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RESUMO 
 

SOUZA, Luana Almeida Nunes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
fevereiro de 2019. Identificação do potencial tecnológico de bactérias ácido 
láticas de leite cru de búfalas. Orientador: Ricardo Seiti Yamatogi.  

 

A bubalinocultura é uma atividade em expansão no Brasil, em que a maioria dos 

bubalinos são criados para produção de leite e carne, com o intuito de gerar 

renda para os produtores rurais. O leite de búfala é valorizado pelas indústrias 

fabricantes de produtos lácteos, devido sua composição centesimal, que garante 

maior rendimento industrial, além do aumento da demanda do mercado 

consumidor, em razão do valor nutricional desses produtos. Bactérias ácido 

láticas são utilizadas nas indústrias para atribuição de características 

tecnológicas aos alimentos e bioproteção, o que impulsiona a procura por novas 

cepas para uso como culturas starters ou adjuntas. O objetivo deste trabalho foi 

a seleção de bactérias ácido láticas de leite cru de búfalas, de interesse para 

utilização pelas indústrias de laticínios, com potencial tecnológico e ausência de 

fatores patogênicos. Amostras de leite cru de búfalas, provenientes de 10 

propriedades do Centro-Oeste de Minas Gerais, foram coletadas em recipientes 

estéreis para análises. Após o cultivo em meios seletivos e realização dos testes 

de Coloração de Gram e Catalase, foram isoladas ao todo 148 bactérias ácido 

láticas, submetidas posteriormente a Rep-PCR. Destas, 47 foram catalogadas 

para verificação do potencial tecnológico e ações patogênicas. Os resultados 

mostraram a presença de 12 bactérias ácido láticas com potencial tecnológico e 

ausência de fatores de virulência, avaliados fenotipicamente, apresentando 

características que favoreçam a sua aplicação no processamento de derivados 

lácteos. Os doze isolados selecionados são espécies de Lactobacillus 

plantarum, L. casei, L. paracasei, Lactococcus garvieae, L. lactis, Leuconostoc 

lactis e Enteroccus hirae. 
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ABSTRACT 
 

SOUZA, Luana Almeida Nunes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2019. Identification of the technological potential of lactic acid 
bacteria from raw milk of buffaloes. Adviser: Ricardo Seiti Yamatogi. 
 

Bubalinculture is an expanding activity in Brazil, where most buffaloes are raised 

for milk and meat production, with the aim of generating income for rural 

producers. Buffalo milk is valued by the dairy industry, due to its centesimal 

composition, which guarantees higher industrial yield, as well as an increase in 

consumer market demand, due to the nutritional value of the products. Lactic 

bacteria are used in industries to assign technological characteristics in food and 

bioprotection, which drives the search for new strains for use as starter crops or 

a adjuncts. The objective of this work was the selection of lactic acid bacteria 

from raw milk of buffaloes, of interest for use by the dairy industry, with 

technological potential and absence of pathogenic factors. Samples of raw 

buffalo milk from 10 properties of the Center-West of Minas Gerais were collected 

in sterile containers for analysis. After culturing in selective media and performing 

the Gram Stain and Catalase staining tests, 148 lactic acid bacteria, which were 

subsequently submitted to Rep-PCR. Of these, 47 were cataloged for verification 

of technological potential and pathogenic actions. The results showed the 

presence of 12 lactic acid bacteria with technological potential and absence of 

virulence factors, phenotypically evaluated, presenting characteristics that favor 

its application in the processing of dairy products. The twelve selected isolates 

are species of Lactobacillus plantarum, L. casei, L. paracasei, Lactococcus 

garvieae, L. lactis, Leuconostoc lactis and Enteroccus hirae. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

A criação de bubalinos e a produção do leite desta espécie no Brasil tem 

aumentado nas últimas décadas, sendo uma alternativa a produção de leite de 

vaca, devido o maior valor agregado aos produtos fabricados com leite de búfala. 

O elevado teor de gordura, proteína, sólidos totais e minerais são características 

do leite bubalino, que torna-o mais valorizado pelas indústrias fabricantes de 

queijos e derivados lácteos, pois o rendimento industrial chega a ser superior 

quando comparado ao leite de vaca, além de ser mais saudável, o que tem 

levado a um aumento da procura pelos consumidores.  

Atualmente, diversos produtos são fabricados com leite de búfala e 

comercializados por todo país, como iogurte, requeijão, ricota, manta, doce de 

leite, burrata e mozzarella, sendo este último o principal produto, além de 

estarem disponíveis também no mercado, produtos sem lactose.    

A fabricação da mozzarella geralmente ocorre a partir da adição de 

bactérias ácido láticas ao leite, para obtenção de um produto com qualidades 

tecnológicas padronizadas. Através do isolamento de bactérias ácido láticas de 

origem autóctone, cepas úteis e geneticamente seguras tem sido encontradas, 

contribuindo para industrialização de produtos. Além disso, a busca por estas 

cepas, principalmente por produtores de queijos, tem contribuído para o aumento 

da diversidade de fermentos usados em laticínios. 

O objetivo desse estudo foi a identificação e caracterização de bactérias 

ácido láticas presentes em amostras de leite cru de búfalas, a partir da microbiota 

autóctone desse leite, assim como a verificação do potencial tecnológico e ações 

patogênicas, com o intuito de selecionar cepas que possam ser utilizadas na 

produção de derivados lácteos. 
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1.1 Aspectos gerais da bubalinocultura e produção leiteira 
 

A espécie Bubalus bubalis tem sua origem no Continente Asiático 

(CAMPANILE e BALESTRINE, 2002) e foi introduzida no Brasil a partir do final 

do século XIX. A capacidade de adaptação, rusticidade, eminente fertilidade e 

longevidade reprodutiva, contribuíram para multiplicação da espécie neste país 

(TONHATI et al., 2007).  

Os bubalinos são animais utilizados para produção de alimentos, como o leite 

e a carne, servindo também como tração animal. Além disto, são animais 

resistentes à parasitoses, eficientes na utilização de dietas pobres em qualidade 

e ainda geram terneiros de crescimento rápido (RAMOS et al., 2004; EL-SALAM 

& EL-SHININY, 2011).  

O rebanho bubalino no mundo compreende cerca de 168 milhões de 

animais, que estão distribuídos pela Ásia, África, América do Sul, Austrália e 

Europa, sendo que o maior número de exemplares se encontra no continente 

Asiático, chegando a 161 milhões. A Índia é o país que retém o maior rebanho 

mundial, possuindo por volta de 95 milhões de animais, seguido pela China, com 

aproximadamente 23 milhões e o Paquistão, com 22 milhões (BORGHESE, 

2005). 

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística - IBGE (2015), existem aproximadamente 1,5 milhões de bubalinos, 

que estão distribuídos por todos os estados brasileiros, além de ser considerado 

o país com o maior rebanho da espécie bubalina do ocidente. As raças presentes 

no território nacional são Murrah, Jafarabadi, Mediterrâneo, Carabao e seus 

mestiços, possuindo animais com produção leiteira comparável aos melhores 

espécimes (BERNARDES, 2007). Entre os estados brasileiros, o maior rebanho 

se encontra no estado do Pará, equivalente à 522.250 animais. No estado de 

Minas Gerais, o número desta espécie corresponde a 63.337 cabeças. 

A expansão desta espécie no Brasil tem acontecido de forma rápida, em 

virtude do rendimento industrial superior do leite de búfala para a produção de 

derivados e a busca pela carne, que em razão do seu valor nutricional, é 

caracterizada como saudável (VALE, 1999; SILVA e JÚNIOR, 2014). 

O leite de búfala é o segundo tipo de leite mais produzido no planeta, 

correspondendo atualmente a 14,5 % da produção total. A Índia e o Paquistão 

são os maiores produtores deste leite. No ano de 2017, a produção de leite 
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bubalino foi de 120.353.705 toneladas em todo o mundo (FAO, 2017). A Itália é 

o país com a maior produção de leite bubalino da Europa, utilizado em geral para 

fabricação de mozzarella e o mais avançado no mundo para produção deste tipo 

de leite e seus derivados (SILVA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005). 

No Brasil, na década de 1980, após alguns pecuaristas analisarem e 

mensurarem as particularidades zootécnicas dos bubalinos, teve início o 

progresso da exploração econômica destes animais (ANDRIGHETTO, 2005). A 

partir da década de 1990, a bubalinocultura brasileira mostrou interesse na 

exploração de leite desta espécie, formando-se diversas bacias produtoras de 

leite de búfala e concentrando principalmente no Sudeste do país, devido à 

proximidade do mercado consumidor (SILVA e JÚNIOR, 2014).  

 

1.2 Características do leite de búfala  
 

O leite de búfala possui valor nutritivo e alto rendimento industrial, devido à 

algumas características como, por exemplo, elevado teor de sólidos totais e 

minerais, proteínas, gordura e lactose, além da presença de vitamina A. Essas 

características são importantes para a preparação de produtos, contribuindo 

para um aumento da renda obtida pelo criador a partir da produção de 

mozzarellas, queijos e derivados lácteos (VALLE, 1994; VERRUMA e 

SALGADO, 1994; SILVA et al., 2003; ANDRIGUETTO, 2011). Também possui 

menor índice de colesterol, quando comparado ao leite de vaca (AMARAL et al., 

2005), sendo usado principalmente na fabricação de queijo mozzarella e em 

menor escala, na produção de outros tipos de queijo, como o Minas frescal, tipo 

azul, ricota, quark e requeijão (BUZI et al., 2009). 

Alguns estudos relatam que o rendimento do leite bubalino para fabricação 

de derivados, como queijos, iogurtes e doces de leite é superior em relação ao 

leite de vaca (TEIXEIRA et al., 2005) e suas características químicas estão entre 

os fatores de maior relevância que mantém o crescimento da espécie bubalina 

no mundo (BARBOSA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004). 

Físico-quimicamente, o leite de búfala geralmente apresenta densidade entre 

1,025 a 1,047 g/mL; pH dentro de 6,41 e 6,47; ácido lático de 14 a 20 %, devido 

ao alto teor de proteínas, principalmente a caseína; crioscopia entre -0,531 e -

0,548 ºC; sólidos totais por volta de 15,64 - 17,95 %; gordura entre 5,4 e 8,0 %; 

proteína de 3,6 a 5,26 % e minerais entre 0,79 e 0,83 %, sendo até 25 % de 
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cálcio (KOSIKOWSKI, 1979; FURTADO, 1980; CUNHA NETO, 2003; TEIXEIRA 

et al., 2005).  

A gordura é constituída por glóbulos de tamanho e densidade maiores que 

os do leite de vaca, apresentando temperatura de fusão mais elevada, sendo de 

32 à 43,5 ºC (GANGULI, 1979). Outro fator importante deste produto é a 

presença de um maior teor de cálcio, significativo na fabricação de produtos 

lácteos principalmente, sob o ponto de vista tecnológico e nutricional (VERRUMA 

e SALGADO, 1994). 

Os componentes do leite de búfala (gordura, proteína, lactose e sólidos 

totais) podem sofrer variações devido fatores ambientais, como estação do ano 

e nutrição, além do efeito do animal, por exemplo, raça, idade e período da 

lactação. Por se tratar de um leite com sabor adocicado e nutricionalmente 

benéfico à saúde humana, apresentando menor teor de colesterol, possui valor 

agregado ao mercado varejista, havendo uma grande demanda de seus 

derivados, sendo uma alternativa aos consumidores intolerantes aos 

constituintes do leite de vaca, pois, apresenta digestibilidade mais rápida de 

proteínas e lipídeos (SILVA et al., 2003; AMARAL, 2005; ISLAM et al., 2016). 

Produtos de origem animal provindos de ruminantes, especialmente os 

lácteos, são as fontes mais ricas de Ácido linoleico conjugado (CLA), um 

componente com potencial anticarcinogênico, sendo os isômeros cis-9, trans-11 

e trans-10, cis-12 os que possuem atividade biológica (PARIZA et al., 2000). É 

importante ressaltar que em um estudo comparativo da composição química, 

ácidos graxos e colesterol de leites de búfala e vaca, quantidades superiores de 

ácido vacênico (C18: 1 t11) e ácido rumênico (C18: 2c9, t11) foram encontradas 

no leite de búfala, sugerindo que a maior ingestão de CLA pode ser conseguida 

a partir do consumo de leite bubalino (PIGNATA, 2014). 

 

1.3 Fabricação da mozzarella  
 

O queijo mozzarella surgiu na região de Campana, no Sul da Itália. Trata-se 

de um queijo preparado tradicionalmente com leite de búfala integral, 

apresentando alto teor de gordura, o que lhe atribui um sabor leve. Atualmente, 

a região de Campana possui o selo de origem da autêntica mozzarella 

(TEIXEIRA, 2005). Este produto é o mais consumido no mundo e o de maior 

produção no Brasil. Caracteriza-se por ser de massa filada, macio, não-
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maturado, com pouco sal, de coloração branca ou levemente amarelada e de 

superfície brilhante, sendo encontrado em vários formatos e tamanhos  

(CANSIAN, 2005). Pode ser adquirido pelo consumidor em formato de bolinha, 

trancinha, palito e/ou nozinho, além da forma em barras, que podem pesar de 

500 g até 4 Kg (FURTADO, 1997). 

A elaboração pode ocorrer a partir do uso de leite pasteurizado, com a adição 

de culturas starters de bactérias ácido láticas (BAL) ou pelo método tradicional, 

italiano, através da incorporação de coalho e soro-fermento no leite cru aquecido, 

sob condições higiênico-sanitárias (COPPOLA et al., 2001). O soro fermentado 

consiste em uma cultura de microrganismos natural, que é obtida do soro 

proveniente da coagulação do leite, sendo armazenado e usado posteriormente 

em outros processamentos como cultura starter (ERCOLINI et al., 2004). 

Usualmente, são selecionadas culturas láticas termófilas (Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus helveticus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus) como 

starters para a fabricação de mozzarella, as quais possuem características 

significativas para este queijo (MOREA et al., 1998). Contudo, vários derivados 

do leite ainda são produzidos pela fermentação espontânea, não havendo 

seleção de culturas starters, o que ocasiona uma série de produtos com aroma, 

consistência e qualidade microbiológica distintas (STILES e HOLZAPFEL, 1997; 

GERNIGON et al., 2009). 

A obtenção da massa da mozzarella tem início com a coagulação do leite, 

através da produção de ácido lático pelas bactérias láticas presentes no leite cru, 

por meio da acidificação direta ou pela coagulação enzimática, a partir do uso de 

coalho. Na etapa de coagulação, ocorre a hidrólise da kappa-caseína, liberação 

de aminoácidos, desmineralização da coalhada, diminuição do pH e 

subsequente dessora (FURTADO, 1991). 

O método usual de produção do queijo mozzarella ocorre com a adição do 

fermento lático ao leite de búfala integral que, por meio de ações fermentativas 

desestabiliza o leite, formando o coalho. Esta massa coagulada é quebrada em 

pedaços de 3 centímetros e depois de um período de descanso, ocorre a 

drenagem do soro. A filagem da massa é realizada após o processo de 

fermentação, em pH entre 5,2 e 5,4 com a fusão em água, a uma temperatura 

de 80-85 ºC, até obtenção de uma massa homogênea e macia (TEIXEIRA et al., 

2005). Em seguida, é feita a moldagem e por último, a salga (opcional), em 

solução de NaCl a uma concentração de 20 a 24 % (GUSSO, 2011). 
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De acordo com Furtado (2005), há uma faixa de pH ideal para a filagem 

da massa de mozzarella, que varia de 4,8 a 5,5. Quanto mais alto o pH da massa 

(maior que 5,5) mais mineralizado é seu aspecto, e ao ser aquecida, não estica 

com facilidade. Já em pH ideal (4,8 a 5,5), a mineralização é reduzida, gerando 

uma massa com ótima elasticidade e características ideais para a técnica de 

filagem. 

A utilização de métodos alternativos para fabricação de mozzarella, como 

acidificação direta (ácido lático, ácido cítrico, glucona-δ-lactona), não descarta a 

técnica tradicional de fermentação por BAL, desse modo, a qualidade e 

características do produto final serão determinadas pela cultura bacteriana 

utilizada (CHERIGUENE et al., 2007). 

A qualidade microbiológica da matéria-prima é essencial para a elaboração 

de um derivado de alta qualidade. Na Itália, por exemplo, a mozzarella é feita 

com leite de búfala não pasteurizado, para não modificar o processo tecnológico, 

e principalmente assegurar as particularidades sensoriais intrínsecas do produto 

(BUZI et al., 2009). Diversos queijos fabricados com leite cru possuem aromas e 

características sensoriais peculiares quanto aos que são preparados com leite 

pasteurizado, isto se deve às propriedades fisiológicas e bioquímicas das BAL 

presentes no leite, que são responsáveis pela particularidade do produto 

(ALBENZIO et al., 2001; POZNANSKI et al., 2004; FRANCIOSI et al., 2008; 

FERNANDEZ et al., 2010). 

No Brasil, o queijo mozzarella é o produto principal oriundo da 

bubalinocultura, apresentando mercado distinto, com ampla potencialidade de 

crescimento. A melhoria do processamento visa o aperfeiçoamento na qualidade 

e diminuição de custos (SERRANO, 2008). Estudos que avaliam a qualidade 

microbiológica do leite bubalino empregado na produção de queijo mozzarella 

ainda são escassos (PRICHULA et al., 2013). De acordo com Silva e Júnior 

(2014), devido à carência de informações sobre produção e comércio de 

produtos de origem bubalina, o marketing de propagação e emprego de 

legislações específicas de qualidade, seriam uma provável solução para o 

incentivo da produção, venda e consumo dos mesmos.  
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1.4 Bactérias ácido láticas 
 

As BAL constituem um grupo amplo de cocos e bacilos gram-positivos, 

tolerantes a ácidos e fermentativas (BROADBENT; BUDINICH; STEELE, 2016). 

São catalase-negativas, microaerofilas, não produtoras de esporos e exigem um 

meio rico em nutrientes para crescerem (SALMINEN, 1998). Possuem um 

complexo de condução simultâneo de ácido lático e prótons para o exterior da 

célula, que auxiliam a homeostase do pH interno e geram energia (TORO, 2005; 

BERNARDEAU et al., 2008). Além disso, são bactérias não móveis, não 

redutoras de nitrato a nitrito e com carência de citocromo (TORO, 2005; MOZZI 

et al., 2010). 

Os gêneros que compõem o grupo das BAL são Aerococus, Atopobium, 

Brochotrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus e Weisella (LAHTINEN et al., 2011; MOTTA, 2015; KLEEREBEZEM 

et al., 2017). Essas bactérias podem ser especificadas em dois grupos: as 

homofermentativas e as heterofermentativas. Nas homofermentativas, o ácido 

lático é o principal produto da fermentação da glicose, enquanto que as 

heterofermentativas podem produzir além do ácido lático, dióxido de carbono, 

etanol, aldeído, ácido acético e diacetil (MARTINS et al., 2006; GONÇALVES, 

2009). 

 As BAL constituem um conjunto diverso de bactérias, em que várias são 

caracterizadas como geralmente reconhecido como seguro (GRAS). São 

bactérias amplamente distribuídas no meio ambiente, presentes em variados 

produtos à base de leite, como queijos e iogurtes, numerosos alimentos 

fermentados e no aparelho digestivo e geniturinário de humanos e animais. 

Podem estar presentes naturalmente nos produtos alimentícios, gerando uma 

fermentação espontânea ou serem adicionadas como cultura starter. Algumas 

BAL são usadas como probióticos com o intuito de beneficiar a saúde humana, 

sendo portanto, muito importantes economicamente para a indústria, 

especialmente a de alimentos (ADNAN e TAN, 2007; PIARD et al., 2011). 

Quanto à temperatura de crescimento, podem ser classificadas em 

mesofílicas, crescendo a uma temperatura ótima por volta de 30 ºC ou 

termofílicas, crescendo a uma temperatura ótima de 42 ºC (SYBESMA et al., 

2006). As culturas starters são microrganismos ativos, com multiplicação em leite 
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ou soro, essenciais na fabricação de queijos (SALMINEN, 1998). Sendo deste 

modo, o primeiro ingrediente adicionado ao leite, propiciando características 

próprias aos variados tipos de queijo. Entre suas funções, elas são responsáveis 

por fermentar a lactose, com produção de ácido lático como, por exemplo, as 

bactérias do gênero Lactobacillus e Streptococcus (AQUARONE et al., 2001). O 

ácido lático têm muitas funções, como o controle ou impedimento da 

multiplicação de bactérias deteriorantes e patogênicas; atua na atividade do 

coagulante e sua retenção na coalhada; solubiliza o fosfato de cálcio coloidal, 

afetando a estrutura do queijo; propicia a sinérese e afeta a atividade enzimática 

durante o processo de maturação (FOX et al., 2004). 

Os resultados do fermento lácteo sobre as características da mozzarella de 

leite de búfala ao longo do processo de fabricação e armazenamento são 

observados através de tentativas na indústria, havendo erros e acertos, fato este 

que afeta o sistema de produção deste tipo de queijo, levando à alterações na 

qualidade do produto final. A aplicação do soro-fermento elimina a aquisição do 

fermento lácteo, o que diminui os custos de produção, contudo, não há 

uniformidade na produção, devido as alterações que acontecem na microbiota 

natural do soro-fermento, além deste ser um possível meio de contaminação. 

(SERRANO, 2008). 

A seleção de cepas úteis e geneticamente seguras tem ocorrido devido ao 

isolamento de microrganismos através de fontes autóctones, o que tem gerado 

relevantes contribuições à industrialização de produtos (ADNAN e TAN, 2007). 

De acordo com Locci (2008), um crescimento na procura de novas cepas de 

bactérias ácido láticas para serem utilizadas como cultivos iniciadores nativos, 

pelos produtores de queijo, tem gerado um impulso para o aumento da 

diversidade de fermentos usados na indústria de laticínios.  O desenvolvimento 

de culturas autóctones específicas à fabricação de algum queijo pode possibilitar 

proteção às características sensoriais e garantir um produto homogêneo e 

seguro microbiologicamente. 

Segundo Candia e colaboradores (2007), podem ser percebidas diferenças 

na constituição e proteólise do queijo mozzarella dependendo das BAL starters, 

ponderando a escolha de linhagens de bactérias autóctones, para serem usadas 

por diferentes laticínios da mesma região. 

Apesar da indústria de derivados lácteos estar inclinada a usar fermentos 

comerciais, muitas utilizam fermentos endógenos, pela qualidade sensorial que 
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concedem devido ao metabolismo da microbiota autóctone. Os microrganismos 

mais propícios para culturas starters são os obtidos pela microbiota autóctone, 

estando adaptados ao ambiente, podendo prevalecer no produto, devido sua 

habilidade de ação intrínseca (BABIC et al., 2011). 

De acordo com Silva (2015), a produção do queijo mozzarella a partir de 

cultura lática endógena é factível, viabilizando um produto com características 

físico-químicas e microbiológicas adequadas para o consumo. Em seu estudo 

constatou-se que a elaboração de mozzarella com cultura lática endógena 

apresenta resultados satisfatórios nas análises sensoriais, maior aceitação, 

preferência e objetivo de compra quando comparado ao produto feito com cultura 

lática comercial.  

A identificação e seleção de novas cepas que detenham propriedades 

potenciais para uso industrial é de relevante importância para o aumento da 

diversidade de culturas de BAL disponíveis para produção de queijos e produtos 

lácteos (SANTOS, 2015). 

 

1.5 Potencialidade tecnológica das BAL 
 

As BAL atribuem qualidades tecnológicas e bioproteção em diversos 

alimentos, auxiliando no tipo de textura, aumento de sabor, vida útil e 

preservação (OLIVEIRA; ZANNINI; ARENDT, 2014). A escolha de uma cultura 

starter tem como realizar fermentação e produzir as características desejadas ao 

produto, além da estabilidade durante a produção. As qualidades essenciais são 

a capacidade de acidificação, a formação de enzimas proteolíticas, 

encarregadas de gerar o aroma e textura nos queijos e a bioproteção que 

concedem ao alimento (VON WRIGHT, 2012; COELHO, 2013; OLIVEIRA; 

ZANNINI; ARENDT, 2014).  

Em relação as culturas não starters (Non Starter Lactic Acid Bacteria - 

NSLAB), estas constituem-se em linhagens selecionadas de bactérias láticas ou 

de outros microrganismos, com o intuito principal de aperfeiçoar a qualidade 

sensorial do produto. São culturas usadas para estimular o processo de 

maturação, gerar o aroma desejado e eliminar ou disfarçar alguns prováveis 

defeitos de fabricação. A existência de NSLAB causa um aumento da proteólise 

secundária e da ação da aminopeptidase, enzima encarregada pela diminuição 
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do paladar amargo e pelo aumento da concentração de peptídeos de paladar 

desejável (BARROS et al., 2006).  

As NSLAB podem utilizar como substrato energético os aminoácidos 

liberados da autólise das (Starter Lactic Acid Bacteria - SLAB), tanto quanto, os 

resíduos de carboidratos liberados de glicoproteínas e glicolipídeos do leite 

(WILLIAMS; WITHERS; BANKS, 2000). Usualmente são originárias do leite cru, 

do meio de produção e, em número inferior, do soro-fermento natural (SAVIJOKI; 

INGMER; VARMANEN, 2006). A combinação das bactérias NSLAB com as 

SLAB pode favorecer positivamente a qualidade do produto final (DIAS, 2011). 

Ao longo da maturação, a quantidade de bactérias presentes na cultura 

starter é restringida, enquanto as culturas NSLAB, acrescentadas ou oriundas 

do leite, aumentam até alcançarem números acima dos iniciadores. As principais 

bactérias deste grupo pertencem aos gêneros Lactobacillus, Leuconostoc, 

Pediococcus e Enterococcus, sendo as espécies mais populares L. 

casei/paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. curvatus, Pediococcus 

acidilactici e P. pentosaceus (BERESFORD, 2004; BARROS et al., 2006; 

COELHO, 2013). 

A atividade autolítica está associada à disponibilização de enzimas 

intracelulares que interferem nas propriedades de paladar, aroma e consistência 

dos queijos, sendo uma propriedade que deve ser estudada nas BAL, que 

atuarão no processamento de maturação desses produtos (NIETO-ARRIBAS et 

al., 2009; LAZZI et al., 2016). 

Outra característica importante das BAL é a resistência a diversas 

concentrações de NaCl, como a absorção ou síntese de uma quantidade limitada 

de solutos (BREMER; KRAEMER, 2000). Reale e colaboradores (2015), com 

base em um estudo realizado com Lactobacillus casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus, decreveram que a osmotolerância é um parâmetro relevante para 

triagem de estirpes para aplicabilidade tecnológica. 

Na produção de queijos é importante o aperfeiçoamento do sabor e 

inclusão de novas espécies com potencial aromático. O diacetil consiste no 

principal metabólito de sabor gerado por BAL (BARTOWSKY; HENSCHKE, 

2004) e sua produção ocorre devido à habilidade intrínseca de algumas BAL em 

metabolizar o citrato (PASSERINI et al., 2013). De acordo com Pogacic et al. 

(2015), as pesquisas de aromas são fundamentais paa avaliar várias linhagens 

de microrganismos que promovem sabor. 
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 O diacetil é capaz de inibir microrganismos patogênicos ao propagar-se 

pelas membranas bacterianas e afetar as funções metabólicas primordiais 

(HOR; LIONG, 2014). Quantidades elevadas de diacetil estão relacionadas à 

desconformidades de sabor, paladar amargo e aroma ruim (CLARK; POTTER, 

2007), embora seja usado na preparação de muitos alimentos, como queijo 

processado, cottage, creme de leite, margarina e essências de óleo vegetal, 

além de elevar os níveis de aroma amanteigado, que acontece naturalmente na 

fermentação (RINCON-DELGADILLO et al., 2012). 

Em relação à atividade lipolítica, nos produtos lácteos, as lipases 

microbianas são as enzimas responsáveis pela hidrólise da gordura do leite, 

causando a liberação dos ácidos graxos no soro (XIE et al., 2012). As lipases 

hidrolisam os triacilgliceróis (TAG) em diacilgliceróis, monoacilgliceróis e ácidos 

graxos livres. Os monoacilgliceróis formados também agem como 

emulsificantes, propiciando uma textura mais macia ao paladar e alterando a 

cinética de exalação de aromas. (FOX et al., 2000; MIETTINEN et al, 2002).   

Em queijos, as bactérias ácido láticas são capazes de afetar a intensidade 

das características sensoriais dos alimentos fermentados, devido à atividades 

metabólicas como a proteólise secundária, o metabolismo dos carboidratos 

restantes e a habilidade de gerar aminoácidos livres e metabolizá-los, 

conduzindo à formação de compostos flavorizantes (BURNS et al., 2012; 

GUARCELLO et al., 2016). Esta proteólise pode influenciar na qualidade 

sensorial do produto como paladar, aroma e consistência do alimento (NIETO; 

ARRIBAS et al., 2009). Estirpes com atividade proteolítica baixa são aplicadas 

como culturas adjuntas em variados tipos de queijos. Elas auxiliam o aumento 

da quantidade de pequenos peptídeos e aminoácidos livres, principais 

precursores dos compostos inerentes ao aroma e paladar dos alimentos 

(EMBRAPA, 2017). 

Quanto aos gases produzidos por este tipo de bactéria, estes podem 

aumentar a quantidade e tamanho das olhaduras em queijos semiduros, sendo 

útil em alguns produtos, como os queijos Gouda, Edam e Danbo (FRÖHLICH-

WYDER et al., 2013; LEITE et al., 2013; PEDERSEN et al., 2013).  

As BAL são bastante aplicadas para assegurar a preservação e as 

características sensoriais de diversos produtos, auxiliando na textura, paladar e 

estabilidade de alimentos fermentados, pela síntese de exopolissacarídeos 

(EPS) (SOUZA et al., 2007). Além disto, as bactérias produtoras de EPS mais 
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relevantes, são Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus e Streptococcus (WALLING et al., 2005; KORAKLI; GANZLE; 

VOGEL, 2006; WERNING et al., 2006). 

Os EPS podem permanecer ligados à parede celular capsular das 

bactérias ou serem excretados em forma de muco, sendo usados como aditivos 

alimentares. São acrescentados em muitos produtos, principalmente em leites 

fermentados, contribuindo para viscosidade, estabilidade, emulsificação ou 

geleificação (DE VUYST, 1999; DEGEEST, 2001; RUAS -MADIEDO et al., 

2002). Um exemplo, são os Lactobacillus spp., que possuem alta capacidade de 

fabricar diversos tipos de EPS, manifestando uma ampla distinção de estruturas. 

Os EPS são identificados pela sua composição, em homopolissacárideos e 

heteropolissacarídeos, sintetizados naturalmente em produtos fermentados. 

Algumas culturas starters de iogurtes, geralmente produzem 

heteropolissacarídeos (RICCIARDI et al., 2002; De VUYST et al., 2003; BADEL; 

BERNARDI; MICHAUD, 2011). 

Alguns estudos tem mencionado que os EPS também podem ter 

características favoráveis à saúde, como atividade imunomodulatória e 

antitumoral, diminuição do colesterol e prevenção ao surgimento de úlceras 

(GROSU-TUDOR et al., 2013; JOSHI; KOIJAM, 2014). 

Quanto ao teste de lactofermentação, este é realizado para verificação do 

tipo de fermentação determinada por cada isolado de BAL. A fermentação lática 

é um processo anaeróbico, de baixa produção energética, onde a lactose é 

convertida em ácido lático por atividade dos microrganismos (IFBA, 2013). 

 

 1.6 Fatores patogênicos 
 

Vários são os testes importantes para verificação da virulência produzida 

pelas BAL. A Gelatinase por exemplo, trata-se de uma enzima proteolítica, capaz 

de hidrolisar gelatina, caseína, hemoglobina, colágeno e outros peptídeos 

bioativos (WANG et al., 2011). Já a DNAse, é um fator de virulência constatado 

com baixa frequência em amostras provenientes de alimentos, quando 

comparadas com amostras clínicas. Consiste numa enzima que auxilia na 

infecção do hospedeiro, devido sua capacidade de degenerar o ácido nucleico 

(DNA) (BARBOSA et al., 2010). 
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 A inexistência da atividade hemolítica deve ser um método de seleção 

em culturas starters para aplicação nos produtos lácteos (GIRAFFA, 1995). A 

atividade hemolítica é analisada em ágar sangue suplementado com 5 % de 

sangue de cavalo desfibrinado. Esse teste de virulência é imposto devido a 

importância de atestar segurança, mesmo entre um grupo de microrganismos 

com o status de GRAS (FAO/WHO, 2002).  
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OBJETIVOS 
 

 

Objetivo geral 
 

Identificar e caracterizar bactérias ácido láticas presentes em amostras de leite 

cru de búfalas, da região Centro-oeste de Minas Gerais, a partir da microbiota 

autóctone desse leite, verificando um potencial tecnológico e ações patogênicas. 

 

Objetivos específicos  

 
1. Isolar e identificar as bactérias ácido láticas; 

2. Avaliar os fatores de patogenicidade dos isolados; 

3. Avaliar o potencial tecnológico dos isolados. 
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CAPÍTULO 2. Identificação do potencial tecnológico de bactérias ácido 

láticas de leite cru de búfalas 
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RESUMO 
 

 

A bubalinocultura é uma atividade em expansão no Brasil, em que a maioria dos 

bubalinos são criados para produção de leite e carne, com o intuito de gerar 

renda para os produtores rurais. O leite de búfala é valorizado pelas indústrias 

fabricantes de produtos lácteos, devido sua composição centesimal, que garante 

maior rendimento industrial, além do aumento da demanda do mercado 

consumidor, em razão do valor nutricional desses produtos. Bactérias ácido 

láticas são utilizadas nas indústrias para atribuição de características 

tecnológicas aos alimentos e bioproteção, o que impulsiona a procura por novas 

cepas para uso como culturas starters ou adjuntas. O objetivo deste trabalho foi 

a seleção de bactérias ácido láticas de leite cru de búfalas, de interesse para 

utilização pelas indústrias de laticínios, com potencial tecnológico e ausência de 

fatores patogênicos. Amostras de leite cru de búfalas, provenientes de 10 

propriedades do Centro-Oeste de Minas Gerais, foram coletadas em recipientes 

estéreis para análises. Após o cultivo em meios seletivos e realização dos testes 

de Coloração de Gram e Catalase, foram isoladas ao todo 148 bactérias ácido 

láticas, submetidas posteriormente a Rep-PCR. Destas, 47 foram catalogadas 

para verificação do potencial tecnológico e ações patogênicas. Os resultados 

mostraram a presença de 12 bactérias ácido láticas com potencial tecnológico e 

ausência de fatores de virulência, avaliados fenotipicamente, apresentando 

características que favoreçam a sua aplicação no processamento de derivados 

lácteos. Os doze isolados selecionados são espécies de Lactobacillus 

plantarum, L. casei, L. paracasei, Lactococcus garvieae, L. lactis, Leuconostoc 

lactis e Enteroccus hirae. 

 

 

Palavras-chave: bactérias ácido láticas; leite de búfala; potencial tecnológico; 
fatores patogênicos. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O leite de búfala é o segundo tipo de leite mais produzido no planeta, 

atingindo no ano de 2017 a produção de 120.353.705 toneladas em todo o 

mundo, correspondendo atualmente a 14,5 % da produção total. A Índia é o país 

com a maior produção deste leite, resultando em 86.261.680 toneladas e no 

segundo lugar está o Paquistão, com uma produção de 27.298.000 toneladas, 

seguido pela China, com 2.677.636 toneladas (FAO, 2017).  

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística - IBGE (2015), existem aproximadamente 1,5 milhões de bubalinos, 

que estão distribuídos por todos os estados brasileiros, além de ser considerado 

o país com o maior rebanho da espécie bubalina do ocidente. O crescimento da 

bubalinocultura no Brasil está atrelado a uma maior valorização do leite da búfala 

nas indústrias fabricantes de produtos lácteos, devido o aumento da demanda 

do mercado consumidor e da maior quantidade de sólidos totais presentes neste 

leite (BASTIANETTO, 2009). 

Os produtos lácteos fabricados exclusivamente com leite bubalino são 

rentáveis para a indústria e comércio, pois os atributos deste leite favorecem a 

produção de derivados com importância nutricional e maior valor agregado. Além 

disso, a utilização do leite para produção de derivados é mais lucrativa para o 

criador (JORGE et al., 2002; BERNARDES, 2006; VIEIRA, 2009). 

As BAL atribuem a fabricação dos derivados, qualidades tecnológicas e 

bioproteção em diversos alimentos, auxiliando no tipo de textura, aumento de 

sabor, vida útil e preservação (OLIVEIRA; ZANNINI; ARENDT, 2014). 

Constituem um grupo amplo de cocos e bacilos gram-positivos, tolerantes a 

ácidos e fermentativas (BROADBENT; BUDINICH; STEELE, 2016). 

A investigação de BAL úteis, geneticamente seguras e de fontes autóctones 

estão gerando produtos regionalizados e características próprias, sendo estes 

fatores, contribuições relevantes à industrialização de produtos (ADNAN e TAN, 

2007). Os gêneros que compõem o grupo das BAL são Aerococus, Atopobium, 

Brochotrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus e Weisella (LAHTINEN et al., 2011; MOTTA, 2015; KLEEREBEZEM 

et al., 2017). 
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Devido à importância dessas bactérias para o processo de fabricação de 

diversos derivados lácteos, além da procura por novas cepas autóctones, o 

presente estudo buscou identificar e caracterizar bactérias ácido láticas 

presentes em amostras de leite cru de búfalas, da região Centro-oeste de Minas 

Gerais, a partir da microbiota autóctone desse leite, verificando um potencial 

tecnológico e ações patogênicas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Foram coletadas um total de 10 amostras de leite cru de búfalas, de 10 

fazendas diferentes, localizadas no Centro-oeste de Minas Gerais. As coletas 

ocorreram em dias diferentes, sendo adquirido um volume de 200 mL de leite de 

búfalas por propriedade, em um recipiente estéril, retirado do tanque de 

resfriamento ou de latões logo após a ordenha. As amostras foram armazenadas 

em caixa isotérmica com gelo e transportadas ao Laboratório de Inspeção de 

Produtos de Origem Animal - INSPOA no Departamento de Medicina Veterinária 

- DVT, da Universidade Federal de Viçosa – UFV, onde foram realizadas as 

análises.  

 

2.2 Isolamento e identificação das bactérias ácido láticas 
 

 O cultivo e o isolamento das bactérias ácido láticas foram realizados 

utilizando-se diluições decimais seriadas (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 e 10-5) das 

amostras de leite cru em solução salina a 0,85 %. A partir das diluições, a 

alíquota de 0,1 mL foi aplicada pelo método em superfície em placas contendo 

ágar De Man, Rogosa e Sharpe - (MRS, Oxoid Ltd., Basingstoke, England) e 

ágar M17 complementado com 10 % de lactose e incubadas em jarras de 

anaerobiose (gerador de anaerobiose - GasPak, USA) a 37 ºC por 48 horas. 

Após a incubação, foram selecionadas de 5 a 10 colônias de cada placa e estas 

foram repicadas para tubos contendo 5 mL de caldo dos meios correspondentes 

(MRS e M17).  Os tubos foram incubados por 24 horas à 37 ºC e após 

crescimento, os isolados foram novamente estriados em placas contendo meios 

de cultura MRS e M17, para a avaliação da pureza. 

As colônias puras foram submetidas ao Teste da Catalase e à Coloração 

de Gram. As bactérias com morfologia (Bacilos e Cocos), Gram positivas e 
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Catalase negativas, provenientes dos tubos, foram estocadas, em duplicatas, em 

microtubos contendo 2 mL de MRS com 15 % de glicerol estéril, para as etapas 

futuras. 

 

2.3 Identificação dos isolados  
 

Os isolados de bactérias ácido láticas (BAL) foram agrupados por meio da 

técnica de Rep-PCR e a partir do grupo formado e perfil (cluster) foram 

selecionados para identificação da região 16S rRNA, afim de obter o gênero 

bacteriano. 

 

2.3.1 REP PCR 
 

 Os isolados foram reativados em 5 mL dos caldos correspondentes (MRS 

e M17) e incubados à 37 ºC, overnight. Após o período de incubação, 1 mL do 

caldo de cada amostra, foi transferido para um microtubo e centrifugado a 1500g 

por 2 minutos, desprezando o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em água 

ultrapura autoclavada, para obtenção do DNA genômico através do Kit Genomic 

Wizard DNA Purification kit (Promega Corp. Madison, WI, EUA), de acordo com 

as recomendações do fabricante. A reação de amplificação foi realizada de 

acordo com Gevers et al. (2001), com alterações, utilizando o primer GTG (5’ - 

GTG GTG GTG GTG GTG - 3'), usando o programa constituído por uma 

desnaturação inicial de 95 ºC por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturação a 95 ºC 

por 30 segundos, anelamento a 40 ºC por 30 segundos e extensão a 65 ºC por 

8 minutos. Após os ciclos, efetuou-se uma extensão final de 65 ºC por 16 

minutos.  

Os produtos das reações de PCR foram submetidos à eletroforese em gel 

de agarose 2 % (Sigma Aldrich) em tampão de ácido bórico-Tris-EDTA (TBE) 

adicionado intercalante Unisafe®. Os fragmentos de DNA foram visualizados em 

analisador de imagens (L PIX – Loccu Biotecnologia), conjuntamente com 

marcador de peso de 1 Kilo base (kb) (Thermo), sendo as imagens 

armazenadas. 

As imagens foram analisadas utilizando BioNumerics 6.6 (Applied Maths, 

Sint-Martens-Latem, Bélgica). As semelhanças entre os perfis foram calculadas 

usando a correlação de Dice, com optimização e tolerância de 5 % e os 
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dendogramas construídos usando o Método do Grupo de Pares Não Ponderados 

com Média Aritmética (UPGMA). 

 

2.3.2 Sequenciamento dos isolados 

  

 Um isolado de cada cluster foi sequenciado utilizando primers universais 

16S rRNA e os iniciadores 8f, (5’- CAC GGA TCC AGA CTT TGA T(C/T)(A/C) 

TGG CTC AG-3’) e 1512r, (5’- GTG AAG CTT ACG G(C/T)T AGC TTG TTA CGA 

CTT-3’), de acordo com (WEISBURG et al., 1991). Para amplificação dos 

isolados utilizou-se um programa constituído por uma desnaturação inicial de 95 

°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 20 segundos, 

anelamento a 54 °C por 20 segundos e extensão a 68 °C por 2 minutos. Após os 

ciclos, efetuou-se uma extensão final de 72 °C por 7 minutos. 

Os produtos da PCR foram armazenados em placas de 96 poços e 

enviados para o sequenciamento no laboratório da Macrogen Inc. (Seoul, South 

Korea). Os resultados foram analisados com auxílio do software Mega 7 e 

comparados por meio da ferramenta Blast, com o Centro Nacional de 

Biotecnologia- NCBI/Genbank. 

 

2.4 Avaliação qualitativa do potencial tecnológico 
 

Os isolados identificados no sequenciamento foram testados quanto ao 

seu potencial tecnológico a partir de ensaios físicos e bioquímicos qualitativos.  

 

2.4.1 Produção de diacetil 
 

A produção de diacetil foi definida de acordo com King (1948). Os isolados 

foram inoculados em 10 mL de leite UHT e incubados a 30 °C durante 24 horas. 

Um mililitro de cada suspensão celular foi combinado com 0,5 mL de α-naftol (1 

% p / v) e solução de KOH (16 % p / v) e incubado a 30 °C durante 10 minutos. 

A produção de diacetil foi indicada pela formação de um anel vermelho na parte 

superior dos tubos. O teste foi realizado em duplicata. 
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2.4.2 Atividade lipolítica 
 

A atividade lipolítica foi avaliada por culturas de BAL na superfície seca 

de Ágar Contagem Padrão (ACP) acrescidos de Tributirina a 1 % com posterior 

incubação à 30 °C, durante 72 horas. A atividade lipolítica foi analisada por uma 

zona clara ao redor do crescimento das colônias (HANTSIS-ZACHAROV e 

HALPERN, 2007). Em outro método, alíquotas de 1 µL das culturas previamente 

incubadas foram semeadas pontualmente em placas contendo ágar Lúria-

Bertani suplementado com 2 g/L de CaCl2 e 10 g/L de Tween 80, e incubadas 

a 37 ºC por 48 horas. A atividade lipolítica foi identificada pela formação de halos 

opacos ao redor das colônias (BARBOSA, 2010). 

 

2.4.3 Atividade proteolítica extracelular 
 

  A atividade proteolítica extracelular foi avaliada conforme o método de 

Franciosi et al. (2009). Após reativação dos isolados, 2 µL foram inoculados na 

superfície de meio Ágar Contagem Padrão, acrescidos de 10 % leite em pó 

desnatado e incubados a 30 ºC, durante 96 horas. A atividade proteolítica foi 

observada pela formação de uma zona clara ao redor das colônias. 

 

2.4.4 Formação de exopolissacarídeos (EPS) 
 

As estirpes foram cultivadas em meio de ágar MRS, modificados contendo 

2 % da fonte de carbono selecionada: glicose, sacarose, frutose e lactose. As 

culturas apresentadas nas placas foram incubadas a 30 °C por 72-120 horas e 

as cepas que produziram colônias viscosas foram consideradas positivas para o 

EPS (SMITINONT et al., 1999). Além deste teste, foi realizado outro, conforme 

Cogan (1996), em que a produção de EPS a partir da glicose foi determinada 

qualitativamente pela observação do grau de ‘rigidez’ das culturas que haviam 

sido cultivadas em MRS (10 % p/v), a 30 °C por 18 horas. Foram consideradas 

positivas as culturas que puderam ter seu coágulo manipulado, formando uma 

linha de inoculação em espiral. 
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2.4.5 Perfil de Lactofermentação 
 

 Para a realização deste teste, utilizou-se o protocolo conforme Behmer 

(1985), para avaliação do perfil de lactofermentação. Foram inoculados 20 µL 

das culturas, em duplicata, em tubos cônicos (tipo Falcon), contendo 10 mL de 

leite em pó desnatado reconstituído a 10 % (m/v) esterilizado. Em seguida, estes 

foram incubados a 30 ºC, por 24 horas. Os resultados foram interpretados de 

forma visual de acordo com o coágulo formado em: sem coágulo; com grumos; 

gelatinoso sem soro; gelatinoso com soro; caseoso com soro e gás; contraído 

com soro; coágulo pequeno no fundo do tubo, sem grumos e sem soro. 

 

2.5 Avaliação qualitativa dos fatores de patogenicidade 
 

Os mesmos isolados testados no item 2.4 foram investigados quanto a 

presença de fatores patogênicos. 

 

2.5.1 Atividade Desoxirribonuclease 
 

1 µL das culturas overnight foi semeado pontualmente em placas 

contendo ágar DNAse suplementado com verde de metila e incubadas a 37 ºC 

por 48 horas. Atividade desoxirribonuclease foi avaliada através da formação de 

halos transparentes ao redor das colônias (BARBOSA, 2010). 

 

2.5.2 Gelatinase 
 

Após período de incubação (overnight), uma alíquota de 1 µL do isolado 

foi semeada pontualmente em placas contendo ágar Lúria-Bertani (LB) 

suplementado com 30 g/L de gelatina e incubadas a 37 ºC por 48 horas. Após a 

incubação, as placas foram mantidas a 4 ºC por 4 horas, para confirmação dos 

resultados. A hidrólise da gelatina foi confirmada pela presença de halos opacos 

ao redor das colônias (BARBOSA, 2010). 
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2.5.3 Atividade hemolítica 
 

Para verificação da atividade hemolítica, alíquotas de 1 µL das culturas 

previamente incubadas a 30 °C, foram semeadas pontualmente em placas 

contendo TSA (Oxoid Ltd.), suplementado com 5 % de sangue de cavalo 

desfibrinado, com incubação a 37 ºC por 48 horas. Os resultados foram 

classificados em: hemólise parcial ou alfa hemólise (halos esverdeados ao redor 

da colônia), hemólise total ou beta hemólise (halos transparentes ao redor da 

colônia), e ausência de hemólise ou gama hemólise (ausência de halo ao redor 

da colônia) (BARBOSA, 2010). 

 

2.6 Análise quantitativa do potencial tecnológico 
 

Os isolados que apresentaram características de bactérias com bom 

desempenho tecnológico e favorável aos fatores de virulência, foram 

selecionados para os testes quantitativos relacionados a atividade acidificante, 

atividade autolítica e capacidade de crescimento em diferentes concentrações 

de NaCl.  

 

2.6.1 Atividade acidificante 

 

As cepas foram reativadas em caldo MRS e M17 e incubadas à 30 ºC, 

overnight. Tubos contendo 10 mL de leite desnatado esterilizado (10 % w/v, 

Molico, Nestle, São Paulo, SP, Brazil) foram inoculados com as cepas 

reativadas. O produto incubado foi aferido quanto ao pH no tempo 0, 3, 6 e 24 

horas. Os dados estão expressos como a média da análise em duplicata 

(RIBEIRO et al., 2013). 

 

2.6.2 Atividade autolítica 

 

 A autólise celular foi medida conforme o descrito por Mora et al. (2003). 

As cepas foram cultivadas em caldo MRS e M17 a 30 ºC durante 24 horas, para 

atingir uma 𝐷𝑂550𝑛𝑚0.8-1. As células foram lavadas em tampão fosfato de 

potássio (50𝑚𝑚𝑜𝑙−1, pH 6,5), ressuspendidas no mesmo tampão para uma 𝐷𝑂550𝑛𝑚 de 0.6-0.8 e incubadas a 30 ºC. O grau de autólise foi expresso 
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avaliando a diminuição na 𝐷𝑂550𝑛𝑚, após 4, 6, 24 e 48 horas, usando um 

espectrofotômetro Bel UV- M51 (Bel Engineering). As análises foram realizadas 

em duplicata. 

 

2.6.3 Capacidade de crescimento em diferentes concentrações de NaCl 

 

As cepas foram cultivadas em caldo MRS e M17, suplementados com 4 

%, 6 % e 10 % de NaCl. A capacidade das cepas para crescer a cada diferente 

concentração de sal, foi avaliada após 24 horas de incubação a 30 °C, através 

da densidade óptica (𝐷𝑂550𝑛𝑚), utilizando o espectrofotômetro Bel UV- M51 (Bel 

Engineering). Todos os ensaios foram realizados em duplicata (DAL BELLO et 

al., 2012). 

 

2.7 Análise estatística 
 

 Os testes quantitativos (acidificação; autólise; crescimento em NaCl) 

foram analisados na forma descritiva. Os testes qualitativos (produção de 

diacetil; lipolítico; proteolítico; produção de gás; produção de EPS; 

lactofermentação; DNAse; gelatinase; hemolítico), foram analisados utilizando o 

Teste de Chi-quadrado para comparar as espécies bacterianas selecionadas (1= 

positivo e 0= negativo). A análise estatística foi realizada com o programa R 

(STUDIO, 2012), sendo a significância estatística definida como P< 0.05. 

 

3. RESULTADOS  
 

3.1 Identificação 
 

Ao todo, 148 isolados foram obtidos das 10 amostras de leite bubalino, 

sendo morfologicamente Gram positivos e catalase negativos. Deste grupo, 47 

isolados foram selecionados para o sequenciamento, após análise dos perfis 

obtidos na Rep-PCR e a origem do isolado (Anexo 1).           

O resultado do sequenciamento apresentou um total de 43 isolados 

pertencentes ao grupo de bactérias ácido láticas, sendo estes oriundos de 5 

gêneros (Tabela 1). Os gêneros Lactococcus e Lactobacillus foram os mais 

frequentes deste grupo. Outros 4 isolados foram descartados por serem 
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classificados como espécies que não fazem parte das BAL, sendo elas, 

Aerococcus urinae equi; duas espécies de Raoutella; uma espécie de Klebsiella 

aerogenes. 

 

Tabela 1. Gêneros e espécies das bactérias ácido láticas isoladas em amostras 
de leite cru de búfalas, da região Centro-Oeste de Minas Gerais, Brasil. 

Gêneros   Nº *(n=43) Espécies  Nº *(n=43) 

Lactococcus       15 (35 %) 
Lactococcus garvieae   7 (16,3 %)  
Lactococcus lactis   8 (18,6 %) 

Streptococcus         9 (21 %) 
Streptococcus dysgalactiae   3  (7 %) 
Streptococcus ferus   1  (2,3 %) 
Streptococcus uberis   5 (11,6 %) 

Lactobacillus         8 (19 %) 
Lactobacillus casei 4  (9,3 %) 
Lactobacillus plantarum 4  (9,3 %) 

Enterococcus         7 (16 %) 
Enterococcus faecalis 2  (4,7 %) 
Enterococcus hirae  5 (11,6 %) 

Leuconostoc       4 (9 %) 
Leuconostoc lactis   3  (7 %) 

Leuconostoc mesenteroides 1  (2,3 %) 
*Quantidade de isolados baseado no total de 43 

 

3.2 Análise qualitativa do potencial tecnológico 
 

Os resultados dos testes qualitativos do potencial tecnológico e 

patogênico dos 43 isolados de BAL estão apresentados no Anexo 2. A partir 

destes resultados, selecionou-se 12 isolados de BAL que apresentaram 

características desejáveis para utilização na indústria de alimentos (Tabela 2). 

Os resultados dos testes qualitativos de potencial tecnológico e fatores de 

patogenicidade dos 12 isolados selecionados estão apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 2. Espécies de BAL selecionadas de leite cru de búfala 

Espécies N° de isolados 
Enterococcus hirae 1 
Lactobacillus casei 1 

Lactobacillus paracasei 1 
Lactobacillus plantarum 3 
Lactococcus garvieae 1 

Lactococcus lactis 3 
Leuconostoc lactis 2 

Total 12 
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No geral, observou-se que 9 (75 %) dos isolados foram produtores de 

diacetil, 100 % apresentaram atividade proteolítica e ausência de atividade 

lipolítica. Em relação à produção de gás, o gênero Leuconostoc foi o único que 

manifestou essa característica, sendo importante atributo para a indústria de 

alimentos, principalmente em determinados tipos de queijos (Tabela 3). 

 A produção de EPS apresentou resultado distinto entre os isolados, 

sendo o gênero Lactobacillus de melhor produção desta qualidade. As espécies 

encontradas neste estudo apresentam um padrão de coagulação variado, 

analisando os resultados expostos na Tabela 3, sendo desejável a coagulação 

produzida pelas espécies de Lactococcus lactis (Coágulo gelatinoso, com soro). 

Ademais, duas espécies de Lactobacillus plantarum também se destacam, por 

exibirem o padrão de coagulação (Gelatinoso, sem soro). 
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Tabela 3.  Resultado da triagem das bactérias ácido láticas isoladas de leite cru de búfala, a partir da análise qualitativa do potencial 
tecnológico e patogênico. 

 

 

                            

Padrão de coagulação *1= Com grumos; 2= Coágulo gelatinoso, sem soro; 3= Coágulo pequeno no fundo, sem grumos e sem soro; 4= Coágulo gelatinoso, com 
soro; 5= Coágulo caseoso, com soro e gás. 

* 
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3.3 Avaliação dos fatores de patogenicidade 
 

 Os potencial patogênico foi o primeiro critério para seleção dos 12 

isolados finais. Ao analisar os resultados dos testes de patogenicidade dos 43 

isolados (Anexo 2) observa-se que 24 (56 %) das BAL apresentaram resultado 

positivo para o teste de hemólise e 4 (9 %) resultado postitivo para gelatinase, 

caracterizando-as assim como impróprias para serem utilizadas na fabricação 

de alimentos. No entanto, todas as BAL tiveram resultados negativos para o teste 

de DNAse, sendo esta uma característica quista pela indústria. A partir desta 

análise foram eliminadas as BAL com potencial patogênico, selecionando 

àquelas que apresentaram resultados negativos para todos os testes 

patogênicos (Tabela 3). 

 

3.4 Avaliação do potencial tecnológico quantitativo 
 

3.4.1 Atividade acidificante 
 

Os valores de pH inicial (zero horas) dos 12 isolados de bactérias ácido 

láticas selecionados, apresentaram valores próximos a 7, diminuindo ao longo 

dos tempos testados até o intervalo de pH 4,0 a 5,5 obtido no tempo de 24 horas. 

No total, 10 (83 %) dos isolados testados atingiram um pH menor que 5 em 24 

horas, destacando o Lactococcus lactis com o menor pH obtido (4,03) (Figura 1). 
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Figura 1. Potencial de acidificação de bactérias ácido láticas isoladas de leite de búfala. 

  

3.4.2 Atividade autolítica 
 

Os 12 isolados testados apresentaram uma queda na densidade óptica 

(D.O.) após 24 horas, comprovando um processo de autólise após este período. 

Cabe destacar que a espécie Lactobacillus plantarum apresentou a maior queda 

de D.O. (redução de 0,2), conforme Figura 2. 
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Figura 2. Avaliação da autólise de espécies de bactérias ácido láticas isoladas de leite de 

búfala. 

 

3.4.3 Capacidade de crescimento em diferentes concentrações de NaCl 
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isolados de Lactobacillus plantarum e o isolado de L. casei expressaram maior 

multiplicação em NaCl, conforme Figura 3. Ademais, o isolado de Lactococcus 
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Figura 3. Osmotolerância de bactérias ácido láticas isoladas de leite bubalino. 

 

4. DISCUSSÃO 
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bastante utilizado como probiótico (KEMPKA, 2008). 
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pesquisa feita por Villani e colaboradores (1997), esta cultura correspondeu a 

mais de 70 % das bactérias isoladas de soro fermento utilizado na fabricação 

desse produto, divergindo com os resultados deste trabalho, em que esse gênero 

apresentou a menor frequência. Leuconostoc lactis é uma BAL 

heterofermentativa, descrita na literatura com potencial para produção de diacetil 

e EPS em alimentos lácteos (SARAVANAN e SHETTY, 2016). 

O gênero Lactococcus foi o grupo com maior frequência entre os isolados 

de BAL de leite de búfala, enquanto Enterococcus e Leuconostoc foram gêneros 

encontrados em menor quantidade (Tabela 1). A espécie Lactococcus lactis é 

geralmente reconhecido como seguro (GRAS), sendo capaz de produzir ácido 

lático em culturas lácteas e auxiliar a proteólise do leite durante a fermentação, 

favorecendo às propriedades sensoriais e microbiológicas do produto 

(CAVANAGH et al., 2015). Além disto, a espécie L. lactis ssp. lactis constitui uma 

cultura starter muito utilizada na indústria de laticínios e por isto, tem elevada 

importância econômina, sendo utilizada na fabricação de leites fermentados, 

nata, manteiga e queijos (YERLIKAYA, 2019). 

Outro importante gênero encontrado neste estudo foi o 

grupo Enterococcus. Esta bactéria tem sido empregada como probiótico para 

humanos ou animais, apesar deste gênero não ser considerado "geralmente 

reconhecido como seguro" (GRAS) (ARAÚJO e FERREIRA, 2013). Os 

Enterococcus podem contribuir às características sensoriais em alimentos 

fermentados, construindo ricas e profusas vias metabólicas (MORENO, 2006; 

VIMONT, 2017). Essas bactérias também são capazes de produzir uma 

diversidade de compostos antimicrobianos, como ácidos orgânicos e 

bacteriocinas (NESS, 2014).  

Esta biodiversidade, como encontrado neste trabalho parece ser 

comumente encontrada na literatura. Segundo Franciosi (2009), a biodiversidade 

ocorre frequentemente em amostras de leite. Isto porquê a formação da 

população microbiana está relacionada a diversos fatores inerentes ao produto 

e ambiente, facilitando a presença de determinadas populações e 

consequentemente caracterizando a mesma. Esta situação foi descrita por Silva 

(2010), na qual a autora enfatiza que essa diversidade pode ser devido 

condições ambientais e sanitárias de cada coleta feita, tal como, origem e 

características do leite, manipulação e clima. 
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4.2 Potencial tecnológico 
 

Estirpes de BAL têm sido isoladas a partir de leite e adicionadas como 

culturas starters ou adjuntas no decorrer da produção de alimentos, com o intuito 

de atribuir as características sensoriais desejáveis (QUIGLEY et al., 2013). A 

velocidade de acidificação e a intensidade de produção de ácidos são duas 

questões relevantes que devem ser ponderadas para a fermentação de 

derivados lácteos (CABRAL et al., 2016). 

Nesse estudo todas as espécies de BAL selecionadas a partir do leite de 

búfala, tiveram declínio significativo do pH após 24 horas de fermentação (Figura 

1). Os valores de pH atingidos assemelham-se aos encontrados por Silva (2010), 

no qual a mior parte dos isolados de mozzarella de búfala reduziu o valor de pH 

do leite ≤ 5,0, contudo, a avaliação deu-se em 18 horas de fermentação. 

Ainda, Silva (2010), relatou que em amostras de diferentes etapas e 

processamentos distintos na fabricação de mozzarella de búfala, oriundas de 

dois laticínios em São Paulo e avaliando o uso de leite pasteurizado e in-natura, 

predominaram as bactérias termofílicas no queijo, indicando essas bactérias 

como as principais envolvidas na fabricação do produto, assim como durante a 

estocagem. Isto está diretamente relacionado a utilização de culturas comerciais, 

compostas especificamente por bactérias termofílicas, para a otimização da 

produção. Portanto, podem ter sido isoladas culturas que já estavam presentes 

no fermento comercial, mascarando as reais bactérias ácido láticas possíveis de 

serem encontradas naturalmente nos produtos daquela região. As bactérias 

termófilas não foram alvo deste estudo, e por isto, não podemos inferir que 

populações deste tipo de bactéria não estavam presentes. 

Nesse estudo, as doze espécies selecionadas apresentaram de forma 

geral, uma variação similar do pH (Figura 1); esta característica pode estar 

relacionada ao grupo mesofílico, o qual os isolados pertencem. Outros grupos, 

como por exemplo, os termofílicos podem apresentar divergência na redução da 

acidez do meio. Isto foi relatado por Santos (2015), que ao usar culturas 

termofílicas, observou que a acidificação de cepas de S. thermophilus, L. 

helveticus e L. delbrueckii tiveram variações divergentes, mesmo para 

microrganismos da mesma espécie.  

Os isolados selecionados foram tolerantes a concentrações de NaCl de 4, 

6 e 10 % (Figura 3), correlato ao encontrado no estudo de Paixão (2016), 
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embora, tenha sido usado apenas as concentrações de 4 e 6,5 % por este autor. 

A osmotolerância é uma qualidade significativa para seleção de BAL para uso 

tecnológico. Já existem descrições na literatura de que muitas cepas isoladas de 

queijos possuem essa qualidade (REALE et al., 2015). 

Ao avaliar a produção de diacetil em BAL, Paixão (2016) obteve variações 

na intensidade de produção desse composto orgânico. O mesmo foi observado 

nesse estudo, logo, todos os isolados que produziram diacetil, independente da 

intensidade (fraca ou forte) foram considerados positivos. 

Além disto, todas as BAL analisadas do leite de búfala (Anexo 2), 

apresentaram atividade enzimática negativa para lipase, em concordância com 

resultados encontrados na literatura, em análises de leite cru e produtos lácteos 

de vaca (MORAES et al., 2010; Uecker, 2018). Ao analisar 14 cepas de 

Lactococcus lactis oriundas de leite cru e grãos de Kefir, Yerlikaya (2019) 

também constatou ausência de atividade lipolítica dos isolados.  

As lipases são muito importantes no metabolismo lipídico bacteriano, na 

ligação em processos patogênicos e na hidrólise da gordura do leite (XIE et al., 

2012). A atividade lipolítica juntamente com a proteólise é essencial na 

maturação de queijos em geral (FOX et al., 2000; MIETTINEN et al., 2002).   

Nesse estudo, foi verificada a ausência de atividade proteolítica apenas 

por um isolado de Enterococcus faecalis (Anexo 2). Enzimas proteolíticas 

liberadas por BAL, podem favorecer conjuntamente às proteinases naturais do 

leite, uma ampla degradação da caseína no queijo (SANTOS, 2015). Porém, 

algumas enzimas mostram pouca ou ausência de atividade, possivelmente por 

serem intracelulares, como, por exemplo aminopeptidases, dipeptidases e 

tripeptidases, sendo desprendidas somente com a lise celular. A proteólise é um 

processo de grande importância para alguns tipos e maturação de queijos. A 

hidrólise da caseína ocorre por ação do coagulante, plasmina e/ou proteinases 

de células somáticas do leite; os peptídeos de diferentes tamanhos que são 

formados também são hidrolisados pelo coagulante e por enzimas de culturas 

starters e não starters presentes no queijo (McSWEENEY, 2004). 

Observa-se que dos 43 isolados avaliados, as 4 BAL do gênero 

Leuconostoc produziram gás a partir da glicose, após serem cultivadas em caldo 

MRS, ao avaliar a formação de EPS. Esta característica é comum nesta espécie, 

devido sua ação heterofermentativa. A produção de gás também foi relatada no 

trabalho de Paixão (2016), ao avaliar 60 isolados de BAL a partir de glicose, no 
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qual, nove foram positivos. Segundo Pereira e colaboradores (2010), culturas 

homo e heterofermentativas complementam a formação de compostos 

aromáticos ou iniciadores. 

As espécies que obtiveram melhor produção de EPS foram E. hirae, L. 

plantarum, L. casei; L. paracasei e L. garvieae (Tabela 3). Alguns isolados não 

foram capazes de produzir EPS no meio MRS ou nos açúcares utilizados, 

contrastando com o resultado obtido por Santos (2015), em que foi verificada a 

produção de EPS por todos os isolados, contudo, eram BAL termófilas. Ademais, 

de acordo com Petry e colaboradores (2000), o meio de fermentação influencia 

a produção de EPS pelas BAL. 

Comumente, os EPS produzidos por BAL são tidos para uso alimentício e 

como naturais e contribuem para viscosidade e textura de iogurtes e vários tipos 

de queijos, substituindo amidos modificados quimicamente e gordura do leite em 

iogurtes comerciais. Além disso, há relatos na literatura que alguns EPS 

possuem características prebióticas relevantes, entre elas, ação antimicrobiana 

contra patógenos, efeitos antioxidantes e imunoestimulantes. Outrossim, podem 

auxiliar no controle da formação de biofilmes por microrganismos patogênicos 

(LI et al., 2014; WU et al., 2014). 

 

4.3 Fatores de patogenicidade 
 

No presente trabalho, todos os isolados de BAL de leite de búfala não 

apresentaram atividade da enzima DNAse em testes fenotípicos (Anexo 2), o 

que corrobora com alguns estudos em que foram avaliadas BAL provenientes de 

leite e derivados lácteos de cabra e vaca (ALMEIDA JÚNIOR et al., 2015; 

UECKER, 2018).  

A DNAse é uma enzima que propicia infecção do hospedeiro devido sua 

capacidade de degradação do ácido nucleico (DNA) e desta forma, caracteriza-

se como um fator de virulência que não é visto com muita frequência em 

amostras provenientes de alimentos (BARBOSA et al., 2010). No presente 

trabalho, foi detectada atividade enzimática positiva para gelatinase em 4 (9 %) 

dos isolados (Anexo 2), divergindo de outros trabalhos, que tiveram resultados 

negativos para atividade da enzima gelatinase em todos os isolados estudados 

(WANG, 2011; GÓMEZ, 2016; UECKER, 2018).  
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Os isolados com atividade α-hemolítica (halo esverdeado ao redor das 

colônias), foram classificados como negativos para hemólise, pois, apesar de 

produzirem hemólise incompleta, causada por enzimas capazes de lisar os 

eritrócitos no sangue humano, esse padrão de hemólise não é nocivo à saúde, 

sendo considerados positivos apenas os isolados que apresentam zonas de lise 

completa (β-hemólise) das hemácias ao redor das colônias (BARBOSA et al., 

2010; ADIMPONG et al., 2012). 

Em estudo realizado por Santos (2015), ao avaliar a atividade hemolítica 

de cepas autóctones de BAL termófilas de Lactobacillus helveticus, S. 

thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, observou-se que as cepas de S. 

thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, produziram halo esverdeado 

(hemólise parcial), o que se correlaciona ao encontrado nesse estudo, em que 

as espécies de L. plantarum, apresentaram o mesmo padrão de hemólise. 

Das espécies de Enterococcus isoladas do leite de búfala, 100 % (7/7) 

produziram hemolisinas, sendo uma espécie Enterococcus hirae classificada 

como negativa para hemólise, por apresentar halo esverdeado ao redor da 

colônia (Anexo 2). O mesmo foi relatado por Porto e colaboradores (2016), ao 

avaliarem 53 cepas de Enterococcus isolados de queijos de Coalho artesanais, 

todas produziram hemolisinas, havendo variação do padrão de hemólise 

formado conforme a origem do sangue utilizado no preparo do meio de cultura. 

Esse resultado confirma o que já tem sido relatado pela literatura, que o gênero 

Enterococcus apresenta determinantes fenotípicos virulentos como atividade 

hemolítica e genes codificadores de virulência. Portanto, a investigação de 

patogenicidade é de elevada importância para segurança alimentar e saúde 

pública. 

Moraes et al. (2012), também analisaram a produção de hemolisinas em 

ágar sangue de cavalo em 43 cepas de Enterococcus oriundos de leite e queijo 

não pasteurizado, em Minas Gerais, e constataram beta-hemólise em 53,5 % 

das cepas, não havendo formação de alfa-hemólise nas demais. Discrepante 

aos resultados desse estudo e de outros encontrados na literatura, Marguet, 

Vallejo e Olivera (2008), ao usarem sangue humano para verificar a produção de 

hemolisinas de 10 estirpes de Enterococcus, provindas de queijos fabricados 

com leite de ovelhas, adquiridos de uma queijaria da Patagônia, não observaram 

atividade hemolítica nas estirpes estudadas. 
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Uecker (2018), ao analisar 40 BAL com potencial probiótico, isoladas de 

produtos lácteos distintos, encontrou apenas hemólise incompleta (alfa- 

hemólise) e relatou que Lactococcus lactis subsp. lactis e L. citreum se 

destacaram entre os demais, com propício potencial de uso como probiótico, 

além de possuírem propriedades antimicrobianas e antioxidantes significativas. 

 Já Paixão (2016), ao selecionar BAL autóctones de leite de cabra com 

propriedades probióticas, relata que no teste hemólítico, apenas um isolado foi 

beta-hemolítico (hemólise completa) e por isso, eliminado. Pois, a ausência de 

atividade hemolítica é uma regra de seleção para possíveis candidatos de 

estirpes para uso em derivados lácteos (MARAGKOUDAKIS et al., 2006).  

 

5. CONCLUSÃO 
 

 O leite de búfala pode conter bactérias ácido láticas com características 

que interessem a indústria alimentícia. Neste trabalho, 12 isolados de leite cru 

de búfalas apresentaram características com potenciais para serem utilizadas no 

processamento de derivados lácteos. Ademais, esses gêneros bacterianos têm 

sido muito estudados quanto à sua capacidade de produção de bacteriocinas, 

sendo de grande interesse para futuras pesquisas e aplicações.  
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ANEXO 1- Dendograma baseado no resultado do Rep-PCR referente a 148 isolados 
testados 
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ANEXO 2 - Potencial tecnológico e patogênico dos 43 isolados  

 

Padrão de coagulação *1= Com grumos; 2= Sem coágulo; 3= Coágulo contraído com soro; 4= Coágulo gelatinoso, sem soro; 5= Coágulo pequeno no fundo, sem 
grumos e sem soro; 6= Coágulo gelatinoso, com soro; 7= Coágulo caseoso, com soro e gás. 
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