13,08 15,5
Sélidos nao gordurosos (g/100g) 8,71 9,96
Acidez (g acido latico/mL) 0,17 0,16
Densidade (g/cm?) 1,028 1,034
Contagem de Células Somaticas (cél/mL) 1,08x10° 9,5x10%
Contagem Padrao em Placa (UFC/mL) 4,6x108 9,0x10%

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

Apesar da promissora e crescente comercializacdo dos derivados de leite de
bdfala, € importante ressaltar a geracdo de soro de leite oriunda da producéo de
gueijos. Nos dias atuais, ha um vasto conhecimento acerca do soro de leite bovino.
Contudo, estudos no Brasil acerca da qualidade microbioldgica e fisico-quimica do
soro de leite bubalino sdo escassos, assim como estudos que tenham investigado

microrganismos, oriundos deste substrato, com potencial biotecnolégico.



3.2 Soro de leite

O soro de leite € um subproduto liquido de cor amarelo esverdeado, devido a
presenca de riboflavina (Vitamina B2), resultante da producédo de queijo ou caseina
(Liu et al., 2018; Rocha-Mendoza et al., 2021). Na fabricacéo de queijos, o leite passa
pelo processo de pasteurizacéo rapida a 72 °C por 15 s ou pasteurizacdo lenta a 64
°C por 30 min. Posteriormente, adiciona-se a cultura lactica ou enzima, a fim de
promover a precipitacdo da caseina e, consequentemente, a formacao da coalhada.
Apés a coagulacdo, a coalhada é cortada, agitada e aquecida para promover a
separacdo do soro. Através do dessoramento, separa-se o0 soro da coalhada, que é
enformada em diferentes moldes e tamanhos, a fim de conferir o formato desejado ao
gueijo. O queijo é prensado para expulsar o excedente de soro e em seguida, passa
pelas etapas de salga e maturacao, que dependem do tipo de queijo desejado, antes

de ser embalado (Figura 1).

Leite Enformagem” Prensagem*
Pasteurizacao Dessoramento® Salga
Adicio de (fultura Agit.agio/ . Maturacgo
ou enzima Aquecimento
Coagulacao Corte* Embalagem

*Etapas onde ha geracgao de soro.

Figura 1 - Fluxograma da elaboracéo de queijo.

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

O soro de leite é classificado como acido ou doce, de acordo com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) do Soro de Leite (Brasil,
2020). Essa classificacao depende do soro obtido no processo de coagulagédo da

caseina. O soro de leite 4cido é produzido quando a coagulacdo da caseina €&



realizada pela atividade de lactobacilos, ou pela adicdo de acidos minerais (acido
cloridrico ou sulfurico) ou organicos (acido lactico) e até mesmo através da associacao
de lactobacilos e agentes enzimaticos. Esse processo ocorre em pH inferior a 5,6 e
resulta da producéo, por exemplo, de queijo cottage e caseina comercial. J4 0 soro
de leite doce é gerado quando o processo de coagulacgao for realizado através de um
agente enzimatico, como o coalho, uma mistura de enzimas que contém a protease
guimosina. Esse processo ocorre em pH proximo de 6,5 e resulta principalmente da
fabricacdo dos queijos Cheddar, Provolone, Suico e Mucarela (Lievore et al., 2015;
Argenta; Scheer, 2019).

A constituicdo do soro de leite se d4, majoritariamente, por agua (93-94%).
Contudo, o soro de leite retém, aproximadamente, 50% dos nutrientes do leite,
representados por proteinas, lactose, vitaminas e sais minerais (Ahmad et al., 2019).
Além disso, sua composicdo depende de alguns fatores, como a origem do leite
(bovino, ovino, caprino, bubalino e outros mamiferos) (Tabela 2), o tipo de alimentacao
dos animais produtores, fase de lactacdo, armazenamento do leite apds a ordenha,
tratamento térmico do leite e 0 método de precipitagdo da caseina (Lievore et al., 2015;
Kaur et al., 2019).

Dentre as proteinas do soro de leite, a-lactoalbumina (a-La), B-lactoglobulina
(B-Lg), albumina, imunoglobulinas e glicomacropeptideo destacam-se por suas
maiores concentracdes, em relagdo a lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima (Maciel
et al., 2020; Veskoukis et al., 2020). Somente o glicomacropeptideo ndo esta
naturalmente presente no soro de leite, pois é produzido a partir da caseina durante a
primeira etapa do processamento enzimatico do queijo (Jakubowicz; Froy, 2013).
Ademais, o soro de leite € uma fonte rica em aminoécidos de cadeia ramificada
(leucina, isoleucina e valina), aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina) e
peptideos (Smithers, 2008).

Destaca-se que o soro de leite € considerado um efluente de impacto ambiental
significativo por apresentar elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio (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 Quimica de Oxigénio (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 eutrofizagdo, impermeabilizacdo e toxicidade, reduzindo a vida



aguatica e distorcendo a estrutura fisica e quimica do solo (Mansor et al., 2021; Rao;
Basak, 2021).

Tabela 2 - Composic¢éo do soro de leite de diferentes origens.

Sorp de Proteinas Lactose Gordura Cinzas Al\gti;jczz oH Referéncia
leite (%) (%) (%) (%) D)
0,73 364 039 05 070 644 G“‘iggig al.
0,84 4,42 077 047 1317 619 Tei)éggg;)t al.
Bovino 086 4837+ 027 052  164* 532" B"E"Z%EZ;’"-
0,84 4,18 . 061 061 4,37 Lie‘(’%elg)t al
727 4246%  2,64% : . 652¢ Argzeznégle)t al.
1,19 5,84 1,37 : 1000 6,31 Li(rg‘o%tg‘;"-
2 e w9 e S
Bubalino 0,91 . 151 045 6,4 '—"(g% o )a'-
0,99 2,63 - - 0,02 6,33 SOEJZSOaZ?)t) al.
10,89* 46,26* 4,97* ) ) 5 25 Argéezn(;ezlle)t al.
1,98 4,17 1,23 049 1826 4,36 Ga(rzagzit)al'
Caprino 0,72 1,89 ; ; 0,01 6,44 Soi‘zsgzgt)a'-
8,93  3924* 3,73 : . 564 Afgfznégle)t al.

*Nota: Valores em base seca.

Apesar de ser considerado um efluente oneroso para a inddstria, a producao
de queijo continua crescendo e, consequentemente também h& maior geracéo de soro
de leite. Considerando que, em torno de 8 a 9 L de soro de leite sdo gerados para
produzir 1 kg de queijo, estima-se que a producédo global de soro de leite em 2023 foi
em torno de 230 milhdes de toneladas (Rama et al., 2019). Nesse contexto, ha 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 aplicacdo e pesquisas acerca dos beneficios do soro
de leite, este que por muito tempo foi considerado como um residuo da induastria,

passa a ser um coproduto muito desejado (Rao; Basak, 2021; Zandona et al., 2021).



A producéo de soro de leite em po é a maneira mais comum de utilizar o soro
de leite liquido, pois ele pode ser beneficiado na mesma industria que o produz
(Zandona et al., 2021). O soro de leite pode ser fracionado através de processos de
recuperagdo e concentracdo dos componentes, como filtragdo por membranas,
cromatografia, precipitacdo e secagem por spray dryer. A partir destes
processamentos, produtos como soro em po, concentrado de proteina de soro de leite,
isolado de proteina de soro de leite, permeado de soro de leite, lactose e outras
fragcOes podem ser obtidos (Argenta; Scheer, 2019; Kaur et al., 2019). Ainda, 0 soro
de leite pode ser utilizado na obtencdo de hidrolisados, onde as proteinas do soro
podem ser transformadas em peptideos bioativos, que sdo definidos como fragmentos
proteicos liberados através da hidrolise de proteinas, isto é, estes peptideos nédo
apresentam atividades bioldgicas enquanto parte da proteina precursora, mas quando
liberados pela hidrélise podem apresentar bioatividades (Argenta; Scheer, 2019).

Atualmente, o soro de leite e seus constituintes sdo amplamente reconhecidos
entre os esportistas e pessoas que praticam exercicios fisicos, especialmente devido
aos beneficios oferecidos, como melhorias no desempenho fisico, auxilio na
prevencao de atrofia muscular e melhor recuperagédo apés o exercicio (Ryan; Walsh,
2016). Também séo investigados quanto a atuacdo na prevencdo da sarcopenia
(Kang et al., 2019; Zhao et al., 2022), no combate a obesidade (Badely et al., 2019),
na melhoria da saude 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 hipertensdo (Xia et al., 2020; Zhao et al., 2022) e potencial antioxidante
(Veskoukis et al., 2020).

Além disso, as industrias de laticinios utilizam o soro de leite como um
coproduto em bebidas. Na atualidade € possivel encontrar uma vasta gama de
produtos liquidos a base de soro de leite no mercado, incluindo bebidas fermentadas
ou nao fermentadas, mistura de soro de leite com suco de frutas, bebidas de soro de
leite probidticas, prebidticas e simbiodticas (Turkmen et al., 2019). O soro de leite
também pode ser utilizado como um ingrediente em diferentes produtos alimenticios
(Krolczyk et al., 2016). Na industria da carne pode ser aplicado em salsichas,
mortadelas e linguicas (Badpa; Ahmad, 2014; Wojciak et al., 2015; Kononiuk;
Karwowska, 2019). Além disso, € utilizado em produtos de padaria e confeitaria, na
producéo de paes, bolos, tortas, biscoitos e bolachas (Levin et al., 2016; Marques et

al., 2016; Soares et al.,, 2018; Martins et al., 2018). Possui ampla aplicagdo em
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iogurtes, doce de leite, leite condensado, creme de leite e producéo 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 elaboragéo de alimentos e bebidas,
este deve apresentar qualidade fisico-quimica e microbiol6gica de acordo com a
Instrucdo Normativa (IN) n° 80/2020, de 13 de agosto de 2020 (Brasil, 2020), a fim de
evitar que se torne um veiculador de microrganismos patogénicos ao consumidor
(Mendes; Souza, 2017).

Assim como na area alimentar, o soro de leite e seus constituintes também séo
pesquisados na producdo de biocombustiveis, como bioetanol (Vincenzi et al., 2014,
Murari et al., 2019), biogas (Comino et al., 2012) e biohidrogénio (Patel et al., 2016;
Ghimire et al., 2017). Alternativamente, o soro de leite pode ser utilizado em processos
biotecnoldgicos, como substrato em processos microbianos ou enzimaticos para obter
novos produtos (Argenta; Scheer, 2019), como racao animal, bioproteina, probioticos,
acidos organicos, enzimas, bioconservantes, exopolissacarideos e bioplasticos (Liu et
al., 2018; Sahoo et al., 2020).

3.3 Microbiota lactica do soro de leite

A microbiota lactica do soro de leite é constituida, naturalmente, por bactérias
acido-lacticas (BAL), pois sua presenca 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 lactica desde o processo de
producdo do leite, pois a partir do momento que o leite sai do Ubere do animal, ele
passa a entrar em contato com microrganismos que estdo presentes no ambiente,
como as BAL e até com possiveis patdgenos, que podem estar na superficie do Ubere,
no equipamento de ordenha, nos equipamentos de transporte e armazenamento e, no
ambiente da fabrica de laticinios (Rzepkowska et al., 2017; Marasco et al., 2022).

As BAL sédo um grupo de bactérias classificadas como gram-positivas, catalase
negativa, ndo esporuladas, anaerébicas ou microaerofilas, possuindo morfologia de
bacilos ou cocos (Agagiindiiz et al, 2022). Crescem em pHs &cidos e sdo mesofilas
ou termofilas, tendo temperatura Otima de crescimento entre 30 a 42 °C,
respectivamente (Sabo et al., 2014). Os principais representantes das BAL incluem os
géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e

Streptococcus. Essas bactérias sdo encontradas em uma ampla variedade de habitats
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gue vao desde o sistema urogenital, respiratério e digestivo de animais, além de
produtos carneos, legumes, bebidas e derivados lacteos (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 tecnoldgicas de interesse.

Diferentes estudos investigaram a composicdo microbiana do soro de leite.
Duarte et al. (2020), por exemplo, pesquisaram a composi¢cdo microbiana do soro de
leite bovino em quatro laticinios na Italia e verificaram a presenc¢a de microrganismos
mesofilos (8,3 x 10* a 2,5 x 108 UFC/mL), Enterobacteriaceae (3,7 x 10° a 1,7 x 108
UFC/mL), Pseudomonas (1,0 x 10 a 1,5 x 10 UFC/mL) e microrganismos formadores
de esporos aerdbicos (1,0 x 10* a 2,0 x 104 UFC/mL). Através do sequenciamento do
gene amplicon 16S rRNA, os autores verificaram que 0s géneros 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. J& 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 regides da provincia de Yunnan, na China.
Os autores ainda verificaram a presenga, em menor abundancia, dos géneros
Pseudomonas, Bacillus, Raoultella e Leuconostoc. Conhecendo a importancia 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 presenca de 3 géneros (Lactobacillus, Lactococcus e
Enterococcus) e 9 espécies diferentes, com prevaléncia de Lactobacillus helveticus,
em um soro de leite acido.

Segundo Zotta et al. (2021), culturas starters tém sido utilizadas ha mais de 125
anos na fabricagédo de queijos e originalmente a pratica envolvia a reutilizacéo de parte
do lote anterior de um alimento fermentado como in6culo para reiniciar a fermentagéo.
Visando conhecer a comunidade microbiana starters de soro de leite natural de vaca
e de bufala, Marasco et al. (2022) realizaram um estudo onde identificaram a
prevaléncia de Lactococcus lactis subsp. lactis no soro de leite de bufala (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 bufala 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 populagdo microbiana
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em culturas naturais de soro de leite bubalino, usados para producdo de queijo
mucarela de bufala, 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 fabricacdo do queijo Caciocavallo Silano Denominag¢éo de Origem
Protegida (DOP), em diferentes regifes da Italia. Os autores constataram que a
diversidade microbiana ndo é elevada, pois somente verificaram a ocorréncia de
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus e
Lactococcus lactis. Além disso, concluiram que a diversidade microbiana no soro de
leite ndo depende da origem geografica, tendo em vista que as mesmas espécies
microbianas ocorreram nas diferentes regides examinadas.

Observa-se que, nos estudos supracitados, o0 ambiente microecolégico do soro
de leite € muito complexo e a composi¢do da comunidade microbiana é amostra-
especifica. Apesar disso, ha caracteristicas em comum, como a presenca 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 género Lactobacillus, identificadas através do 16S rDNA como
Lactobacillus fermentum (9 isolados) e Lactobacillus plantarum (7 isolados). J& 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 industria de laticinios com

grande potencial como culturas starters.
3.4 Aspectos de seguranca das BAL
Apesar das BAL serem Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS) para

aplicagcdo na industria de alimentos (Kieliszek et al., 2021), elas precisam passar por

avaliacdo de seguranca para garantir a inocuidade dos isolados (Breyer et al., 2021).
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Usualmente tém-se avaliado a atividade hemolitica, capacidade de hidrolisar
gelatina, atividade mucinolitica e deteccdo de DNAse, pois séo fatores que contribuem
para a viruléncia em microrganismos (Divisekera et al., 2019; Breyer et al., 2021;
Rodrigues et al., 2021). Inclusive, a auséncia de atividade hemolitica é considerada
um pré-requisito de seguranca para a selec¢édo da cepa probidtica (FAO/WHO, 2002).
A hemodlise é um conhecido fator de viruléncia entre os microrganismos patogénicos
(Tallapragada et al., 2018). Além disso, a gelatinase é outro fator amplamente
investigado, tendo em vista que é conhecida por contribuir para a formacgéao de biofilme
e viruléncia através da degradacdo de uma grande quantidade de substratos do
hospedeiro, como por exemplo, colageno, fibrinogénio, fibrina, endotelina-1 e
bradicinina (Thurlow et al., 2010). No estudo desenvolvido por Breyer et al. (2021), ao
avaliar o potencial probiotico das BAL, nenhum microrganismo demonstrou atividade
hemolitica e capacidade de hidrolisar gelatina. Resultados semelhantes foram
encontrados por outros autores ao avaliar o perfil de seguranca das BAL em relacéo
a atividade hemolitica (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 resisténcia das BAL a determinados antimicrobianos também
deve ser avaliada, tendo em vista a crescente problematica da resisténcia
antimicrobiana no mundo. O amplo uso dos antimicrobianos para tratar infec¢des
humanas, para promover o crescimento de aves e gado, controlar patdgenos animais
e vegetais na agricultura, levou ao desenvolvimento de bactérias resistentes a
antimicrobianos (WHO, 2005). Considerando o aumento da demanda por alimentos
probidticos e a possibilidade de interacdes entre as bactérias probidticas e o comensal
intestinal, a transferibilidade dos genes de resisténcia deve ser bem compreendida
(Jose et al., 2015).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser intrinseca, como resultado de uma
caracteristica estrutural ou funcional, inerente de cada espécie (Costa; Silva Junior,
2017). Um exemplo é a resisténcia dos lactobacilos & vancomicina. Vancomicina inibe
0 crescimento bacteriano ao interferir na sintese de peptideoglicano, que € um
constituinte importante da parede celular bacteriana gram-positiva (Jose et al., 2015).
Diversos estudos ja demonstraram BAL resistentes a vancomicina (Ouoba et al., 2008;
Costa et al., 2013; Rzepkowska et al., 2017; Colombo et al., 2020; Rotta et al., 2020).
Além disso, a resisténcia a antimicrobianos também pode ser adquirida como

resultado de mutacdes, induzidas por radiagdes ionizantes e ndo ionizantes, agentes
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alquilantes ou espécies reativas de oxigénio (ROS) (Costa; Silva Junior, 2017), ou
através da aquisicdo de material genético exdégeno presente anteriormente em outro
microrganismo por meio de transferéncia horizontal (Kaktcham et al., 2012). A
resisténcia intrinseca e a resisténcia adquirida exclusivamente através de mutacdes
ndo sao diretamente transferiveis. No entanto, se essas mutacdes ocorrerem em
genes que possam ser mobilizados (por exemplo, integrados em plasmideos ou
transposons), eles podem se tornar transmissiveis por transferéncia horizontal, o que
representa uma ameaca a disseminacao da resisténcia entre bactérias, incluindo as
nao patogénicas (Courvalin, 2006).

Portanto, pode-se avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos através
de métodos como concentragdo inibitéria minima (minimum inhibitory concentration -
MIC) (CLSI, 2020), difusdo 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 tendéncia, pela sua rapidez, o método de Kirby-
Bauer continua sendo amplamente utilizado, devido ao seu baixo custo e a
flexibilidade de sele¢cdo de drogas quando comparado com as demais técnicas
(Turnidge et al., 2011).

3.5 Propriedades tecnolégicas das BAL

Na industria alimenticia, o termo starter se refere aos microrganismos que sao
adicionados ao produto com um propoésito tecnolégico (Mayo et al., 2021). Nesse
contexto, as BAL séo interessantes como culturas starters para a industria, tendo em
vista que podem desempenhar propriedades tecnoldgicas de interesse (Garcia-Cano
et al., 2019).

As BAL starters sao utilizadas para iniciar e controlar 0S processos
fermentativos, além de modificarem as caracteristicas da matéria-prima e
promoverem beneficios, como aumento das propriedades organolépticas, nutricionais
e aumento de vida de prateleira. Destaca-se que as culturas starters sdo amplamente
utilizadas na industria de laticinios, especialmente na producdo de produtos lacteos
fermentados (Garcia-Cano et al., 2019; Araujo-Rodrigues et al., 2021; Zotta et al.,
2021). Segundo Bruno e Carvalho (2009), Lactococcus lactis e Streptococcus

thermophilus sédo consideradas as duas culturas starters industriais mais importantes.
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Quando a BAL starter € responsavel pela acidificacdo do leite, ela é
considerada uma cultura primaria, no entanto, se as BAL estdo envolvidas no
desenvolvimento do aroma e sabor do produto fermentado, elas sdo consideradas
culturas secundarias ou adjuntas (Mayo et al., 2021; Gonzalez-Gonzélez et al., 2022).
Além disso, o desenvolvimento de textura, sabor e aroma em produtos alimenticios
fermentados, se da por meio de alteragbes bioquimicas nos componentes do leite
através dos processos de glicdlise, lipolise e protedlise (Bintsis, 2018).

3.5.1 Capacidade de acidificacao

Em processos de fermentacgéo, as BAL desempenham um papel crucial através
da acidificacdo, tendo em vista que atuam na conversao da lactose em &cido lactico e
outros acidos orgéanicos, como os acidos acético e férmico (Sarhir et al., 2023).

Na elaboracéo de produtos lacteos, a rapida capacidade de acidificagdo da BAL
e a intensidade da producédo de &cido sdo dois fatores importantes (Lima et al., 2022).
Quando a producédo de acido lactico é suficiente, a caseina coagula em seu ponto
isoelétrico (pH 4,6), o que é fundamental na fabricacdo de queijos, caracterizando a
firmeza da coalhada (Pasquale et al., 2019). A caracteristica de reduzir o pH no inicio
da fermentacdo é fundamental para a coagulacdo e reducdo de microrganismos
contaminantes. Ademais, a acidificacdo de um produto a um pH proximo de 4,0
também permite uma maior conservacdo 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 esta relacionada com a sua capacidade
especifica de decompor as substancias no meio e torna-las capazes de assimilagcédo
(Penna et al., 2015). Logo, as BAL que sdo conhecidas como acidificantes rapidas,
apresentam um potencial como culturas starters, enquanto as BAL que possuem uma
atividade mais lenta, podem ser utilizadas como culturas secundarias (Lima et al.,
2022).

Nesse contexto, atualmente varias BAL com diferentes capacidades de
acidificacdo e fermentacdo sao usadas como culturas starters (Sarhir et al., 2023).
Segundo Bruno e Carvalho (2009), Lactococcus é o microrganismo mais utilizado para
a producdo de acido nas fermentagbes lacteas, pois sdo capazes de converter

rapidamente a lactose em acido latico. Salienta-se que as espécies Lactococcus lactis
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subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris sdo as mais utilizadas para
producéo da grande maioria dos queijos (Mayo et al., 2021). Na sequéncia, destaca-
se o0 Streptococcus thermophilus, sendo considerado a segunda cultura starter mais
importante nesse sentido, pois é tradicionalmente usado como cultura priméria na
fabricacdo de queijos, como os queijos Emmental, Gruyere, Parmigiano, Grana,
Mozzarella e Cheddar, além de ser utilizado na elaboracdo de iogurte. J&4 o
Leuconostoc possui uma capacidade acidificante reduzida, sendo utilizado como uma
cultura secundaria nos produtos lacteos e em conjunto com outros microrganismos,
com a finalidade de fornecer qualidade organoléptica aos produtos lacteos. Além
disso, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e
Lactobacillus plantarum também podem ser usados como culturas adjuntas ou
secundarias com o objetivo de desenvolver sabor (Bruno; Carvalho, 2009).

Ao investigar um microrganismo para aplicagdo como cultura starter, a
capacidade acidificante € um fator importante a ser avaliado. Usualmente os autores
avaliam a capacidade de acidificagéo cultivando a BAL em leite, medindo o pH ao
longo do periodo de fermentacdo. No estudo desenvolvido por Terzic-Vidojevic et al.
(2015), apds 6h de incubacéo, 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, apos 12 h de fermentacdo (Badis et al., 2004; Franciosi et al., 2009;
Cabral et al., 2016; Salvucci et al., 2016; Araujo-Rodrigues et al., 2021). De acordo
com Salvucci et al. (2016), este rapido potencial de acidificacdo € importante na
elaboracéo de alimentos fermentados onde valores de pH mais baixos sao desejados
ndo apenas pelas propriedades organolépticas, mas também para prevenir o

crescimento de microrganismos patogénicos.
3.5.2 Propriedades proteoliticas
As BAL possuem um sistema proteolitico muito importante para a producédo de

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

um pré-requisito para o crescimento das BAL no leite, e subsequente degradacao das
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proteinas do leite, sendo um fator de grande importéncia na produc¢éo de queijos, por
exemplo (Forsythe, 2013).

O sistema proteolitico da BAL possui a capacidade de hidrolisar a caseina,
principal componente da proteina do leite. Logo, as proteinas sdo convertidas em
peptideos e depois em aminoacidos. Os aminoacidos Sao essenciais para o0
crescimento bacteriano, pois as BAL os utilizam como fonte de nitrogénio (Liu et al.,
2020; Kieliszek et al., 2021). Ademais, quando esses aminodacidos livres sdo
catabolizados, formam-se compostos de aroma volateis, incluindo, por exemplo,
acidos, aldeidos, alcoois e ésteres, ou compostos de enxofre (Agagindiz et al., 2022).

Nesse sentido, é importante frisar que os diferentes metabdlitos produzidos
pelas BAL séo responsaveis pelas propriedades organolépticas dos produtos lacteos
fermentados (Tulini et al., 2016). Na fabricacdo de queijos, por exemplo, 0s
aminoacidos oriundos da protedlise sdo 0s principais precursores de compostos de
sabor especificos (Motta; Gomes, 2015). Além disso, a protedlise também melhora a
digestibilidade dos produtos lacteos, o que € de interesse da industria de formulas
infantis (Garcia-Cano et al., 2019).

De acordo com Kieliszek et al. (2021), a atividade proteolitica das BAL varia
muito em relagdo as espécies. Entre 0s cocos, as espécies mais ativas sao
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 industria de laticinios, as espécies mais proteoliticamente
ativas sado 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 importancia da protedlise, diversos estudos tém
analisado a capacidade proteolitica das BAL e, usualmente, os testes sdo realizados
qualitativamente em agar leite. Em estudo desenvolvido por Breyer et al. (2021) foram
isolados microrganismos do leite de bufala 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 ndo demonstrou
atividade proteolitica em agar leite. Resultados similares foram encontrados por
Araujo-Rodrigues et al. (2021), pois de 11 Lactobacillus spp. isolados do queijo Serpa

DOP, somente 9 isolados demonstraram atividade proteolitica no agar leite. Ja Silva
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et al. (2020) verificaram que somente 18 BAL, de um total de 37 isolados de produtos
lacteos ovinos, demonstraram atividade proteolitica em agar leite que variou entre 1,5
a 23 mm. Nos estudos de Rzepkowska et al. (2017), ao determinarem o perfil
enzimatico usando APl ZYM, as BAL do género Lactobacillus, isoladas de soro de
leite bovino, apresentaram baixa atividade proteolitica, com excec¢do de Lactobacillus
fermentum S10, que apresentou alta atividade proteolitica. JA 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
proteolitica (~59% dos isolados) em agar leite.

3.5.3 Propriedades lipoliticas

As BAL apresentam propriedades lipoliticas, embora sejam consideradas
fracamente lipoliticas em relacdo as espécies dos géneros Penicillium e
Pseudomonas (Garcia-Cano et al., 2019). No entanto, essa atividade desempenhada
pelas BAL também contribui na promocé&o de propriedades importantes nos alimentos,
sendo de interesse na fermentagcao de vegetais, aplicacdes em alimentos assados e
desenvolvimento de sabor em produtos lacteos fermentados (Tanasupawat et al.,
2015).

O processo de lipdlise é responsavel pela hidrélise de triglicerideos do leite
gerando &cidos graxos livres, glicerol e intermediarios, como mono e diglicerideos
(Motta; Gomes, 2015; Agagunduz 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 lipdlise € um processo bioquimico importante, considerando
gue os acidos graxos livres que sdo gerados, sAo compostos sensoriais importantes
gue contribuem para o desenvolvimento do sabor do produto (Esteban-Torres et al.,
2014).

Nesse sentido, para a BAL starter a atividade lipolitica € muito interessante, por
qguebrar a gordura do leite durante a maturagao para induzir a produgéo de aroma sem
dar um sabor rancoso ao produto (Garcia-Cano et al., 2019; Yalcinkaya; Kilig, 2019).
Logo, o grau de lipdlise de uma BAL é um fator importante a ser investigado para
selecionar microrganismos utilizados como culturas starters.

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

estudos. Garcia-Cano et al. (2019) isolaram 137 BAL de produtos lacteos e usaram p-



19

nitrofenil acetato como substrato para analisar a atividade lipolitica. Os autores
verificaram que 50,3% dos isolados exibiram atividade lipolitica. Outros estudos
também utilizaram &gar tributirina para avaliar a atividade lipolitica (Carpiné et al.,
2010; Camaraetal., 2019; Silva et al., 2020; Araujo-Rodrigues et a., 2021). No entanto
também ha estudos que utilizam Tween-80 (Yalginkaya; Kili¢, 2019; Colombo et al.,
2020) e até mesmo banha de porco para detectar a atividade lipolitica (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 lipolitica, que foi
determinada através de API ZYM. J& Arauljo-Rodrigues et al. (2021) avaliaram a
atividade lipolitica de 11 BAL isoladas de queijo Serpa DOP e somente 4 BAL do
género Lactobacillus spp. demonstraram atividade enzimatica. Silva et al. (2020)
obtiveram resultados semelhantes, pois de 37 BAL isoladas de produtos lacteos
ovinos, somente 5 demonstraram atividade lipolitica em &gar tributirina, com halos
variando entre 7,30 a 15,4 mm. Resultados inferiores foram encontrados por
Yalcinkaya e Kili¢c (2019), tendo em vista que apenas 8 isolados, de um total de 73
BAL isoladas de azeitonas, apresentaram resultados positivos em agar contendo
Tween-80. Os autores ainda avaliaram de maneira quantitativa a atividade lipolitica,
gue foi medida entre 0,2 e 1,09 U/ml, em 27 isolados e, consideraram que apesar da

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

3.6 Propriedades funcionais das BAL

Além de desempenhar propriedades tecnolégicas, as BAL também tém sido
amplamente estudadas em relagdo ao seu potencial probidtico (Ghahremani et al.,
2015; Dlamini et al., 2019; Reuben et al., 2020; Breyer et al., 2021, Mohammed; Con,
2021; Rodrigues et al., 2021). Probiéticos séo definidos como "microrganismos Vvivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a
saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Inclusive, € importante ressaltar que
juntamente com espécies do género Bifidobacterium, diversas espécies de BAL ja
foram reconhecidas como probidticas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA, 2020). Os microrganismos probiéticos estdo em evidéncia na atualidade,
devido aos beneficios que promovem a saude do consumidor (Syngai et al., 2016;
Roobab et al., 2020; Gonzélez-Gonzélez et al., 2022; Lee et al., 2022).
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Para um microrganismo ser considerado probiético, ele deve ser capaz de
exercer um efeito benéfico sobre os hospedeiros, deve ser ndo patogénico e néo
toxico, ser capaz de sobreviver e metabolizar no ambiente intestinal, além de ser
estavel sob condigbes de armazenamento (FAO/OMS, 2002). Destaca-se que para
selecdo de microrganismos funcionais, a capacidade de sobrevivéncia do
microrganismo ao tratogastrointestinal (TGI) do hospedeiro e a capacidade de aderir
as células epiteliais sdo fatores importantes que devem ser avaliados. Essa
capacidade permite a eliminacdo competitiva de microrganismos patogénicos no
intestino, favorecendo a colonizagdo e modulagcdo de substancias que produzem
efeitos benéficos ao hospedeiro (Lando et al., 2023). A capacidade de adesao pode
ser avaliada através de formacdo de biofilme in vitro (Stepanovic et al., 2004),
autoagregacdao (Zuo et al., 2019) e hidrofobicidade da superficie (Thapa et al., 2004).

Ademais, as BAL também podem fornecer beneficios a saude através de
compostos funcionais em alimentos, como exopolissacarideos (EPS), vitaminas,
peptideos bioativos e enzimas (Souza; Dias, 2017).

A producdo de EPS por BAL esta entre as propriedades funcionais mais
promissoras. EPS séo polimeros de acucar produzidos naturalmente com um papel
distinto e significativo, um dos quais é realcar o sabor e textura dos alimentos (Farid
etal., 2021). Além disso, ja foi relatado que os EPS possuem a capacidade de modular
a microbiota intestinal e a resposta imune do hospedeiro, tendo em vista que séo
capazes de interagir diretamente com receptores intestinais (Souza; Dias, 2017;
Gonzélez-Gonzélez et al., 2022).

As BAL também podem produzir vitaminas que possuem uma acao
neuroprotetora, um efeito que pode impedir o desenvolvimento e a progresséo de
doencas neurodegenerativas. O acido gama aminobutirico (GABA), principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central, € uma molécula que pode ser
produzida por BAL (Gonzélez-Gonzalez et al., 2022). Em estudo desenvolvido por
Kamiloglu (2022), 8 BAL isoladas de salsicha fermentada turca mostraram-se
produtoras de GABA, sendo Lactobacillus plantarum KS-25 o maior produtor. Ainda,
0s autores verificaram que os isolados foram produtores de EPS e mostraram
atividade antioxidante.

As BAL séo capazes de produzir B-galactosidase, uma enzima que ajuda a
hidrolisar a lactose antes de atingir o colon, onde sofre rapida degradacédo pela

microbiota. Sob determinadas condi¢cdes, essa enzima também pode sintetizar
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acucares complexos chamados galactooligossacarideos, conhecidos como
prebidticos (Fara et al., 2020; Lando et al., 2023).

Microrganismos funcionais também podem competir com patégenos por
nutrientes, secretando substancias como bacteriocinas, que eliminam ou reduzem a
presenca de patégenos (Tulini et al., 2016). Logo, a atividade antimicrobiana de BAL
frente a microrganismos patogénicos € um tema de relevancia para a industria.

3.6.1 Biopreservagéo de alimentos

As BAL sao importantes na biopreservagao de alimentos, tendo em vista que
sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos. Essa inibicdo
exercida pelas BAL esta relacionada com a produgédo de compostos antimicrobianos,
nomeadamente acidos organicos, acido propionico, acido benzadico, diacetil, acetoina,
peroxido de hidrogénio, acidos graxos e bacteriocinas (Tulini et al., 2016).

De acordo com Bartkiene et al. (2020), a biopreservacdo de alimentos € a
designacédo dada para os procedimentos e estratégias utilizados para a preservacéo
de alimentos usando microrganismos seguros nao patogénicos selecionados. Esses
microrganismos protetores atuam prevenindo o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis, protegendo os alimentos contra desenvolvimento de bolores e
deterioracdo bacteriana, aumentando o prazo de validade dos alimentos, além de
melhorar a seguranca dos produtos.

Dentre os microrganismos que podem ser utilizados, as BAL destacam-se por
produzirem metabdlitos antimicrobianos e por serem reconhecidas como seguras para
a saude humana e além disso, estdo presentes em diversos produtos alimenticios
como microbiota natural desejavel (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). Varios deles examinaram um efeito antagbnico da BAL contra
espécies bacterianas indicadoras.

De acordo com Coman et al. (2014), os testes de antagonismo envolvem a
deteccéo da inibicdo do crescimento de uma cepa indicadora causada pela bactéria
em estudo. Atanasova et al. (2014) testaram a atividade antimicrobiana de BAL contra
alguns patégenos 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 varios patégenos. Ja nos
estudos desenvolvidos por Cui et al. (2018), 12 BAL isoladas de queijo artesanal
demonstraram atividade antibacteriana de amplo espectro contra bactérias
enteropatogénicas 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, bufala e cabra foram testados quanto a atividade antimicrobiana. Apenas trés
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 antifungica. Nos estudos desenvolvidos
por Rzepkowska et al. (2017) foi avaliada a atividade antagdnica 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 familia Enterobacteriaceae do que para as cepas de Listeria
monocytogenes, tendo em vista que se obteve zonas de inibicdo maiores para
Escherichia coli ATCC 10536 (7,5 = 0,33 mm) e menores para Listeria monocytogenes
ATCC 15313 (4,66 = 0,33 mm). Ja nos estudos de Sousa et al. (2020), a maioria dos
isolados néo foi capaz de inibir o crescimento de patégenos, 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 Prospeccéo de novas BAL como culturas autéctones
Historicamente, os humanos produziam alimentos fermentados utilizando a

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

fermentada ou produto previamente fermentado, como indculo para reiniciar a
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fermentacdo (Zotta et al., 2021; Gonzéalez-Gonzélez et al., 2022). Isso levou a perda
de diversidade microbiana natural em favor de um namero menor de microrganismos
adaptados a determinadas condi¢cdes ambientais, em contrapartida também garantiu
um certo controle sobre o processo de fermentacédo e reprodutibilidade (Gonzéalez-
Gonzélez et al., 2022).

Hoje em dia, fermentacfes espontaneas e ndo espontaneas sdo usadas na
elaboracdo de produtos (Gonzalez-Gonzalez et al., 2022). Destaca-se que produtos
obtidos por meio da fermentacdo espontanea sao uma fonte para o isolamento de
novos microrganismos com propriedades tecnoldgicas e funcionais (Tamang et al.,
2016). Ja para as fermentacdes ndo espontaneas, 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 fermentacéo de alimentos € uma técnica
muito antiga, considerando que produtos lacteos fermentados, como iogurte e queijo,
apareceram na dieta humana ha cerca de 8.000 a 10.000 anos (Bintsis, 2018). Nesse
contexto, prospectar BAL de alimentos fermentados é uma alternativa interessante
para obtengéo de culturas starters autoctones.

Uma cultura starter autoctone consiste em uma cepa ou um grupo de cepas
microbianas bem adaptadas ao processo tecnoldgico, isoladas e selecionadas do
produto original (Aradjo-Rodrigues et al., 2021). As BAL autéctones podem fornecer
um meio de promover a qualidade e a seguranca dos produtos alimentares
fermentados tradicionais, além de minimizar a perda de caracteristicas tipicas do
produto que uma cultura comercial poderia causar (Camara et al., 2019).

Na literatura h&d muitos estudos que visam avaliar a seguranca e as
caracteristicas tecnoldgicas de BAL isoladas de variedades de queijos (Pavunc et al.,
2012; Terzic-Vidojevic et al., 2015; Cabral et al., 2016; Camara et al., 2019; Araujo-
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; Kamiloglu, 2022; Milani et al.,, 2024) e vegetais
fermentados (Beganovic et al., 2014; S4ez et al., 2018; Merabti et al., 2019), a fim de
selecionar estas bactérias como culturas starters autéctones.

Ao avaliar as caracteristicas tecnoldgicas de uma cultura starter autéctone, a
capacidade de acidificacdo € uma das propriedades mais importantes das BAL

starters. Na fabricacdo de queijos, uma rapida diminuigédo do pH é considerada crucial,
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pois é essencial para a coagulacao, firmeza da coalhada e controle de microrganismos
indesejaveis (Ribeiro et al., 2013).

Além disso, o estudo da atividade enzimatica do microrganismo também é
essencial. Na producdo de um queijo por exemplo, as BAL desempenham um papel
importante nos eventos bioquimicos que ocorrem durante a maturacdo, como a
protedlise e a lipdlise, que contribuem significativamente para o desenvolvimento de
sabor e aroma (Abarquero et al., 2023). As BAL também s&o conhecidas por
produzirem substancias que possuem atividade antimicrobiana (Bintsis, 2018). A
principal atividade antimicrobiana das BAL se deve a producédo de acidos organicos e
bacteriocinas que impedem o crescimento de microrganismos patogénicos 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, acetoina 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 gas.
Quando essa producdo é indesejada, ocorre o aparecimento de rachaduras em
queijos, resultando em perdas financeiras para a industria de laticinios (Porcellato et
al., 2015). Enquanto em outros produtos a producéo de gés é desejavel e necessaria,
aumentando assim o numero e/ou o tamanho das olhaduras em queijos como, por
exemplo, Gouda, Edam e Danbo (Fréhlich-Wyder et al., 2013; Pedersen et al., 2013).

Devido as possiveis aplicagfes das BAL starters, estas devem ser capazes de
tolerar diferentes condi¢cdes adversas, como desafios 4cidos e osmoticos, estresses
térmicos e congelamento, encontrados na producdo industrial e durante o
armazenamento de preparacdes e alimentos (Reale et al., 2015). Na producgao de
qgueijos, por exemplo, as BAL sao expostas a diferentes temperaturas e altas

concentragdes de sal e devem tolerar essas condi¢des (Ribeiro et al., 2013).

3.8 Desenvolvimento de novos produtos a partir de culturas autoctones

O desenvolvimento de produtos fermentados com culturas autoctones vem se
tornando uma realidade e tem ganhado destaque crescente nos ultimos anos (Lima
et al.,, 2022). Ademais, o uso dos microrganismos autoctones é interessante,
considerando que isso possibilita elaborar um produto tipico mantendo as

caracteristicas sensoriais originais desejadas (Mangia et al., 2013).
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Os alimentos fermentados estdo em evidéncia devido ao conhecimento dos
mecanismos envolvidos na promocao da saude (Rezac et al., 2018). De acordo com
Rastogi et al. (2022), os alimentos fermentados possuem propriedades Unicas, como
propriedades probidticas, antimicrobianas, antioxidantes, producdo de peptideos,
entre outras propriedades que proporcionam beneficios a salde dos consumidores.

Além das questdes relacionadas a saude, os novos produtos fermentados
devem possuir qualidade nutricional, além de ter uma associacdo com impactos
ambientais minimos, também devem buscar promover o desenvolvimento econémico
e social (Lima et al., 2022). Estima-se que até 2030, a producao de alimentos por meio
da biotecnologia deve crescer em pelo menos 50%, impactando na geragéo de novos
produtos e na preservacéao de alimentos e bebidas tradicionais (Omolulu et al., 2020).
Portanto, estratégias para elaborar produtos através da fermentacdo e o uso de
microrganismos autéctones resultam em produtos inovadores, que podem impulsionar

a economia de um local.

3.8.1 Queijo colonial artesanal

A producédo de queijos no Brasil se iniciou, possivelmente, com os queijos
originados de Portugal (Araudjo et al., 2020). ApGs isso, diferentes tipos de queijos
foram desenvolvidos no pais, com destaque para o estado de Minas Gerais como 0
maior produtor de queijos no Brasil. Além dele, estados como Goias, Sado Paulo,
Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte, Parana, Santa Catarina,
Para e Rio Grande do Sul j& sdo regifes conhecidas pela tradicdo na producédo de
gueijo (SENAR, 2022).

Os queijos sdo um produto que tem grande importancia econdmica, social e
cultural no estado do Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2021). Trata-se de uma
importante heranca cultural da colonizacdo, pois o saber-fazer foi transmitido de
geragcdo em geracgao entre os descendentes de imigrantes europeus (Ambrosini et al.,
2020). Alem 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 familias (Braccini et al., 2020; Piecha; Zanini, 2023).

Hoje em dia, no estado do Rio Grande do Sul destacam-se o0 queijo colonial, 0
gueijo colonial temperado, 0 queljo serrano e 0s queijos artesanais (SEBRAE, 2023).
Dentre eles o queijo artesanal é muito difundido, pois é produzido em pequenas
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propriedades com condi¢cfes artesanais de fabricacdo, resultando em produtos com
caracteristicas Unicas (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 prépria fazenda,
com meétodos tradicionais, com vinculagdo de territorio de origem, conforme
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade estabelecido para cada tipo e
variedade, sendo permitida a aquisicdo de leite de propriedades rurais préximas,
desde que atendam a todas as normas sanitarias pertinentes (Rio Grande do Sul,
2021).

Cada tipo de queijo possui um processo de producdo especifico, tempo de
coagulacéo, ingredientes, tempo de maturacdo, microbiota natural autéctone, entre
outros aspectos que caracterizam o produto final. Sdo essas diferencas entre as
variedades de queijos artesanais que mantém as caracteristicas Unicas do produto e
os diferenciam dos produtos industrializados (Margalho et al., 2020; Jesus Filho et al.,
2023). Além disso, ha 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 o0s queijos produzidos
com leite bovino. Enquanto isso, queijos produzidos com leite oriundo de outras
espécies ficam mais restritos a locais onde h& a criacdo desses rebanhos.

Além disso, é importante frisar que microrganismos autéctones podem ser
isolados de produtos como o queijo artesanal. Estes podem ser identificados,
caracterizados e estudados como culturas starters autéctones, o que possibilita sua
aplicacdo na elaboracdo de produtos tipicos, mantendo caracteristicas originais e
sensoriais desejadas (Mangia et al., 2013). Nesse contexto, encontram-se alguns
estudos na literatura envolvendo o isolamento, a avaliacdo de seguranca e a
caracterizacdo tecnolégica das BAL autdctones, bem como sua aplicagcdo em
produtos, como queijo Parmeséo (Santos, 2015) e queijo mucarela de bafala em Sao
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 regido Sudoeste do Paranad. Percebe-se uma lacuna a ser
investigada em relacdo aos queijos do estado do Rio Grande do Sul, especialmente
no que tange utilizar os microrganismos autéctones para produzir produtos

semelhantes as caracteristicas originais.
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3.8.2 Leite fermentado

Produtos lacteos fermentados sdo considerados os primeiros alimentos
funcionais (Abdel-Hamid et al.,, 2019). Ha uma demanda crescente por esses
alimentos, com destaque para os laticinios fermentados, em funcéo dos beneficios
nutricionais e a saude (Aguilar-Toal& et al., 2017; How et al., 2022).

Destaca-se que a Instrucdo Normativa n° 46/2007, de 23 de outubro de 2007,
define leite fermentado como “produtos adicionados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulagdo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou n&o de outros produtos lacteos, por fermentacéo lactica mediante agcdo
de cultivos de microrganismos especificos”. A Instrucdo Normativa ainda traz as
denominacgfes dadas aos produtos lacteos fermentados: iogurte, leite fermentado,
kefir, leite acidéfilo, kumys e coalhada (Brasil, 2007).

Dentre os lacteos fermentados, o leite fermentado € um produto de interesse
dos consumidores por ser facil de consumir. Para a elaboracéo do leite fermentado,
as BAL sao usualmente incorporadas ao leite para fermentacéo (How et al., 2022). O
processo de fermentacdo ocorre com o nivel de pH diminuindo gradualmente a
medida que o &cido lactico se acumula com a fermentacdo da lactose. Depois que 0
pH reduz para atingir o ponto isoelétrico da caseina, a caseina precipita, causando a
formacao de coagulos. Ao final desse processo, sdo produzidas moléculas organicas
como acetaldeido, diacetil, acido acético e etanol, melhorando o perfil de sabor
(Agaglnduz et al., 2022; Bintsis; Papademas, 2022).

De acordo com Bintsis e Papademas (2022), os leites fermentados
comercializados hoje em dia séo fabricados usando leite pasteurizado, praticas mais
higiénicas e uma mistura de culturas starters definidas, o que visa garantir a seguranca
do alimento. No entanto, o uso do leite tratado termicamente e de culturas starters
definidas causam uma reducdo na diversidade microbiana. Nesse contexto, ha
estudos que buscam elaborar leites fermentados utilizando culturas adjuntas isoladas
da microbiota autéctone, a fim de “devolver’ a diversidade perdida e manter
caracteristicas 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 caracteristicas tecnoldgicas para serem usadas na fabricacao
do leite fermentado Raib, preservando suas caracteristicas tradicionais. Ja no estudo
de Sarhir et al. (2023), o leite fermentado tradicional marroquino “Lben” foi fabricado
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usando fermentos autdctones de forma isolada e em conjunto (Lactococcus lactis
subsp. lactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides). Os autores
concluiram que ao utilizar a cultura mista o leite fermentado exibia um perfil volatil
satisfatorio e aceitdvel em comparacdo com o Lben produzido com linhagens unicas.

Além disso, hd uma ampla gama de estudos que, além de estudar as
caracteristicas de fermentacéo e do produto elaborado, também avaliam as atividades
biolégicas 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-inflamatéria (Santiago-Lopez et al., 2019; Khakhariya
et al., 2023), demonstrando assim inumeros beneficios desses produtos a saude do
consumidor.

Ademais, destaca-se que o leite de varias espécies de mamiferos pode ser
utilizado para a fabricacdo de leite fermentado, mas o leite de vaca € a base para a
maioria dos produtos lacteos fermentados em todo o mundo (Bintsis; Papademas,
2022). No Brasil, o leite de bufala é o segundo leite mais consumido e, considerando
gue é um produto que vem crescendo ao longo dos anos, ha uma lacuna a ser

pesquisada em relacdo aos produtos lacteos fermentados de origem bubalina.

3.9 Hidrolisados bioativos a partir de proteinas alimentares

A hidrélise das proteinas é um tema que vem sendo amplamente estudado,
tendo em vista que os hidrolisados produzidos podem apresentar importantes fun¢oes
bioldgicas, que sdo atribuidas aos peptideos originados durante a hidrélise (Ahangari
et al., 2021). Apesar de alguns peptideos bioativos existirem naturalmente, a grande
maioria dos peptideos bioativos conhecidos sdo fragmentos proteicos liberados
através da hidrélise de proteinas, ou seja, estes peptideos néo apresentam atividades
biolégicas enquanto parte da proteina precursora (Sanchez; Vazquez, 2017).

A producéo de hidrolisados bioativos a partir de proteinas pode ser realizada
por hidrélise enzimatica, usando enzimas proteoliticas, ou através de bioprocessos
microbianos, onde 0 microrganismo secreta proteases durante seu crescimento, que
atuam na hidrélise do substrato proteico (Samaranayaka; Li-Chan, 2011). No ambito
de bioprocessos microbianos, destacamos as BAL, pois durante a fermentacao do
leite, estas produzem enzimas proteoliticas através da degradacao parcial da caseina
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(Rodriguez-Figueroa et al., 2010), o que pode desencadear na hidrolise da proteina
em aminoacidos e peptideos bioativos (Ashokbhai et al., 2022).

H& um crescente interesse cientifico nos peptideos bioativos oriundos da
hidrdlise da proteina do leite, tendo em vista que h& evidéncias que indicam que esses
peptideos podem ser uma ferramenta valiosa contra diferentes doencas humanas
(Aguilar-Toala et al., 2017). Por exemplo, estudos in vitro e in vivo demonstraram que
0s peptideos bioativos possuem atividades biolégicas, como atividade antioxidante
(Abdel-Hamid et al., 2017; Aguilar-Toala 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-inflamatdria (Aguilar-Toal& et al., 2017), antimicrobiana (Ashokbhai et
al., 2022) e atividade antidiabética (Khakhariya et al., 2023).

3.9.1 Capacidade antioxidante

Os radicais livres sdo produzidos em condi¢fes fisioldgicas normais, mas
guando estes sao produzidos em excesso e a capacidade antioxidante do organismo
ndo € capaz de inativa-los, ocorre o estresse oxidativo. Através desse processo
geram-se as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que podem causar estresse
oxidativo e nitrosativo, respectivamente. O estresse oxidativo contribui para diversas
doencas cronicas e degenerativas, como esclerose mdultipla, cancer, doencas
cardiovasculares, doencga de Parkinson e doenca de Alzheimer (Gu; Wu, 2016; Zhu et
al., 2022).

Muitas reacbes de oxidacdo também envolvem varios componentes
alimentares, como carboidratos, proteinas e lipidios. Por exemplo, a oxidacao lipidica
resulta em rango e deteriora a qualidade dos alimentos. Além disso, a oxidacao lipidica
causa o desenvolvimento de cor escura indesejavel, sabores e odores desagradaveis,
0 que resulta em um prazo de validade reduzido de alimentos que contém gordura
(Sah et al., 2016). Nesse contexto, a prevencado da oxidacao lipidica € um desafio para
a industria.

Um antioxidante € um composto quimico que pode interromper reacdes em
cadeia de radicais, eliminando espécies reativas, incluindo espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio, evitando a formacgéo de oxidantes reativos e inibindo processos
como a peroxidacao lipidica em alimentos (Sah et al., 2016). A industria tem utilizado

antioxidantes sintéticos na producéo de alimentos, contudo efeitos adversos a saude
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humana tém sido reportados. Aliado a isso, 0os consumidores tém demonstrado
preocupacdo com a saude 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 peptideos bioativos sao de
relevante interesse. Estes exercem sua atividade através da transferéncia de
hidrogénio e da doacédo de elétrons para moléculas oxidantes (Lorenzo et al., 2018).
Experimentos in vitro sdo empregados para avaliar a inativacdo de radicais livres.
Dentre eles, destaca-se a inativacao do radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
acido sulfénico (ABTS) e do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

O potencial antioxidante de hidrolisados proteicos e peptideos também pode
ser avaliado através da capacidade em quelar e/ou reduzir ions metélicos
(Nwachukwu; Aluko, 2019). O poder redutor esta relacionado a habilidade do
antioxidante em reduzir compostos intermediarios oxidados que podem contribuir para
peroxidacgéo lipidica (Liu et al., 2017). Outro ensaio que pode ser utilizado tem a
finalidade de mensurar a capacidade do antioxidante em quelar ions ferrosos (Fe?*)
(Alam et al., 2013).

Nesse contexto, Aguilar-Toala et al. (2017) elaboraram leites fermentados com
cepas de Lactobacillus plantarum e investigaram as bioatividades dos extratos brutos
e fragOes peptidicas obtidas desse produto. Os autores observaram que o extrato
bruto dos leites fermentados apresentou maior capacidade antioxidante (variando de
~100 a 270 ymol/L de equivalentes de Trolox pelo ensaio ABTS, e de ~250 a 350 umol
de equivalentes de Trolox pelo ensaio que determina a capacidade de absorcéo de
radicais de oxigénio - ORAC) do que as fracfes peptidicas. J& 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 soluvel
em 4gua e seu filtrado. Contudo, o filtrado apresentou maior atividade antioxidante do
que o extrato sollvel, sugerindo que pequenos peptideos tém maior atividade
antioxidante (Abdel-Hamid et al., 2019). Ha 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

gue utilizam Lactococcus lactis sdo mais escassos (Liang et al., 2022).

3.9.2 Potencial anti-hipertensivo
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Diversas rotas bioquimicas que interagem entre si sao responsaveis por
controlar a presséo arterial, com destaque para o sistema renina-angiotensina que é
fundamental nesta regulacdo. Durante a regulacdo normal da pressao arterial, a
renina converte o angiotensinogénio em um fragmento de peptideo inativo chamado
angiotensina |I. Em seguida, a enzima conversora de angiotensina (do inglés
angiotensin converting enzyme - ACE), converte angiotensina | em angiotensina Il. A
ACE também é capaz de degradar a bradicinina, um vasodilatador (Aluko, 2015).
Portanto, farmacos capazes de inibir a acdo da ACE séo foco de investigacao.

Diferentes hidrolisados proteicos e peptideos foram avaliados quanto a sua
potencial aplicagdo como precursores de peptideos inibidores da ACE (Gu; Wu, 2016).
O potencial anti-hipertensivo é avaliado, geralmente, através da capacidade de inibir
a atuacao da ACE, in vitro (Bechaux et al., 2019).

Inimeros farmacos que sao utilizados como inibidores da ACE para tratar a
hipertensao arterial podem ter efeitos adversos no paciente, como angioedema e
tosse seca. Logo, biomoléculas que possuem um numero reduzido de efeitos
colaterais sdo de crescente interesse. Nesse contexto, os peptideos obtidos através
de hidrolise de proteinas 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 a sua atividade inibidora da ACE. Os
autores observaram que a atividade inibitéria da ACE aumentou de 0 a 48 h em ambas
as culturas lacticas, sendo que 09 exibiu maior atividade inibitoria da ACE (76,75%)
do que LBF (73,93%), no periodo de 48 h. J& Khakhariya et al. (2023) avaliaram a
ACE de leite de camelo e de bufala fermentado com Lacticaseibacillus paracasei
(M11) e Saccharomyces cerevisiae (WBS2A). Os autores observaram que o leite
fermentado de bufala e de camelo apresentou atividade inibitoria da ACE variando de
45,77 — 76,73% e 46,56 — 80,74%, respectivamente, durante 12 — 48 h. Os niveis
maximos de atividade inibitéria da ACE foram encontrados no leite fermentado de
bafala e de camelo as 48 h, 76,73% e 80,74%, respectivamente. Por sua vez, Abdel-
Hamid et al. (2017) avaliaram a ACE de peptideos gerados a partir de proteinas do
leite de bufala por hidrélise enzimatica utilizando papaina, pepsina ou tripsina.

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

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

4.1. Leite de bufala

O leite de bufala utilizado neste trabalho foi coletado na Estagdo Experimental
Agrondmica (EEA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
localizada em Eldorado do Sul/RS. A obtengdo do leite de bufala seguiu as Boas
Préaticas Agropecuarias (BPA), através de uma ordenha mecéanica (Domenico, Motta,
2022). As amostras foram acondicionadas em recipientes estéreis e em caixas
isotérmicas para transporte. O leite de bufala foi encaminhado para o Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) para producgéo do soro
de leite de bufala e para o Laboratorio da Planta de Laticinios do Instituto Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA) para producéo do queijo colonial de bufala.

4.2. Producao do soro de leite de bufala

Para obter o soro de leite de bufala, 1 litro de leite cru de bufala foi aquecido
até 40 °C e foi adicionado coagulante liquido HA-LA (5 mL diluido em 25 mL de agua)
e cloreto de célcio (0,5 g). Apds 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. Analises fisico-quimicas do soro de leite de bufala

O soro de leite de bufala foi liofilizado no ICTA e encaminhado para a empresa
Sooro Renner Nutricdo S/A que realizou a caracterizacao fisico-quimica. A gordura,
acidez, proteina, lactose, pH, umidade, cinzas, cloretos, sodio e potassio foram
determinados de acordo com o Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos
de Origem Animal do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
(Brasil, 2019).

4.4. Analises microbiolégicas do soro de leite de bufala

Para a caracterizagdo microbiolégica do soro de leite de bufala foi empregada
a Instrucdo Normativa n° 30/2018 (Brasil, 2018). Um total de 1 mL da amostra de soro
de leite de bufala foi diluida em 9 mL de solugéo salina estéril (0,85%), e seis diluicdes
seriadas foram realizadas, em triplicata. Para a contagem dos microrganismos

mesofilos, cada diluicdo foi plagueada em meio de cultura Plate Count Agar (PCA;
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Kasvi, Sdo 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 diluigdo utilizado em
UFC/mL. A contagem de coliformes totais e termotolerantes foi realizada em agar
violeta vermelho bile (do inglés violet red bile agar (VRBA); Biolog, Belo Horizonte,
MG, Brasil), ap06s incubacéo a 37 °C por 24 h. Para provas confirmativas de coliformes
totais, as colonias suspeitas foram inoculadas em caldo verde brilhante bile 2% lactose
(LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) e incubadas a 37 °C por 24 a 48 h. Para confirmacéao
da presenca de coliformes termotolerantes, foi realizada a inoculagédo de colbnias
suspeitas em caldo EC (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), incubados em 45
°C, em banho-maria, por 24 a 48 h.

A contagem de Staphylococcus coagulase positivo foi obtida pela técnica de
plagueamento das diluicdes seriadas em agar Baird Parker (BP; Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra), incubado a 37 °C por 30 a 48 h. Coldnias tipicas 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, Franca) e a segunda em caldo Fraser (Merck, Darmstadt, Germany), ambas
incubadas a 30 °C por 24 h. O isolamento foi realizado em agar Oxford (AO; Himedia,
Mumbai, india), incubado a 30 °C por 24 h. A presenca de colonias escuras rodeadas
por halo negro indica a presenca de Listeria monocytogenes. Foi realizada a Pesquisa
de Salmonella sp. com pré-enriquecimento em solugdo salina peptonada 1%
tamponada a 37 °C 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, india), incubados em banho-maria a 41 °C por 24 h. O isolamento
foi realizado em &gar Xylose Lysine Desoxycholate (XLD; Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil), incubado a 37 °C por 24 h. A presenca de coldnias vermelhas

com ou sem centros pretos indica a presenca de Salmonella sp.

4.5. Contagem, selecéo e isolamento de BAL do soro de leite de bufala

Para a contagem e o isolamento de BAL, foi realizado o plaqueamento das
diluicbes seriadas em &gar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS; Merck, Darmstadt,
Germany) e agar 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. Coldnias com caracteristicas morfologicas de BAL foram
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selecionadas e caracterizadas preliminarmente através da coloragédo de Gram e teste
da catalase. Apenas as culturas Gram-positivas e catalase negativa, caracteristicas
de BAL, foram selecionados e encaminhadas para identificagao.

4.6. Identificacao de isolados bacterianos por MALDI-TOF/MS

As culturas selecionadas foram identificadas por espectrometria de massa
Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight (MALDI-TOF) através da
técnica de transferéncia direta. Essa técnica consistiu na deposi¢cdo de uma pequena
quantidade de amostra da cultura, previamente isolada em placa com agar MRS,
sobre um spot na placa alvo do MALDI-TOF e em seguida, a amostra foi coberta com
matriz 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA). As andlises foram realizadas em
MALDI Biotyper 4.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Alemanha) e ap0s o espectro da
amostra ser obtido, o software MBT RTC (Real Time Classification) identificou a
melhor correspondéncia comparando com 0s espectros armazenados no banco de
dados do equipamento, gerando assim resultados com diferentes escores de
confiabilidade. Escores 22.000 indicam identificagdo em nivel de espécie, um escore
de 1.700 a 1.999 indicam identificagdo em nivel de género e um escore <1.700 foi

interpretado como sem identificacéo.

4.7. Avaliacdo da atividade enzimatica

A verificacdo das propriedades enzimaticas das BAL foi realizada de acordo
com Bogo et al. (2017), com modificacdes. Para a atividade proteolitica, as culturas
bacterianas foram inoculadas em agar-leite (4gar triptona de soja — TSA (Kasvi, Sao
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 colénia identificou atividade enzimatica e
os resultados foram expressos em milimetros (mm). Para a atividade lipolitica, os
isolados bacterianos foram inoculados em meio de cultura agar tributirina [peptona (5
g/L), agar (15 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e tributirina (10 mL/L)] e incubados a
temperatura de 30 °C por 48 h. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi usada como
controle positivo. O aparecimento de zonas claras ao redor da colbnia representou
atividade enzimatica e os resultados foram expressos em milimetros. Para verificacdo
da producéo de lecitinase as bactérias foram inoculadas em agar BP, suplementado

com emulsdo de gema de ovo com telurito a 10% (NewProv, Pinhais, PR, Brasil). As



36

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 colbnias
foi indicativo de atividade enzimética e os resultados foram expressos em milimetros

(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 suspensao das culturas patogénicas em
solucéo salina estéril (0,85%), conforme a Escala de McFarland de 0.5 (108 UFC/ml).
Cada suspenséao foi espalhada com suabe sobre placas de agar Muller Hinton (MH;
BD, Franklin Lakes, EUA), e em seguida, as BAL foram inoculadas com agulha de
platina. A suscetibilidade dos patdégenos as BAL foi avaliada medindo-se o diametro
(mm) da zona de inibi¢cdo do crescimento bacteriano ao redor das BAL apdés incubacéao
a 37 °C por 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9 Avaliacao da inocuidade das BAL

Para a atividade hemolitica, os isolados foram inoculados em Columbia Blood
Agar (CBA; Himedia, Mumbai, india) suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado (New Prov) e incubadas a 37 °C até 48 h. As placas de agar sangue
foram examinadas quanto a sinais de B-hemolise (zonas claras ao redor das coldnias),
a-hemodlise (zonas em tons de verde ao redor das col6nias) ou y-hemdlise (sem zonas
ao redor das colonias) (Breyer et al., 2021). Para as hidrdlises 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 sequéncia, a atividade da gelatinase foi avaliada
analisando a consisténcia do meio. Os experimentos foram realizados em triplicata.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado como controle positivo para ambos o0s
testes (Dias et al., 2019).

4.10 Selecdo de um microrganismo
O presente estudo objetivou isolar BAL do soro de leite de bufala e caracterizar

estes microrganismos, para posteriormente selecionar o isolado com maior atividade
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proteolitica em &gar leite. Nesse contexto, foi selecionado 0 microrganismo
identificado pelo MALDI-TOF como Lactococcus lactis 32B4-1.

Na sequéncia deste estudo, a espécie Lactococcus lactis 32B4-1 foi confirmada
atraveés de identificacdo molecular, caracterizada quanto a sua producgéo de protease
e potencial probidtico. Além disso, Lactococcus lactis 32B4-1 foi aplicada como uma
cultura starter na producdo de um leite fermentado de bufala e, em associagdo com
Leuconostoc mesenteroides LB 5.5, na elaboracdo de um queijo colonial de bufala. A
BAL Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 foi isolada do leite bubalino em um estudo
anterior, no qual foram analisados sua inocuidade, propriedades tecnoldgicas e
potencial probiético (Breyer et al., 2021).

4.11 Identificagcado Molecular de Lactococus lactis 32B4-1

A identificagdo 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
extraido por extragdo de lise térmica (Dashti et al., 2009), e as rea¢Bes em cadeia da
polimerase (PCR) foram realizadas usando os primers universais 27F (5-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3") e 530R (5'CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3), em
25 pL de reagdo usando 1 U Platinum Tag DNA polimerase (Thermo Fischer
Scientific), 20 mM dNTP, 50 mM MgCI 2 e 10 pmol de cada primer. As condi¢cbes 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 amplificagbes foram confirmadas
durante eletroforese em gel de agarose 1,0%, apos purificacdo 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 reagfes de sequenciamento foram realizadas pela ACTGene Andlises
Moleculares Ltda (Porto Alegre, RS, Brasil). Os dados das sequéncias parciais de

16SrDNA foram analisados pelos softwares Genious e BLAST-NCBI.

4.12 Producao de protease utilizando Lactococcus lactis 32B4-1

Na sequéncia do estudo, a BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi selecionada para
producdo de protease por demonstrar a maior atividade proteolitica em agar leite
(22,67 £ 0,58 mm).
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A atividade proteolitica do isolado Lactococcus lactis 32B4-1 foi detectada
qualitativamente e quantitativamente. Para analise qualitativa foi utilizado o método
de hidrdlise de agar leite desnatado (Lim et al., 2019), com modificacBes. A bactéria
foi inoculada em agar MRS e incubada em aerobiose a 30 °C por 48 h. Posteriormente,
a BAL foi inoculada, através do método de picada, em agar leite preparado em
diferentes pH (4, 5, 6, 7 e 8) e incubada em diferentes temperaturas (25, 30, 37 e
45°C). A atividade proteolitica foi indicada pela ocorréncia de zona de hidrdlise clara
ao redor da colbnia. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para avaliagdo quantitativa, a BAL foi inoculada em agar MRS e incubada em
aerobiose a 30 °C por 48 h. Uma colonia da BAL cultivada foi transferida para o caldo
MRS. Para a preparacao dos inéculos, a cultura bacteriana foi diluida (1:100) em 100
ml de MRS (Mustafa et al., 2020) e incubada em diferentes condi¢des. A influéncia do
tempo de cultivo, pH inicial e temperatura de fermentagao na atividade da protease de
Lactococcus lactis 32B4-1 foi analisada através da abordagem denominada one-
variable-at-a-time (OVAT) em fermentacdo submersa (Rathod; Pathak, 2016). Os
experimentos foram realizados em Erlenmeyer, sem agitacdo. As condi¢bes de
fermentacdo no meio basico MRS foram otimizadas da seguinte forma: pH (5, 6 e 7),
temperatura (25, 30, 37 e 45 °C) e tempo de incubacéo (0, 2, 4, 6, 12, 16, 24, 30, 36,
48, 54, 72 h). Os cultivos foram centrifugados (10.000 x g, 20 min) e 0os sobrenadantes
usados como fonte de protease bruta para determinacéo da atividade proteolitica.

A atividade proteolitica foi verificada usando azocaseina como substrato
enzimético. O meio reacional foi constituido por 100 uL de tampéo Tris-HCI (100 mM,
pH 6,00), 100 pL de azocaseina (10 g/L preparada no mesmo tampao) e 100 uL da
enzima. Apods incubagdo a 37 °C por 30 min, as reac¢des foram finalizadas pela adig&do
de 600 uL de solucado de &cido tricloroacético (TCA; 100 g/L). Subsequentemente a
centrifugacéo (10.000 x g, 5 min), 800 yL do sobrenadante foram misturados a 200
ML de NaOH (1,8 M) e a absorbancia desta mistura mensurada a 420 nm em
espectrofotdbmetro (Lim et al., 2019). Uma unidade (U) de atividade proteolitica foi
definida arbitrariamente como a quantidade de enzima necessaria para aumentar 0,01
unidade de absorbancia nas condi¢des do ensaio (Daroit et al., 2009).

Ao avaliar o tempo de incubagdo também foi avaliada a densidade 6ptica (DO)
a 600 nm em espectrofotometro SP-220 e pH do meio com auxilio de phmetro de

bancada (PHS-3E-BI SATRA). Além disso, foi determinado o numero de células
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viaveis (UFC/mL) ao longo do periodo de incubacgéo, conforme descrito por Milles et
al. (1938).

4.13 Producéo de biofilme
Para producao de biofilme, o método descrito por Stepanovic et al. (2004) foi

empregado com modificagbes. A BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi previamente
cultivada em &gar M17, incubada a 30 °C por 24 h. Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 foi cultivado em agar TSA, incubado a 37 °C por 24 h. Apés o periodo de
incubagao, os isolados foram ressuspendidos individualmente em solucdo salina
estéril (0,85%) e ajustados de acordo com o padréo 0,5 da escala McFarland. O ensaio
foi realizado em placas de microtitulagcdo de poliestireno de fundo chato (96 pocos).
Para o controle negativo, a primeira coluna da microplaca foi inoculada apenas com
180 pL de caldo soja triptonada (do inglés soy tryptone broth - TSB). Para o controle
positivo, na segunda coluna os pocos foram preenchidos com 180 L de caldo TSB e
20 pL de suspensdes de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (Moura et al.,
2015). Para a bactéria em estudo, na terceira coluna os pocos foram preenchidos com
180 pL de caldo MRS e 20 pL de suspensdes bacterianas de Lactococcus lactis 32B4-
1. As placas de microtitulagdo foram incubadas em temperatura ambiente por 72 h
para permitir a adesao celular e formagéo de biofilme, conforme descrito por Borucki
et al. (2003). Apos a incubacédo, os pogos foram aspirados e as amostras lavadas trés
vezes com 200 pL de solucéo salina estéril (0,85%). A fixagdo bacteriana foi realizada
com 200 pL de metanol 99,8% (PA) por 20 min. O metanol foi entdo aspirado e as
microplacas foram invertidas e deixadas para secar durante a noite a temperatura
ambiente. O procedimento de coloragao foi realizado com 200 pL de Cristal Violeta
1% por 15 min, seguido de lavagem da placa com agua destilada estéril. Apos a
secagem da placa, as células bacterianas fixadas e coradas no fundo dos pogos foram
ressuspendidas em 200 pL de etanol 95% por 30 min e apds isso foi realizada a
quantificacdo dos biofilmes. A densidade optica (DO) do biofilme bacteriano foi
quantificada com o auxilio de um leitor de espectrofotbmetro de microplacas com
comprimento de onda de 600 nm (Anthos 2010 Tipo 17550 S. No. 17 550 4894). O
isolamento bacteriano foi classificado como: ndo formador de biofilme (DO < Doc),
fraca formacéo de biofilme (DOc < DO < 2 x Doc), moderada formagé&o 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 tolerancia a condi¢des do trato gastrointestinal

A tolerancia da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 as condi¢des 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 centrifugacdo de 6000 x g por
15 min. Os pellets foram lavados duas vezes com solu¢cdo de Phosphate bufferid
saline (PBS) 1X (pH 7,0) e depois ressuspendidos em &cido gastrico simulado
(Simulated Gastric Acid - SGA) (125 mM NacCl, 7 mM KCI, 45 mM NaHCOs, 3 g/L de
pepsina, pH 2,0) e incubados a 37 °C por 90 min. Em seguida, as suspensofes foram
colhidas por centrifugacdo de 6000 x 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 KCI, 7,6 mM NaHCOs3, 0,1%
de pancreatina e 0,15% de sais biliares, pH 8,0) e incubado a 37 °C por 150 min. Em
cada estagio da simulacao, aliquotas de 100 uL foram coletadas para determinacéo
das unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL), conforme descrito por
Milles et al. (1938). Para tanto, realizaram-se microdiluicbes seriadas em solugao
salina esteéril (0,85%), apds, 20 pL de cada diluicdo, 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 adesao de células
a goticulas de hexadecano. As culturas foram cultivadas em 10 mL de caldo MRS, por
24 h. Apés, 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 absorbancia foi medida a 600 nm e usada como valor de AO
para determinar a hidrofobicidade (%). Em seguida, 2 mL da suspensdo foram
misturados com 2 mL de n-hexadecano e agitados em vortex por 5 min. A mistura foi
separada em duas fases por 30 min. A absorbancia foi medida a 600 nm e usada
como o valor de Al. A porcentagem de hidrofobicidade da cepa aderida ao

hexadecano foi calculada usando a Equacgéo 01:

Al
Hidrofobicidade (%) = (1 - E) * 100 (01)
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4.16 Producao de leite fermentado de bufala

Para fermentacéo do leite de bufala foi utilizado Lactococcus lactis 32B4-1. A
BAL foi inoculada em caldo MRS, a 30 °C por 24 h, para obtencédo de inéculo de
concentracédo equivalente entre 108 a 108 UFC/mL.

Para a fermentacdo, o leite de bufala foi aquecido por 15 min a 90 °C em banho-
maria e resfriado até 40 °C. Apds isso, 100 mL de leite de bufala foram distribuidos
em Erlenmeyers esteréis. O leite de bufala foi inoculado com 2% (v/v) de Lactococcus
lactis 32B4-1 e depois incubado a 30 °C, sem agitacdo. Amostras de fermentacéo
foram coletadas em 0, 12, 24 e 48 h para analises.

4.17 Determinacado dos parametros de fermentacéo do leite de bufala

Os parametros da fermentacdo, como pH, acidez titulavel, contagem de células
viaveis e teste de sinérese, foram avaliados em 0, 12, 24 e 48 h.

O pH foi determinado utilizando um medidor de pH (PHS-3E-BlI SATRA). A
acidez titulavel (AT) foi determinada de acordo com How et al. (2022), com
modificagdes. As amostras de leite fermentado de budfala foram tituladas com NaOH
0,1 mol/mL usando fenolftaleina como indicador. O valor da acidez titulavel foi obtido
multiplicando o numero da acidez titulavel por 10. Estas determinagfes foram
realizadas em triplicata.

As contagens de células viaveis de Lactococcus lactis 32B4-1 em leite
fermentado de bufala foram determinadas usando o método de diluicbes em série
(Liang et al., 2022). Para a contagem das células viaveis, 100 yL de cada amostra
foram diluidos em 900 pL de solucdo salina estéril (0,85%, p/v) e seis diluicdes
seriadas foram realizadas, em triplicata. Para a contagem, cada dilui¢cao 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 diluicao utilizado em UFC/mL.

O teste de sinérese/separacdo de soro do leite fermentado de bufala foi
determinado de acordo com Mani-Lopez et al. (2014), com uma ligeira modificagéo
por aceleracéo centrifuga. O leite fermentado foi centrifugado por 5 minutos a 2.000 x
g a4 °C. Apés a centrifugacao, o soro foi coletado e pesado. A sinérese foi calculada

de acordo com a Equacgéo 02:

Z\;g ; 2100 (02)

Syneresis (%) =
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onde, WS era o0 peso do sobrenadante apds centrifugacdo e FM era o peso do leite

fermentado de bufala.

4.18 Analises fisico-quimicas do leite fermentado de bufala

As andlises fisico-quimicas do leite fermentado de bufala, apés 48 h de
fermentacdo, foram realizadas no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria
(LFDA). Foi avaliada a acidez através de titulometria (ISO 11869:2012), sdlidos totais
por micro-ondas (AOAC 2008.06), gordura por ressonancia magnética nuclear (AOAC
2008.06) e proteina em base umida pelo método de Kjeldahl (ISO 8968-1:2014).

4.19 Atividade antioxidante e anti-hipertensiva do leite fermentado de bufala

Amostras do leite fermentado de bufala em 0, 12, 24 e 48 h foram submetidas
a centrifugacédo a 10.000 rpm por 20 min a 4 °C (centrifuga Hettich ROTINA 420R)
para obter os extratos sollveis em agua (ESA). Estas amostras foram avaliadas
guanto a atividade antioxidante e atividade anti-hipertensiva.

4.19.1 Captura do radical 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)

A eliminagdo do radical ABTS do leite fermentado de bufala foi medida
colorimetricamente (Re et al., 1999). O radical ABTS foi preparado pela reacdo de 5
mL de ABTS (7 mM) com 88 uL de K2SO4 (140 mM). Esta solugcdo permaneceu no
escuro, em temperatura ambiente, por aproximadamente 16 horas antes do uso. A
solucéo radical ABTS foi entédo diluida com solugéo salina tamponada com fosfato (5
mM, pH 7,4) para atingir 0,700 (= 0,02) de absorbancia (Abs) a 734 nm. Para os
ensaios, 1 mL da solugdo ABTS ajustada foi adicionado as amostras de ESA (5 uL) e
Abs a 734 nm foi determinado apds 6 min. Os controles foram realizados utilizando
agua destilada em vez da amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os
resultados foram expressos como Porcentagem de captura, calculada conforme a

Equacao 03:

controle| — |amostra
Porcentagem de captura (%) = | il leOO (03)
|controle|
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4.19.2 Captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade de eliminacao de radicais do leite fermentado de bufala também
foi avaliada usando o radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995). O DPPH foi
dissolvido em metanol (60 uM) e 3,9 mL de solucdo DPPH foram adicionados ao ESA
(2 mL). Apés 1 h no escuro a temperatura ambiente, a absorbancia desta mistura foi
medida a 517 nm. Os controles foram realizados utilizando agua destilada em vez da
amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos

como Porcentagem de captura, calculada pela Equacéo 03.

4.19.3 Poder redutor

O poder redutor foi avaliado pela capacidade do leite fermentado de bufala
reduzir Fe3* a Fe?* (Zhu et al., 2006). Amostras de ESA (1 mL) foram misturadas com
2,5 mL de solugéo salina tamponada com fosfato (200 mM, pH 6,6) e 2,5 mL de
ferricianeto de potassio (10 mg/mL). Ap6s a incubag¢do (50 °C, 30 min), foram
adicionados 2,5 mL de solucdo 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
agua destilada e 0,5 mL de FeClz (1 g/L). A absorbancia foi mensurada a 700 nm apGs
10 min. Nos controles, foi utilizada agua 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 Fe?* do leite fermentado de bufala foi avaliada
misturando amostras de ESA (0,1 mL) com 3,7 mL de agua destilada, 0,1 mL de
FeSOa4 (2 mM) e 0,2 mL de ferrozina [3-(2-piridil)-5mM.5,6-bis(acido 4-fenil-sulfénico)
-1,2,4-triazina] (Chang et al., 2007). Abs a 562 nm foi mensurada ap6s 10 min. Os
controles foram realizados adicionando 4gua destilada em vez de leite fermentado.

Os resultados foram expressos como:

controle| — |amostra
Atividade quelante(%) = | Ul IXlOO (04)
|controle|
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4.19.5 Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina do leite fermentado
de bufala

O potencial anti-hipertensivo do leite fermentado de bufala foi avaliado, in vitro,
atraveés da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Cushman; Cheung;
1971). Aliquotas de ESA (20 pL) foram misturadas a 100 pL de solug¢do tamponada
contendo o substrato hipuril-histidil-leucina (8 mM; em tampao HEPES-HCI (50 mM)
contendo 300 mM NacCl, pH 8,3, 37 °C). Apos a adi¢édo de 40 pL da ACE (0,1 U/mL),
a mistura foi incubada a 37 °C por 30 min e entdo a reacao foi finalizada pela adicéo
de 150 pL de solucdo de HCI (1 M). Em seguida, o acido hipurico liberado pela acéo
da ACE foi extraido com 1 mL de acetato de etila e a fase organica transferida para
frasco de vidro para evaporagao. O material residual do frasco foi dissolvido com 800
uL de dgua destilada e a absorbancia da mistura resultante foi mensurada a 228 nm.
Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade inibitoria foi calculada pela

Equacao 05:

Inibicdo (%) = {1 — EZ‘:[B); x100} (05)

onde A é a absorbancia na presenca da enzima, substrato e ESA, B é a absorbancia
na presenca de substrato e ESA, sem enzima (substituida por tampéo), C € a
absorbancia na presenca de enzima e substrato, sem ESA (substituido por agua
destilada), e D é a absorbancia com substrato, mas sem enzima (substituida por
tampao) e ESA (substituido por &gua destilada).

4.20 Microrganismos usados como cultura starter do queijo colonial de bufala

Os microrganismos utilizados como cultura starter do queijo colonial de bufala
foram Lactococcus lactis 32B4-1, isolado do soro de leite de bufala (Lermen, no prelo)
e, Leuconostoc mesenteroides LB 5.5, isolado do leite de bufala (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 transferéncia sucessiva em caldo MRS a 37
°C antes do uso.
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4.21 Caracterizacao tecnoldgica da cultura starter autoctone

Os isolados Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5
foram avaliados quanto a utilizagdo de citrato, producao de gas sulfidrico (H2S) em
meio SIM, producdo de acetoina através do teste de Voges-Proskauer, producéo de
gas 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 producéo 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 suspenséo celular foi combinado com 0,5 ml de uma solucéo de
-naftol (1% p/v) e KOH (16% p/v) e incubado a 30 °C por 10 min. A producéo de diacetil
é indicada pela formacao de um anel vermelho no topo dos tubos.

Para a avaliagdo da producdo de EPS, as bactérias foram cultivadas em agar
vermelho congo (37 g/L de BHI, 50 g/L de sacarose, 10 g/L de agar 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 col6nias de coloragéo
preta, enquanto as néo produtoras, apresentaram crescimento de colonias com
coloracgéo rosa (Freeman et al., 1989).

A atividade enzimatica das BAL foi avaliada de acordo com Bogo et al. (2017),
com modificagdes. A atividade proteolitica foi avaliada através da inoculacdo dos
microrganismos em agar-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 proteolitica foi indicada por uma zona clara ao redor das colbnias. Ja para
a atividade lipolitica, as BAL foram inoculadas em meio de cultura agar tributirina
[peptona (5 g/L), agar (15 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e tributirina (10 mL/L)] e
incubados a temperatura de 30 °C por 48 h. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi
usado como controle positivo. A atividade lipolitica foi indicada por uma zona clara ao
redor das coldnias.

A atividade de acidificacao foi medida pela mudanga no pH ao longo do tempo.
Os isolados foram pré-cultivados em caldo MRS, 30 °C, por 24 h. Apoés, 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 agitacao.
O pH foi medido em 0, 6, 24 e 48 h de incubacdo 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 resisténcia 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
concentracfes de sal foi avaliada através da metodologia descrita por Milles et al.
(1938). Para tal, 100 pL foram coletadas e realizaram-se microdiluicbes seriadas em
solucdo salina estéril (0,85%), apds, 20 uL de cada diluicdo, em duplicata, foram
aplicados em placas de PCA. As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 h. Apds o
periodo de incubacdo, foi realizada a contagem em placas de PCA. Os resultados
foram expressos em UFC/mL.

Todos o0s experimentos referentes a caracterizagdo tecnologica foram

realizados em triplicata.

4.22 Avaliacéo de inocuidade da cultura starter autéctone

Os isolados Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5
foram avaliados quanto a atividade hemolitica e hidrélise 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 0s
testes (Dias et al., 2019).

Os microrganismos foram avaliados pelo método de difusdo em disco de Kirby-
Bauer contra os seguintes 10 antimicrobianos em concentra¢des de disco mostradas
entre parénteses: clindamicina (30 pg), ceftriaxona, (2 ug), cloranfenicol (30 ug),
vancomicina (30 ug), tetraciclina (30 pg), ciprofloxacina (15 pg), gentamicina (10 pg),
eritromicina (15 pg), ampicilina (10 ug) e penicilina G (10 pg) (LaborClin). Os in6culos
da cultura foram preparados por suspenséo do isolado em solucédo salina e ajustados
na faixa de 0,5 da Escala McFarland (1,5 x 108 UFC/ml). As suspensdes foram
inoculadas com suabe de algodao estéril sobre a superficie das placas de 4gar MH.
Os discos de antibidtico foram colocados manualmente na placa superficie 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 didametro da zona de
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inibicdo (mm) e classificados como resisténcia (R), suscetibilidade moderada (SM) ou
suscetibilidade (S) (Charteris et al., 1998).

4.23 Producéo das culturas starters autoctones

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 agitacdo. Na
sequéncia, os cultivos foram centrifugados a 10.000 rpm, por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi removido e os pellets foram ressuspendidos em solucéao liofilizadora
(40 g/L de leite desnatado Molico + 20 g/L de glutamato de sédio). Posteriormente, o
material fo liofilizado no Laboratério Planta Laticinio do ICTA. Apés, as culturas
liofilizadas foram ressuspendidas em leite, na proporcao 3:1 (Lactococcus lactis 32B4-

1:Leuconostoc mesenteroides LB 5.5) e utilizadas como culturas starters.

4.24 Avaliacao do leite de bufala empregado na producdo do queijo

Informagfes acerca do leite de bufala utilizado neste estudo estdo descritas no
item 4.1. Antes do leite de bufala ser usado na producdo de queijo, ele foi avaliado
guanto a sua composicao centesimal e qualidade higiénico-sanitaria.

Para determinar a composi¢ao centesimal do leite de bufala, foi utilizado um
analisador de leite (Akso Master Pro Touch), onde foram analisados gordura, extrato
seco desengordurado, proteina, lactose, densidade, sais, agua, ponto de
congelamento, temperatura, condutividade e pH.

Para avaliacdo da qualidade higiénico-sanitéria do leite de bufala, foi realizada
Contagem Padréo em Placas (CPP) em PCA, incubada a 37 °C por 48 h (ISO 4833-
1, 2013).

4.25 Producao de queijo colonial de bufala

Os queijos foram produzidos no més de mar¢o de 2024 no Laboratério Planta
Laticinio do ICTA, onde foi utilizado 5 L de leite de bufala para cada batelada de queijo.
O leite de bufala foi pasteurizado através do método de pasteurizacdo lenta, sendo
aquecido até a temperatura de 63 °C por 30 minutos, e foi resfriado em banho de agua
até atingir 32 °C. Para cada batelada de 5 L de leite bubalino foram adicionados: 2,5

g de cloreto de calcio diluido em 40 mL de agua destilada, coagulante liquido HA-LA
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(4 mL diluido em 40 mL de agua destilada), e os fermentos lacteos. Para o queijo
controle (Queijo 1) foi utilizado um fermentado lacteo comercial e para o queijo colonial
artesanal (Queijo 2) foi utilizado a cultura starter autoctone contendo Lactococcus
lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5. Os ingredientes foram
homogeneizados ao leite e aguardou-se o periodo de 50 minutos para coagulacdo
completa. ApGs a coagulacdo, 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 a camara de maturacdo, & uma temperatura de 13 °C. Os
queijos permaneceram enformados por um periodo de 16 horas, em que foram
prensados com um peso de aproximadamente 1,1 kg/queijo. No dia seguinte as pec¢as
foram retiradas das formas e foi realizada a salga a seco, com 2% do peso dos queijos
em sal. Os queijos foram lavados ap0s 24 horas de salga a seco, e foram observados

durante o periodo de maturacdo de 10, 30 e 60 dias, sendo virados a cada dois dias.

4.26 Avaliacdo bromatoldgica do queijo colonial de bufala

Para determinagéo das analises bromatoldgicas 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 lipidios 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 cloroférmio, 16 mL de metanol e 6,4 mL de agua destilada.
ApGs a homogeneizacao, foi adicionado mais 8 mL de cloroférmio e 8 mL de solugéo
de sulfato de sodio 1,5% a fim de promover separacao total do cloroférmio que carrega
os lipideos. Aguardou-se a separacdo das fases, e entdo foi retirado 10 mL da fase
inferior com pipeta graduada e adicionado em um tubo com tampa contendo
aproximadamente 1 g de sulfato de sddio anidro. Foi entéo filtrada a camada contendo
o cloroférmio 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 entdo pesado.
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4.27 Avaliacdo microbiolégica do queijo colonial de bufala

As andlises microbioldgicas dos queijos foram realizadas de acordo com a
metodologia indicada pela Instrucdo Normativa n° 30/2018 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2018). Essa metodologia esta
descrita no item 4.4 Analises microbiolégicas do soro de leite de bufala.

4.28 Perfil de 4cidos graxos
Para a analise do perfil de acidos graxos livres (AGL) dos queijos produzidos,

a quantificacdo de acidos graxos foi realizada por meio de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID Modelo GC 2010, Shimadzu, Kyoto, Japé&o),
equipado com uma coluna capilar de silica fundida (Rtx-Wax, Restek, 30 m x 0,25 mm
x 0,25 ym), de acordo com a AOCS (2009). As amostras foram previamente
esterificadas para permitir a analise pelo GC-FID. Os acidos graxos foram
identificados por comparacdo do tempo de retencdo dos componentes com uma
mistura padrdo de referéncia de acidos graxos FAME mix (Supelco 37 Component
FAME Mix; Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA).

4.29 Andlises estatisticas

Os dados obtidos neste trabalho foram organizados em tabelas e graficos no
excel e quando necessario, foram expressos como média * desvio padrdo. Para as
analises estatisticas foi utilizado o software R. Diferencas significativas entre amostras
foram testadas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de avaliagdo
de diferencas pelo teste de comparacdo mdultipla de Tukey. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados e discutidos na forma de quatro artigos
cientificos e um capitulo de livro, cujos titulos estdo abaixo. Os manuscritos estédo
apresentados nesta secdo de acordo com as normas das revistas em que foram
publicados ou submetidos. Ainda, os resultados, graficos e figuras que nao foram
incluidos nos artigos estdo apresentados na subsecédo 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 Bioldgicas do Leite de Bufala
Fermentado por Lactococcus lactis 32B4-1" sera submetido para a revista Journal of
Dairy Science, apoés a avaliacéo pela banca.

O quarto artigo intitulado como “Aplicagcdo de Lactococcus lactis 32B4-1 e
Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 como culturas starters autoctones para producao
de queijo tipo colonial de bufala” sera submetido para a revista Brazilian Journal of
Microbiology, apos a avaliagdo pela banca.

O capitulo 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 saude e bem-estar, imunidade e longevidade", que sera publicado em
dezembro de 2024.
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5.1. Artigo Cientifico |

Artigo submetido a revista Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal

Science, conforme comprovante abaixo:

Amanda de Souza Motta:

Thank you for submitting the manuseript, "WHEY: PROPERTIES, HEALTH BENEFITS AND ITS USE IN BEVERAGES" to Brazilian Journal of
Veterinary Research and Animal Science. With the online journal management system that we are using, you will be able to track its
progress through the editorial process by logging in to the journal web site:

Submission URL: https://www.revistas.usp.br/bjvras/authorDashboard/submission/219582
Username: amandamotta

If you have any questions, please contact me. Thank you for considering this journal as a venue for your work.

Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science

BJVRAS USP

Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science
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5.2 Artigo Cientifico Il

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 submisséo consta abaixo.

[AVB] Acta Veterinaria Brasilica via Portal de Periddicos da Ufersa<MS_ZzhEld@periodicos.ufersa.edubr> L | e
Para: Vlocé; Adriano Brandelli Dom, 05/05/2024 15:51
Iniciar a responder com: Recebido. ][ Artigo recebida. I Ok.
Ol3,

Amanda de Souza da Motta submeteu o manuscritc "SORO DE LEITE DE BUFALA COMO FONTE DE BACTERIA LACTICA DE INTERESSE
BIOTECNOLOGICO" para apreciacio do Conselho Editorial da Acta Veterinaria Brasilica.

Em caso de ddvidas, entre em contato. Agradecemos por considerar nossa editora como um veiculo para seus trabalhos.

[AVB] Acta Veterinaria Brasilica

Atenciosamente,

Conselho Editorial da Acta Veterinaria Brasilica

SORO DE LEITE DE BUFALA COMO FONTE DE BACTERIA LACTICA DE
INTERESSE BIOTECNOLOGICO

Andréia Monique Lermen?, Adriano Brandelli® and Amanda de Souza da Motta? *

4Departamento 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
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5.3 Artigo Cientifico IlI

Este artigo sera submetido a revista Journal of Dairy Science, ap0s
avaliacdo pela banca.

O artigo é de autoria de Andréia Monique Lermen, Naiara Jacinta Clerici,
Adriano Brandelli e Amanda de Souza da Motta.

ATIVIDADES BIOLOGICAS DO LEITE DE BUFALA FERMENTADO POR
Lactococcus lactis 32B4-1

Andréia Monique Lermen?, Naiara Jacinta Clerici?, Adriano Brandelli?, Amanda de

Souza da Motta®

! Department of Microbiology, Immunology and Parasitology, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

2 Department of Food Science, Institute of Food Science and Technology, Federal Uni-
versity of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

ORCID ANDREIA: https://orcid.org/0000-0002-5038-1660
ORCID NAIARA: https://orcid.org/0000-0002-0670-7088

ORCID ADRIANO: https://orcid.org/0000-0002-9307-6471
ORCID AMANDA: https://orcid.org/0000-0001-8637-3868

*Correspondence:

Amanda de Souza da Motta

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS)

Rua Ramiro Barcelos 2600, sala 538, Santa Cecilia 90035-003, Porto Alegre, RS - Brazil
Telephone +55-51-991824898

E-mail: amanda.motta@ufrgs.br



139
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5.5 Capitulo de Livro

Este trabalho foi escrito para compor o livro “Alimentos funcionais: produtos
voltados aos cuidados com a saude e bem-estar, imunidade e longevidade", que sera
publicado em dezembro de 2024.

O capitulo de livro é de autoria de Andréia Monigue Lermen, Gabriela Doncato
Duarte e Amanda de Souza da Motta.
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5.6 Resultados nédo apresentados na forma de artigo

Os resultados da presente subsecdo sdo complementares aos resultados
apresentados nesta tese e, por vezes, subsidiaram a tomada de decisdo para

seguimento de outros estudos.

5.6.1 Identificagdo molecular

A identificagdo 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 Producéo de protease utilizando Lactococcus lactis 32B4-1

A capacidade da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 de secretar enzimas
proteoliticas extracelulares foi determinada qualitativamente usando o ensaio de
hidrdlise de agar de leite desnatado. O experimento foi realizado em diferentes pH e
temperaturas a fim de encontrar as melhores condigbes da BAL secretar protease.
Houve formacdo do maior halo de degradacdo do agar leite em pH 6 a 30 °C,
indicando a produc¢éo de enzimas proteoliticas (p<0,05). Ja em condi¢cdes mais acidas
(pH 4 e pH 5) ndo houve formacao de halo (Grafico 1).
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Gréfico 1 -Determinacéo qualitativa da atividade proteolitica da BAL Lactococcus

lactis 32B4-1, utilizando diferentes pH e temperaturas.
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Verificou-se de maneira quantitativa, através da incubagdo da BAL em caldo
MRS, a atividade proteolitica em diferentes faixas de pH. Para tal, fixou-se parametros
de temperatura (30 °C), tempo de incubacao (48 h), sem agitacdo e o pH foi variado.
Foi detectado maior atividade proteolitica em pH 6 (245,5 U/mL), seguido de pH 7
(169,00 U/mL) e pH 5 (149,5 U/mL).

Na sequéncia, o pH 6 foi fixado, juntamente com o tempo de incubacéo (48 h),
sem agitacao e verificou-se a atividade proteolitica em diferentes temperaturas. Foi
detectado maior atividade proteolitica 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 proteolitica foi determinada em diferentes tempos de
incubagcdo. Com a temperatura fixada em 30 °C, pH 6 e sem agitacdo. Observa-se no
Grafico 2 que a maior atividade proteolitica ocorre entre 24 h (353,50 U/mL) e 36 h
(372,00 U/mL).
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Grafico 2 - Atividade proteolitica (¢) vs numero de células viaveis (UFC/mL) de

Lactococcus lactis 32B4-1 (e), em diferentes periodos de incubacao.

O numero de células viaveis (UFC/mL) ao longo do periodo de incubagéo 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. Ap6s 54 h de incubacéo
houve um decréscimo (Grafico 2).
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Durante o periodo de incubacéo de Lactococcus lactis 32B4-1 em caldo MRS
nas condi¢des Gtimas, também foi analisado o pH do meio. O pH inicial era de 6,0 e
apos 4 h encontrava-se em 4,8. Apés 72 h, o pH do meio era de 4,08 (Gréfico 3). As
BAL degradam acucares em acido lactico, reduzindo assim o pH do meio em que se
encontram. Essa caracteristica da BAL pode influenciar nas propriedades
organolépticas e tecnoldgicas do produto (Lunardi et al., 2021). Além disso a DO
também foi analisada, sendo 0,153 o valor inicial e apés 12 h a DO observada era de

1,322 e apds 72 h, a DO observada era de 1,336 (Grafico 4).
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Grafico 3 - Densidade 6ptica do meio a 600 nm (A) vs numero de células viaveis
(UFC/mL) de Lactococcus lactis 32B4-1 (e), em diferentes periodos de incubacao.
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Grafico 4 - pH do meio (m) vs numero de células viaveis (UFC/mL) de Lactococcus

lactis 32B4-1 (e), em diferentes periodos de incubacéao.

5.6.3 Producéao de biofilme
Na avaliagdo da formacgdo de biofilme microbiano através do teste da

microplaca, observou-se que Lactococcus lactis 32B4-1 foi um fraco formador de
biofilme, com densidade 6ptica média de 0,237, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Absorbancia de densidade 6ptica média (DO) a 600 nm e classificacdo de

biofilmes microbianos.

Microrganismo Média (DO) Classificagéao

Controle negativo 0,145 Nao formador de biofilme

Staphylococcus epidermidis o
1,8455 Forte formador de biofilme

ATCC 35984

Lactococcus lactis 32B4-1 0,237 Fraco formador de biofilme

5.6.4 Ensaio in vitro de tolerancia a condi¢gdes do trato gastrointestinal

A toleréncia da BAL Lactococcus lactis 32B4-1 as condi¢des gastrointestinais
foi determinada in vitro para avaliar a viabilidade celular antes e apés a passagem
pelo acido gastrico e fluido intestinal. A simulacéo foi iniciada com aproximadamente
1,03x10° UFC/mL, no entanto a BAL nédo sobreviveu apés exposicdo ao acido gastrico

e fluido intestinal.
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5.6.5 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade desempenha um papel importante na adesdo que pode
conferir uma vantagem competitiva para a colonizagéo bacteriana. A BAL Lactococcus
lactis 32B4-1 apresentou valor baixo de hidrofobicidade (4,32%).

5.6.6 Caracterizacao tecnolégica das culturas starters

Nesta subsecao serdo apresentados alguns resultados que ndo foram incluidos
no artigo IV.

No artigo IV foi apresentado a capacidade das BAL de acidificar o leite de
bafala. Além disso, também foi avaliado a capacidade de acidificar o leite bovino UHT
desnatado e leite bovino integral com 3% de gordura (Gréafico 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
apos 48 h, o pH era de 4,22. Ja 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.
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Gréfico 5 — Capacidade de acidificagdo: A) Leite UHT desnatado com Lactococcus
lactis 32B4-1 (A); B) Leite UHT desnatado com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5
(m); 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 (e).
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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 sédio como unica fonte de carbono, no entanto, os resultados
foram negativos. Ademais, também se avaliou a producdo de gas sulfidrico através
do meio SIM, o qual também foi negativo pois 0 meio de cultura permaneceu
inalterado.

Também foi avaliado a autdlise das BAL testadas como culturas starters

(Gréafico 6), onde ndo foi detectada uma autdlise expressiva no periodo estudado.
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Gréfico 6 — Autdlise das culturas starters.
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6. DISCUSSAO 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 secdo de discussdo geral estdo apresentados 0s principais
resultados e sao discutidos os aspectos mais relevantes obtidos de cada um dos
artigos.

O primeiro artigo deste estudo refere-se a uma revisdo bibliografica sobre o
soro de leite. Essa revisdo narrativa foi conduzida para obter um entendimento
abrangente das informagdes presentes na literatura sobre o soro de leite. Observou-
se que apesar dos potenciais desafios ambientais ligados ao soro de leite, ha um
panorama de pesquisas recentes que buscam alternativas para reutiliza-lo, com
destaque para a industria alimenticia. Considerando as propriedades benéficas do
soro de leite e/ou seus constituintes, aliadas a 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 aplicagéo
conjunta de soro de leite e probidticos em bebidas fermentadas, bebidas lacteas
achocolatadas, refrigerantes, bebidas enriquecidas ou suplementadas, além da
aplicacdo de soro de leite em bebidas prebioticas e simbioticas e em sucos de frutas.
Sao produtos que podem complementar a alimentacdo, aumentando a saude e
reduzindo o risco de doencas. Além disso, a conversao do soro de leite num produto
valioso representa um impacto econbmico positivo, preservando o ambiente e
contribuindo para o desenvolvimento da industria.

O segundo artigo apresentado nesta tese apresentou as caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas do soro de leite de bufala, além de isolar BAL e
caracteriza-las. No Brasil, estudos que avaliaram a composi¢cdo do soro de leite de
bdfala concentram-se na regido Norte e Sudeste, onde ha maior concentracdo de
rebanhos bubalinos. J4 no estado do Rio Grande do Sul, ndo foram identificados
estudos com essa finalidade. Portanto, este foi o primeiro trabalho nesta regido que
buscou caracterizar o soro de leite de origem bubalina, bem como isolar, identificar,
caracterizar e avaliar o potencial biotecnologico das BAL.

Neste estudo, o soro de leite de bufala 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 contetudos de
gordura foram inferiores a outros estudos relatados na literatura (Rathour et al. 2016;
Argenta et al., 2021). O teor de proteina 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 variagao na composi¢ao do soro depende
de alguns fatores, como a origem do leite, o tipo de alimentacdo dos animais
produtores, o estagio de lactagdo, o armazenamento do leite apés a ordenha, o
tratamento térmico do leite e 0 método de precipitacdo da caseina (Duarte et al., 2020;
Garcia-Cano et al., 2019). Ademais, o soro de leite de bufala estudado apresentou
teores de proteina, gordura e lactose satisfatérios, o que sugere a necessidade de
maior aproveitamento desse subproduto. Na industria de laticinios, por exemplo, o
soro de leite liquido pode ser processado e aplicado na elaboracdo de alimento e
bebidas ou ainda, ser fracionado e concentrado para obtencdo de soro de leite em po,
soro de leite concentrado, concentrado de proteina de soro de leite e isolados de
proteina de soro de leite (Salama, 2015; Kasapcopur et al., 2021).

Em relacdo a caracterizacdo microbiologica, o soro de leite de bdufala
apresentou uma contagem de microrganismos mesofilos 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 mesofilos pode ser explicada devido ao fato do leite de bufala que
originou o soro de leite ndo ter sofrido pasteurizagdo, um processo que diminui
sensivelmente a carga microbiana (Duarte et al., 2017; Mendes; Souza, 2017). Além
disso, o soro de leite de bufala 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
satisfatorios que aqueles encontrados nos estudos de Teixeira et al. (2007) e Mendes
e Souza (2017), o que demonstra que as Boas Praticas de Fabricacdo foram
realizadas durante o processamento do soro de leite de bufala. 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 presenca de Staphylococcus coagulase positiva nas
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amostras de soro de leite analisadas. A presenca de Staphylococcus coagulase
positiva indica que houve um manuseio inadequado do produto, bem como condi¢des
higiénicas improprias do manipulador (Mendes; Souza, 2017). Por fim, em relagéo a
presenca de Listeria monocytogenes e de Salmonella sp., o soro de leite de bufala
atendeu aos padrdes exigidos pela IN n° 94/2020 (Brasil, 2020), através da auséncia
de patdgenos, evidenciando a qualidade do soro de leite de bufala, o que é de extremo
interesse da industria de laticinios, pois a presenca destes microrganismos gera
enorme preocupacao (Teixeira et al., 2007; Mendes; Souza, 2017; Duarte et al., 2017).

Neste estudo, além da caracterizagdo fisico-quimica e microbiologica, também
foram isoladas BAL do soro de leite de bufala. Em todas as condicbes analisadas
(dgar MRS, agar 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 prevaléncia 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 bufala tiveram suas propriedades
biotecnologicas avaliadas. Os resultados do presente estudo corroboram com
diversos estudos da literatura que mostram que a maior parte das BAL analisadas
apresentaram atividade proteolitica (Bogo et al. 2017; Araujo-Rodrigues et al., 2021;
Breyer et al., 2021). Contudo, Garcia-Cano et al. (2019) e Silva et al. (2020)
verificaram resultados inferiores de atividade proteolitica, nos quais 61,3% e 48,65%
das BAL analisadas apresentaram tal atividade, respectivamente. Ja4 em relacdo a
atividade lipolitica, os resultados obtidos sao superiores a outros achados na literatura
(Yalcinkaya; Kilig, 2019; Garcia-Cano et al., 2019; Camara et al., 2019; Colombo et
al., 2020; Araujo-Rodrigues et al., 2021). As BAL isoladas neste estudo apresentaram
atividade antimicrobiana contra Gram-positivas, no entanto ndo exibiram atividade
antimicrobiana contra as Gram-negativas, 0 que esta de acordo com os resultados
encontrados por Tulini et al. (2016) e Linares-Morales et al. (2020) que relataram que
bactérias Gram-negativas ndo foram inibidas por BAL, provavelmente devido a
protecdo da membrana celular pela membrana externa. Os resultados do presente
estudo foram superiores ao de outros achados na literatura, onde um namero 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 inibicao
contra Listeria monocytogenes e Staphyloccocus aureus, respectivamente. Estes
ensaios preliminares podem sugerir a presenca de metabdlitos de BAL com efeitos
antimicrobianos, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio ou bacteriocinas (Cui
et al., 2018; Pacularu-Burada et al., 2020). Entretanto, mais ensaios sao necessarios
para averiguar qual metabdlito é responsavel pela atividade antimicrobiana.

A inocuidade das BAL isoladas do soro de leite de bufala também foi avaliada,
tendo em vista que € um pré-requisito de seguranca para a selecéo de potenciais BAL
probidticas e posterior aplicacdo na industria de alimentos (Cui et al., 2018; Breyer et
al., 2021). Os resultados obtidos para producéo de gelatinase diferem de outros
estudos onde nenhum isolado apresentou atividade da gelatinase (Colombo et al.,
2020; Breyer et al., 2021). J& as BAL analisadas por outros autores ndo apresentaram
B-hemdlise ou a-hemalise (Cui et al., 2018; Colombo et al., 2020; Breyer et al., 2021).

Na sequéncia deste estudo foi selecionada a BAL que demonstrou maior
atividade proteolitica, Lactococcus lactis 32B4-1. Optou-se por aplica-la diretamente
em um produto, a fim de fermenta-lo e avaliarmos os pardmetros da fermentacéo, bem
como as bioatividades deste produto final. Optamos por fermentar leite de bufala,
tendo em vista que ndo 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 relacdo aos parametros de fermentacdo, foi observado inicialmente um
aumento na contagem de células vidveis de Lactococcus lactis 32B4-1 no leite de
bdfala fermentado e apds 24 h houve uma reducdo na contagem. Esse decréscimo
de bactérias viaveis durante a fermentacéo de 24 a 48 h pode ser devido ao consumo
de nutrientes do meio resultando na manutengao insuficiente do crescimento
microbiano (Liang et al., 2022). O pH e a acidez titulavel também foram avaliados,
sendo que pH do leite de bufala fermentado diminuiu com o tempo de fermentacéo e
a acidez titulavel aumentou. Na literatura, outros autores ao produzirem um produto
lacteo fermentado com BAL encontraram resultados semelhantes em relacdo ao
comportamento do pH e acidez titulavel (Al-Manhel; Niamah, 2017; How et al., 2022;

Sun et al.,, 2023). Outro parametro 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 a
medida que o tempo de fermentacdo aumentou.

Além dos parametros de fermentagdo, as caracteristicas do produto final
também foram avaliadas e constatou-se que ele atendeu aos requisitos da Instrugcao
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 bufala preparado por
Lima et al. (2020), enquanto outros autores encontraram teores de gordura superiores
(Caldeira et al., 2010; Terzioglu et al., 2023). J& para os teores de proteina, 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 bufala. Essa variacdo
encontrada nos estudos pode estar relacionada com a composi¢cao da matéria-prima
usada na elaboracéo dos produtos lacteos. Além disso, os teores de acidez também
foram avaliados e alguns estudos obtiveram valores semelhantes para o iogurte de
leite de bufala (Akgun et al., 2016; Lima et al., 2020; Terzioglu et al., 2023), enquanto
outros autores obtiveram resultados inferiores para os produtos lacteos de bufala
(Caldeira et al., 2010; Rosa et al.,, 2023). Caldeira et al. (2010) aponta que essa
variacdo nos valores de acidez em diferentes produtos lacteos pode estar relacionada
ao tipo e a concentragdo de cultura lactea utilizada, a atividade desta cultura, aos
ingredientes usados na elaboracao, considerando que alguns produtos levam soro de
leite na formulacdo, assim como o tempo de armazenamento do produto pode
influenciar nesse parametro.

A atividade antioxidante do leite de bufala fermentado também foi avaliada
através de diferentes metodologias, tendo em vista que os antioxidantes possuem
diferentes modos de agéo. Os resultados da atividade antioxidante através da captura
do radical ABTS e radical DPPH apresentaram 0 mesmo comportamento que outros
estudos na literatura, pois o leite fermentado apresentou eliminacédo dos radicais
superior ao leite ndo fermentado. Contudo, os resultados do presente estudo para
eliminacg&o do radical ABTS foram inferiores em comparag¢ao 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). Ja
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para a eliminagdo do radical DPPH, os resultados do presente estudo foram
semelhantes aos obtidos para o iogurte de leite de bufala (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 feijdo mungo fermentado por Lactococcus lactis
RQ1066 (Liang et al., 2022). Além disso, também foi avaliada a capacidade do leite
de bufala fermentado quelar Fe?*. Os resultados do presente estudo foram similares
ao de Corréa et al. (2014), pois os hidrolisados de soro de queijo de ovelha também
mostraram uma tendéncia decrescente apds apresentaram atividade quelante
maxima. Esse declinio observado na capacidade quelante apds 24 h, pode indicar que
0s peptideos responsaveis 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 bufala fermentado
reduzir Fe** a Fe?*. Semelhante a literatura, a fermentacdo do leite provocou
aumentos no poder redutor, em relagdo ao leite ndo fermentado. No entanto,
resultados superiores foram obtidos por Liang et al. (2022), ao fermentar leite de feijao
mungo com Lactococcus lactis RQ1066 e, por Handa et al. (2022), ao fermentar leite
de gréo de bico com Lactiplantibacillus pentosus Himuka-SU5 e com Lactococcus
lactis subsp. lactis Amami-SU1l. Essas variagdes na atividade antioxidante podem
estar relacionadas ao fato de que esses ensaios sdo baseados em varias reacfes que
podem ser impactadas de forma diferente por sistemas moleculares Unicos envolvidos
na defesa do estresse oxidativo.

Além da atividade antioxidante, a atividade anti-hipertensiva do leite de bufala
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 inibitéria da ACE dos produtos lacteos ao longo do
tempo de fermentacdo (Abdel-Hamid et al., 2017; Khakhariya et al., 2023, Solanki et
al., 2017). Entretanto, os resultados obtidos para o leite de bufala fermentado por
Lactococcus lactis 32B4-1 foram superiores ao leite de bufala e de camelo fermentado
por Lacticaseibacillus paracasei M1l 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 relevancia de tais
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atividades bioldgicas das perspectivas de nutricdo e saide humana, sugere-se avaliar
o leite de bufala fermentado quanto ao seu perfil peptidico.

Na sequéncia deste estudo, a BAL Lactococcus lactis 32B4-1 foi utilizada em
conjunto com Leuconostoc mesenteroides LB 5.5 como uma cultura starter autdctone
para elaboragdo de um queijo tipo colonial de bufala.

Inicialmente, Lactococcus lactis 32B4-1 e Leuconostoc mesenteroides LB 5.5
foram caracterizados quanto a suas propriedades tecnoldgicas, demonstrando
atividade proteolitica e lipolitica, caracteristicas desejaveis para culturas starters, pois
contribuem para o sabor e aroma do produto final (Garcia-Cano et al., 2019). Ha
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; Camara et al., 2019; Araujo-Rodrigues et al., 2021). Além disso, as BAL
foram produtoras de EPS, caracteristica relevante para modificar a textura e as
propriedades reoldgicas dos produtos lacteos (Ribeiro et al., 2013). Embora seja uma
caracteristica importante para uma cultura starter, ao estudar as BAL para esta
finalidade, Franciosi et al. (2009), Ribeiro et al. (2013) e Camara et al. (2019) n&o
encontraram microrganismos produtores de EPS. Os resultados encontrados para a
acidificacdo do leite corroboram com a literatura, pois diversos estudos ja
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 caracteristica mais lenta (Badis et al., 2004; Cabral et
al., 2016). Em relagdo 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 ndo houve crescimento., enquanto Ribeiro et al. (2013) verificaram
gue 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 tolerancia ao NaCl sugerem que estes microrganismos possuem a capacidade de
tolerar condicdes adversas que podem ser encontradas durante o processo de
fabricacao de queijo (Ribeiro et al., 2013). Resultados semelhantes foram obtidos no
estudo de Araujo-Rodrigues et al. 2021), onde as BAL avaliadas para o
desenvolvimento de uma cultura starter autéctone, também se mostraram bem

adaptadas a diferentes concentracdes de NaCl (2%, 5% e 10%). Ja& no estudo de
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Ribeiro et al. (2013), Lactococcus lactis somente cresceu na presenca de 2% de NacCl,
enquanto em concentraces maiores (6% e 10% de NaCl), a bactéria ndo se
desenvolveu. Além da avaliacdo das propriedades tecnoldgicas, as BAL também
foram consideradas inOcuas, resultados similares foram reportados na literatura
(Ribeiro et al., 2013; Dias et al., 2019; Harmoko et al., 2022).

Apés a caracterizacdo, as BAL foram utilizadas como cultura starter de um
gueijo colonial de bufala. Contudo, devido aos resultados de umidade e gordura néo
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
gueijo tipo colonial artesanal.

Os queijos foram analisados quanto aos parametros microbiologicos e para a
contagem de microrganismos mesodfilos, os resultados obtidos foram inferiores a
outros estudos que avaliaram este parametro no queijo colonial no Rio Grande do Sul
(Schmitt et al., 2011; Funck et al., 2015; Beninca et al., 2022), porém superior ao
reportado para gueijos coloniais na regido Sudoeste do Parana (Casaril et al., 2017).
Para a contagem de Staphylococcus coagulase positivo, resultados similares foram
obtidos por Casaril et al. (2017), pois ndo detectaram a presenca 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 legislagdo, 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 autéctone, os resultados corroboram com o estudo de Armachuk
et al. (2019), pois conforme aumentou o periodo de maturacdo, a contagem de
coliformes termotolerantes e totais reduziu, atendendo a legislagédo. Entretanto, em
estudos desenvolvidos com queijos coloniais artesanais que estavam sendo
comercializados, diferentes autores reportaram valores acima do permitido pela
legislacédo brasileira (Zaffari et al., 2007; Schmitt et al., 2011; Funck et al. 2015;
Carvalho et al.,, 2019). Além disso, a auséncia de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes também foi reportada a literatura por outros autores que avaliaram o
gueijo 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
presenca de Salmonella spp. em 17,85% (Antonello et al., 2012) e 10% (Casaril et al.,

2017) das amostras de gueijo colonial. Ao avaliar a qualidade microbioldgica do queijo
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colonial gadcho, Roldan et al. (2022) também observaram a auséncia de Salmonella
Spp., ho entanto os autores verificaram presenca de Listeria monocytogenes em 18
amostras de queijo colonial, de um total de 293 amostras. Ja no estudo desenvolvido
por Zaffari et al. (2007), também foi detectada a presenca deste patdégeno em 13
amostras de queijos artesanais comercializados na regiao litoranea norte do Estado
do Rio Grande do Sul. Ausani et al. (2019) também reportaram a presenca de Listeria
monocytogenes em 6 amostras de queijo colonial comercializados em Porto Alegre.
Além disso, foi avaliado o perfil de acidos graxos dos queijos, onde foi
observada a predominancia dos acidos graxos saturados, o que ja era esperado,
tendo em vista que produtos originarios de ruminantes, contém por natureza, maior
quantidade desses &cidos em sua composicdo em virtude do processo de
biohidrogenacéo dos acidos graxos insaturados no rimen (Antunes et al., 2018). Além
disso, os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura, pois outros
autores também encontraram predominancia dos acidos graxos palmitico, estearico e
miristico (Oliveira et al., 2009; Pellegrini et al., 2013; Carafa et al., 2019). Em relacéo
aos acidos graxos monoinsaturados, os resultados foram semelhantes ao de Martins
et al. (2012), que também observaram a presenca de acido oleico, seguido de &cido
palmitoleico no queijo minas frescal produzido com leite de vaca que eram
alimentadas com dietas contendo cana-de-acucar, silagem de sorgo, silagem de
girassol e capim-tanzania. Ja Oliveira et al. (2009) também observaram a
predominancia do acido oleico no queijo mucarela de budfala, sendo que este acido
aumentou significativamente quando as bufalas recebiam diferentes fontes de lipideos
na dieta, como grdos de soja e Oleo de soja. Além disso, os acidos graxos
poliinsaturados foram encontrados em menor quantidade, corroborando com a
literatura, sendo que &cido a-linolénico (C18:3 (n3)) e o &cido linoleico (C18:2 — cis
(n6)) foram os mais predominantes. Oliveira et al. (2009) reportaram um teor de acidos
graxos poliinsaturados (2,90%) no queijo mucarela de bafala préximo ao do presente
estudo, no entanto, o valor de acidos graxos poliinsaturados aumentou quando os
animais recebiam graos de soja (3,97%) e 6leo de soja (3,25%). Os autores também
observaram a predominancia de acido linoleico (C18:2 — cis (n6)), seguido por &cido
linoleico conjugado (C18:2 (9c,11t)) (Oliveira et al., 2009). J4 no estudo de Olivo et al.
(2021), queijos elaborados com Lactobacillus helveticus e Streptococcus thermophilus
apresentaram teores superiores de acido linoleico, em comparacdo aos queijos

produzidos somente com Lactobacillus helveticus. Em contrapartida, os teores de
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acido a-linolénico foram superiores para 0s queijos elaborados com a cultura starter
Lactobacillus helveticus (Olivo et al., 2021).

Ao elaborar um queijo colonial de bufala houve uma curiosidade maior acerca
dos queijos artesanais produzidos no Rio Grande do Sul, tendo em vista que essa é
uma producgéo tradicional no estado. Aliado a oportunidade de publicar no livro
"Alimentos funcionais: produtos voltados aos cuidados com a saude e bem-estar,
imunidade e longevidade”, foi desenvolvido um capitulo de livro intitulado como
“Queijo artesanal no Rio Grande do Sul”.

O capitulo de livro mostra uma ampla legislacdo vigente que norteia os
produtores acerca das normas a serem seguidas, a exemplo cita-se 0 RTIQ dos
Produtos Léacteos, publicado pela Portaria n° 146/1996 do MAPA, que tem como
objetivo fixar a identidade e os requisitos minimos de qualidade que deverdo possuir
0s gqueijos e outros derivados (Brasil, 1996). Ainda, o MAPA também normatiza as
boas préticas agropecuarias na producao de leite destinado a producéo de derivados
lacteos de forma artesanal, através da Instru¢do Normativa n° 73/2019 (Brasil, 2019).
Especificamente no estado do Rio Grande do Sul, a Lei n° 15615/2021 dispbe sobre
a producéo e a comercializagéo de queijos artesanais de leite cru (Rio Grande do Sul,
2021). Ademais, o estado também possui uma legislacdo especifica para o queijo
artesanal tipo serrano, a Lei n° 14973/2016 (Rio Grande do Sul, 2016), tendo em vista
gue é um queijo tradicional no estado. E recentemente também foi aprovado o RTIQ
do Queijo Colonial Artesanal, através da Instrugdo Normativa N° 002/2023 (Rio
Grande do Sul, 2023).

Apesar de uma legislacdo vigente, constatou-se que ha muitos queijos
produzidos que ndo atendem a qualidade higiénico-sanitaria, conforme constatado
nos estudos (Pereira et al., 2016; Tavares et al., 2019; Erhardt et al., 2023; Santos et
al., 2023). O que demonstra a importancia de adotar as boas praticas de fabricacéo e
boas préticas de higiene, a fim de evitar contaminac¢des no produto (Forsythe, 2013).

Contudo, o0s queijos artesanais sao considerados uma herancga cultural da
colonizagao alema e italiana no estado do Rio Grande do Sul, sendo uma atividade
gue foi passada de geracdo em geragdo. Produzidos inicialmente para consumo
famil/94iar, os queijos passaram a ser uma fonte de renda extra e hoje sé&o
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. CONCLUSAO

O presente estudo foi o primeiro realizado no estado do Rio Grande do Sul,
com a finalidade de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e
prospectar BAL do soro de leite de bafala. O soro de leite apresentou caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas satisfatorias, atendendo as exigéncias minimas da
IN n° 94/2020, e de acordo com a literatura revisada.

Neste estudo foi possivel isolar 62 BAL do soro de leite de bufala, 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 inocuas, pois nao
demonstraram atividade hemolitica e atividade da gelatinase. Além disso, foram
avaliadas as propriedades tecnoldgicas das BAL isoladas do soro de leite de bufala,
as quais apresentaram caracteristicas tecnolégicas de interesse industrial, como
propriedades proteoliticas (98,38%), lipoliticas (83,87%) e atividade antimicrobiana
(69,35%), demonstrando potencial para estudos em bioprocessos e prospeccao 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 lacteo bubalino, o que se
mostrou como uma opc¢ao viavel, tendo em vista que a BAL foi capaz de fermentar o
leite de bdfala, reduzindo o pH, aumentando a contagem de células viaveis, a acidez
titulavel e a sinérese, resultando em um produto que atende a IN n° 46/2007. Aliado a
isso, o leite de bufala fermentado apresentou atividades biolégicas, como atividade
antioxidante e anti-hipertensiva.

Neste estudo também foi elaborado um queijo tipo colonial artesanal de bufala,
que foi produzido com a cultura starter autéctone Lactococcus lactis 32B4-1 e
Leuconostoc mesenteroides LB 5.5. As BAL utilizadas foram consideradas inGcuas e
demonstraram atividade proteolitica, lipolitica, producdo de EPS, capacidade de
acidificar o leite, além de crescer em diferentes temperaturas e concentracfes de sal,
caracteristicas desejaveis para uma cultura starter. Os queijos elaborados com esta
cultura starter foram denominados de queijo tipo colonial artesanal, pois né&o
atenderam aos parametros de gordura e umidade da Instrucdo Normativa n°
002/2023, para Queijo Colonial Artesanal. J& os parametros microbiolégicos foram

atendidos apés 60 dias de maturacdo. Além disso, foram identificados 24 &acidos
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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 caracteristicas desejaveis do queijo tipo colonial de
budfala.

Ademais, esse estudo contribui para a inovagédo e expansédo do mercado de
produtos de origem bubalina. Considerando que foi utilizado o leite de bufala na
elaboracdo de novos produtos, abre-se espaco para uma nova area que pode ser
explorada pelos produtores e pela indastria de laticinios, tendo em vista que a

producéo de leite bubalino é um mercado em crescimento.
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