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“Um hombre sábio se buscará más oportunidades de las que se le presentan” 
 

Francis Bacon 
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RESUMO 

 
O crescente interesse por alimentos funcionais faz com que a indústria 

procure novas linhagens de bactérias com potencial funcional. Neste contexto, o leite 

de búfala pode ser utilizado para o isolamento de cepas BALs com eventual potencial 

probiótico ou tecnológico. O objetivo deste trabalho foi explorar o potencial funcional 

de Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e Lactococcus lactis L4A8 isolados do leite de 

búfala e identificar aplicações na indústria de alimentos. Para atingir este objetivo, 

foram avaliados testes de inocuidade, atividade antimicrobiana, propriedades 

tecnológicas, condições de temperatura, influência de conservantes alimentares, 

tolerância em condições do trato gastrointestinal, avaliação da eficiência de 

microencapsulação e manutenção das culturas microencapsuladas aplicada em leite 

UHT e em caldo MRS. Os resultados da inocuidade não apresentaram atividade 

hemolítica nem produção de gelatinase. Leuconostoc mesenteroides LB10.4 

apresentou resultado mais tardio da atividade proteolítica-acidificante em Litmus Milk 

em comparação à Lactococcus lactis L4A8. Em ágar leite, ambas apresentaram 

atividade proteolítica. Não foi detectada atividade lipolítica, produção de gás e 

hidrólise da lisina. Os isolados demostraram ser capazes de obter crescimento 

microbiano em temperaturas de 20, 30 e 37ºC. Também, sofreram efeitos moderados 

das bacteriocinas Nisina e Pediocina. Em associação, os isolados apresentaram 

tolerância adversa ao trato gastrointestinal e viabilidade na liberação das células 

microencapsuladas aplicadas em Leite UHT. Os resultados mostraram-se 

promissores à aplicação na indústria alimentícia como culturas starter. 

 

 

 
1Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (58 p.) Abril, 2021.  
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ABSTRACT 

 
 

The growing interest in functional foods makes the industry look for new 

strains of bacteria with functional potential. In this context, buffalo milk can be used for 

isolating BALs strains with probiotic or technological potential. This work objective was 

to explore the functional potential of Leuconostoc mesenteroides LB10.4 and 

Lactococcus lactis L4A8 isolated from buffalo milk and to identify their applications in 

food industry. To achieve this objective, safety tests, antimicrobial activity, 

technological properties, temperature conditions, influence of food preservatives, 

tolerance in conditions of the gastrointestinal tract, evaluation of microencapsulation 

efficiency and maintenance of microencapsulated cultures applied in UHT milk and 

broth MRS were all evaluated. Innocuity results did not show hemolytic activity or 

gelatinase production. Leuconostoc mesenteroides LB10.4 showed a later result of 

proteolytic-acidifying activity in Litmus Milk compared to Lactococcus lactis L4A8. In 

milk agar, both showed proteolytic activity. No lipolytic activity, gas production and 

lysine hydrolysis were detected. The isolates demonstrated microbial growth at 

temperatures of 20, 30 and 37ºC. Also, they suffered moderate effects from the 

bacteriocins Nisina and Pediocina. In association, the isolates showed tolerance to the 

gastrointestinal tract and viability in the release of microencapsulated cells applied in 

UHT milk. The results showed promise for application in the food industry as starter 

crops. 

 
 
 
 
 

1Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências 
Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (58 p.) April, 

2021.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Na indústria de alimentos e nos diferentes processos entende-se como 

fundamental a aplicação de diferentes micro-organismos, dos quais as bactérias ácido 

lácticas (BALs), desempenham papel funcional determinante. Estes micro-organismos 

são benéficos para o ser humano e, além disso, capazes de gerar processos 

sintéticos, inibidores e biológicos de forma natural, que permitem sintetizar produtos 

como substâncias orgânicas, para a aceleração de processos bioquímicos nos 

alimentos. 

Um grupo característico a destacar das BALs é a espécie Leuconostoc 

mesenteroides, a qual se distribui amplamente na natureza. Em nível industrial é 

utilizada na produção de vinhos, produtos lácteos e açúcar, além disso, é muito 

utilizada na indústria de alimentos, dadas suas propriedades fermentadoras e sua 

capacidade para gerar compostos aromáticos. Cabendo destacar que devido a sua 

grande exigência nutricional, seu isolamento se torna dificultado. 

Outra espécie biotecnologicamente importante a destacar é Lactococcus 

lactis devido aos aspectos de segurança, alcançados por terem sido utilizadas há anos 

na preservação e manutenção de alimentos. Na indústria de laticínios há estudos que 

destacam importância de genes que codificam enzimas proteolíticas que participam 

na maturação de produtos como queijos sendo Lactococcus lactis responsável pela 

descarboxilação de cadeia ramificada do ácido α-acetolactato. 

Atualmente, o leite de búfala ocupa o segundo lugar na produção mundial, 

depois do leite bovino, devido a suas características nutricionais com alto conteúdo 

de lipídeos, proteínas, carboidratos, vitaminas e minerais. Este leite vem sendo 

explorado para a produção de uma ampla variedade de produtos lácteos, tais como 

queijos, manteiga, sorvetes e iogurtes. Apesar disso, ainda há poucos estudos de 

bactérias lácticas isoladas de leite de búfala. 

Breyer et al. (2020) realizou a identificação de isolados de bactérias lácticas 

de leite de búfala, pela técnica de MALDI-TOF/MS, onde determinou a presença de 

cinco gêneros com valor de confiança ≥ 1,7 (Enterococcus sp., Lactobacillus sp., 

Lactococcus sp., Leuconostoc sp. E Staphylococcus sp) permitindo uma boa 

caracterização da diversidade de BALs analisadas. Estes resultados serviram como 

base para a seleção dos isolados de interesse como Leuconostoc mesenteroides 

LB10.4 e Lactococcus lactis L4A8 para serem estudados quanto a sua potencial 
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aplicação na área de alimentos.  

Portanto, o presente estudo foi desenvolvido visando explorar o potencial 

funcional de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 isolados de leite de búfala, 

bem como, identificar suas potenciais propriedades para aplicações em alimentos. 

Estudar suas propriedades probióticas e capacidade de microencapsulação será 

objeto deste estudo para que seja possível explorar a funcionalidade destes isolados 

na matriz láctea. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar o potencial funcional de Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e 

Lactococcus lactis L4A8 isolados de leite de búfala. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Avaliar as atividades enzimáticas de Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e 

Lactococcus lactis L4A8; 

2.2.2 Investigar a estabilidade e viabilidade dos isolados em diferentes temperaturas 

e frente a diferentes bacteriocinas; 

2.2.3 Avaliar a produção de atividade antimicrobiana pelos isolados; 

2.2.4 Determinar a capacidade de sobrevivência das bactérias lácticas estudadas em 

condições de acidez e sais biliares; 

2.2.5 Avaliar a eficiência do processo de microencapsulação dos isolados de 

bactérias lácticas. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Propriedades das bactérias ácido-lácticas 

O grupo de bactérias ácido-lácticas é composto por diversos gêneros 

bacterianos, cuja principal característica é que possuem um metabolismo estritamente 

fermentativo, convertendo açúcar principalmente em ácido láctico, particularidade que 

permite a conservação dos alimentos (Dahunsi et al., 2018; Dahunsi et al., 2019). 

As BALs são micro-organismos gram-positivos, em forma de cocos ou 

bacilos, não esporulados, não móveis, catalase e oxidase negativas, anaeróbios 

estritos ou anaeróbios facultativos e geralmente nitrato redutase negativos 

(Mörschbächer et al., 2018; Rio et al., 2019). 

Durante décadas, as BALs têm sido utilizadas na indústria alimentícia por 

conferirem características sensoriais e reológicas aos produtos lácteos (Treguier et 

al., 2019; Dongmo et al., 2017; Kandasamy et al., 2018). Além disso, quando entram 

em contato com a microbiota bacteriana do ser humano no sistema digestivo são 

capazes de atuar como inibidores, impedindo a colonização e desenvolvimento de 

bactérias patogênicas no trato digestivo, o que ocorre devido à concorrência pelos 

locais de adesão epitelial, nutrientes e a síntese de substâncias como ácidos 

orgânicos o peróxido de hidrogênio, além da liberação de bacteriocinas (Kauer et al., 

2017; Chiaro et al., 2019; Barache et al., 2020). 

Além disso, as BALs desempenham um papel vital em várias fermentações, 

utilizadas como cultura inicial na indústria de alimentos (Taniguchi et al., 2020; Rubak 

et al., 2020). Atualmente na tecnologia de preservação, as BALs são usadas para inibir 

micro-organismos deteriorantes em frutas e vegetais, demonstrando ser uma 

ferramenta promissora (Junsheng et al., 2020). Existem cerca de 33 gêneros de 

bactérias ácido-lácticas, como Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus, 

Flacklamia, Globicatella, Ignavigranum, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, 

Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum, 

Granulicatella, Isobaculum, Marinilactibacillus, Trichococcus, Enterococcus, 

Melissococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Paralactobacillus, 

Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus, Lactovum, 

Streptococcus. Todos pertencem ao filo Firmicutes, sendo o gênero Lactobacillus o 

maior de todos (Konig, 2017; Vinusha et al., 2018; Sharma et al., 2020). 
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Segundo a fermentação de glicose, elas se classificam principalmente em 

dois grandes grupos: 

 Homofermentativas: São de interesse para a produção de 2-

hidroxipropiônico ou 2-hidroxipropanóico (ácido láctico) em escala 

industrial. Caracterizam-se por possuir a enzima aldolase e 

geralmente utilizam açúcares como hexose e pentose via Embden-

Meyerhof utilizando a via da glicólise e a via da pentose fosfato. 

Entre elas encontram-se: Lactobacillus e bactérias do gênero 

Pediococcus e Streptococcus (Estrada et al., 2017); 

 Heterofermentativas: conseguem metabolizar as hexoses e 

pentoses pela via 6-fosfogluconato-fosfocetolase gerando como 

produto final ácido láctico como ácido orgânico e outros metabólitos 

(acetato, etanol e CO2). Incluem principalmente bactérias do gênero 

Leuconostoc, Oenococcus e alguns Lactobacillus spp. Os principais 

Lactobacillus spp heterofermentativos são Lb. brevis, Lb. fermentum 

e Lb. reuteri (Estrada et al., 2017; Abedi e Hashemi, 2020). 

Atualmente, uma nova proposta de reavaliação formal taxonômica dos 

gêneros de bactérias ácido-lácticas está sendo proposta. A nova taxonomia classifica 

as BALs no filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e menciona a cinco 

famílias: Lactobacillaceae (no momento atual inclui a família Leuconostocaceae), 

Streptococcaceae, Enterococcaceae, Carnobacteriaceae e Aerococcaceae (Zheng et 

al., 2020; Ashaolu et al., 2020; Sharma et al., 2020). 

 

3.2 Bactérias ácido-lácticas nos alimentos 

Nos últimos anos, a produção e o consumo de alimentos passaram por 

mudanças, relacionados a uma demanda crescente por alimentos naturais e 

saudáveis. Essas tendências envolveram as bactérias ácido lácticas que podem ser 

aproveitadas na indústria de alimentos como cultura starter, originando na matéria 

prima transformações mediante o processo fermentativo, promovendo de forma 

positiva o sabor e aroma (Winters et al., 2019; Landis et al., 2021; Chiva et al., 2021). 

As BALs empregadas como cultura starter podem ter propriedades 

probióticas, além de contribuir ao final com o perfil sensorial do alimento, podendo 

fornecer segurança microbiológica. O valor nutritivo poderá ser incrementado por meio 

da síntese de vitaminas, proteínas, antioxidante e aminoácidos essenciais in situ 
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(Palla et al., 2019; Palla et al., 2020). 

Na indústria de alimentos, as BALs são utilizadas na produção de queijo, 

iogurtes, leites fermentados, massas fermentadas tipo l e tipo II, e também no 

processamento de bebidas alcoólicas, carnes e vegetais (Frantzen et al., 2018; 

Ganzle et al., 2019; Brandt, 2019; Terpou et al., 2019; Wang et al., 2019; Vedovatto 

et al., 2019; Comasio et al., 2020). Os principais gêneros utilizados na indústria de 

alimentos por serem considerados seguros incluem: Lactobacillus (Produtos láteos, 

carnes fermentadas e vegetais fermentadas), Lactococcus (Leite, carnes, vegetais e 

cereais), Leuconostoc (Vegetais e leite), Oenococcus (Vinho), Pediococcus (Vegetais 

e carne), Streptococcus (Leite) e Weissella (Produção de fermento). Essas culturas 

têm sido usadas como culturas iniciadoras ou adjuntas para fermentação de alimentos 

e bebidas, devido ao papel na preservação de alimentos fermentados. Além disso, 

esses micro-organismos melhoram as características físico-químicas e organolépticas 

dos alimentos (Behera et al., 2018; Agriopoulou et al., 2020; Petrova et al., 2020; 

Voidarou et al., 2021). 

Diferentes estudos têm demostrado a importância das BALs na 

conservação de alimentos, inibindo vários micro-organismos deteriorantes e no 

controle de patógenos, devido a sua produção de metabólitos com propriedades 

antimicrobianas (Romero et al., 2020; Agriopoulou et al., 2020). Aquino et al. (2019) 

demonstrou que as BALs (Carnobacterium piscícola, C. divergens, Lb. sakei, Lb. 

curvatus, Lb. plantarum, Le. mesenteroides subsp. mesenteroides, Le. gelidum e Le. 

carnosum) são capazes reduzir a deterioração das bactérias em quase 80% e também 

inibindo o crescimento de Listeria monocytogenes. Além disso Lb. acidophilus no meio 

TSB e carne moída inibem o crescimento de Salmonella sp. e E. coli 

enterohemorrágica em um período de 5 dias, mantendo a qualidade sensorial dentro 

de intervalos aceitáveis. 

Fang et al. (2020) exploraram os efeitos dos produtos de Lb. delbrueckii 

subsp. bulgaricus cepa F17 e Le. lactis cepa H52 em uvas de mesa 'Red Globe' para 

o aumento do prazo de validade e melhoria de qualidade das uvas durante o 

armazenamento pós-colheita. Os resultados demonstraram que os sobrenadantes de 

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus cepa F17 e Le. lactis cepa H52 atuaram como 

barreira protetora às frutas, reduzindo perda de água; taxa de decomposição; 

contagem de bactérias mesófilas aeróbias e coliformes; acidez titulável e dos fenóis 

totais; além de atrasar a maturidade e senescência das uvas de mesa. O 
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sobrenadante de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus da cepa F17 foi mais eficaz e 

resultou em melhores avaliações sensoriais e teve um efeito inibitório significativo 

sobre leveduras e bolores no dia 5. Enquanto isso, o sobrenadante de Le. lactis cepa 

H52 teve um efeito inibitório significativo sobre os fungos durante todo o período de 

armazenamento. 

 

3.3 Gênero Leuconostoc 

Leuconostoc sp. pertence à família Streptococcaceae e é composto por 24 

espécies diferentes. A espécie Leuconostoc mesenteroides inclui quatro subespécies: 

L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L. mesenteroides subsp. cremoris, L. 

mesenteroides subsp. dextranicum e L. mesenteroides subsp. suionicum. As demais 

24 espécies são: L. amelibiosum, L. argentinum, L. cremoris, L. citreum, L. carnosum, 

L. dextranicum, L. durionis, L. fallax, L. ficulneum, L. holzapfelii, L. pseudoficulneum, 

L. fructosum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L. kimchii, L. lactis, L. 

pseudomesenteroides, L. miyukkimchii, L. oeni, L. palmae, L. garlicum, L. 

paramesenteroides e L. rapi. (Sharma et al., 2018). 

As bactérias do gênero Leuconostoc sp. são cocobacilos gram-positivos, 

não esporulados, anaeróbio facultativo, catalase negativa, heterofermentativas e são 

intrinsicamente resistentes à vancomicina. Devido as suas exigências nutricionais, são 

de difícil isolamento (Giménez et al., 2019). No geral, encontram-se em plantas, vinho 

e produtos lácteos (Adem et al., 2017). 

Leuconostoc sp. desenvolve-se bem em meios de cultivo como ágar 

sangue, meio M17, ágar Mann Rogosa Sharp (MRS) e caldo MRS. Apresenta forma 

esférica ou lenticular e mede de 0,5 a 0,7 µm de largura por 0,7 a 1 µm de 

comprimento. A temperatura ótima para seu desenvolvimento é entre 20 e 30º C, pH 

entre 4,4 e 5. É α-hemolítica ou não-hemolítica, podendo ser confundida com outros 

Streptococcus do grupo Viridans, razão pela qual se avalia a resistência à 

vancomicina com a intenção de observar a suscetibildiade a ação de antibióticos 

(Jofré et al., 2006). 

Le. mesenteroides podem ser encontrados em alimentos como carne, 

vegetais, bebidas, laticínios e produtos de panificação, e devido a capacidade 

fermentativa ajuda a melhorar características organolépticas e a segurança dos 

produtos alimentícios (Sharma et al., 2018; Pino et al., 2018). 
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3.3.1 Leuconostoc mesenteroides na indústria de alimentos  

A espécie Le. mesenteroides é de grande interesse alimentício, pela sua 

capacidade de crescer rapidamente uma vez que seu metabolismo é energeticamente 

eficiente (Serra et al., 2018). 

Le. mesenteroides é uma bactéria heterofermentativa capaz de produzir 

ácido láctico a partir da utilização de lactose e citrato e são utilizados principalmente 

como iniciador primário na fermentação de produtos como manteiga e creme, para 

produção de diacetil, acetoína e 2,3-butanodiol (Cicotello et al., 2018). Essa espécie 

de bactéria também pode ser utilizada como cultura adjunta para acelerar o 

amadurecimento de queijos tradicionais, com o intuito de desenvolver características 

sensoriais e nutricionais (Calasso et al., 2020). 

Na indústria de laticínios, Le. mesenteroides vem sendo utilizado como 

cultura produtora de aromas em fermentações lácteas, em queijos e empregado para 

formação da coalhada (Pujato et al., 2017). Mastrigt et al. (2019) avaliaram as 

espécies Le. Mesenteroides, Lc. lactis subsp. lactis considerados os principais 

produtores de aroma e textura em queijos do tipo holandês. Ambas as espécies de 

BALs foram cultivadas em mono e co-culturas para investigar sua interação e as taxas 

de crescimento, bem como determinar se o co-cultivo aumenta a complexidade do 

aroma em comparação com o desempenho de uma única espécie. Durante as 

monoculturas, as taxas de crescimento de Lc. lactis subsp. lactis foi maior (média ± 

SE; 15,94 ± 0,42 gDW / mol ATP) que Le. mesenteroides (média ± SE; 9,52 ± 0,73 

gDW / mol ATP) contribuindo para maiores concentrações de biomassa nas culturas. 

A modelagem dinâmica do acúmulo de biomassa mostrou que os requisitos de 

manutenção de Lc. lactis e Le. mesenteroides diminuiu 7 vezes a taxa de crescimento, 

chegando a quase zero. Apesar de sua baixa abundância (± 1%), Le. mesenteroides 

contribui para a produção de aroma em co-culturas. 

Além disso, Le. mesenteroides tem potencial biotecnológico para a 

indústria de alimentos, devido a produção de substâncias com potencial antibacteriano 

como produção de ácido láctico, peróxido de hidroxila e peptídeos antibacterianos 

(Bungenstock et al., 2020). Estudos demostraram que Le. mesenteroides tem efeito 

inibitório contra Listeria monocytogenes, um micro-organismo patogênico de 

alimentos (Bah et al., 2019). 

Estudos mostram que as bacteriocinas nisina e a pediocina PA1 são 

utilizadas comercialmente na indústria de alimentos como conservantes e podem ser 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactococcus
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usadas em carnes, laticínios, peixes, saladas e vegetais (Silva et al., 2018). Bellil et 

al.  (2018) relataram que Le. mesenteroides isolada de leite, pode produzir uma 

bacteriocina denominada BacCHBY46, capaz de reduzir a formação de biofilmes de 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, contribuindo como estratégia 

contra biofilmes de patógenos, ou sendo usados para auxiliar na segurança alimentar. 

Além disso, alguns patógenos de origem alimentar, Listeria 

monocytogenes, já são resistentes a bacteriocinas como nisina, lactocina 705 e 

enterocina CRL35 (Grazia et al., 2017). De tal forma que, é necessário o estudo de 

novos tipos de bacteriocinas para uso como conservantes de qualidade alimentar. 

Ouiddir et al. (2019) avaliaram a atividade antifúngica de 194 bactérias 

ácido lácticas isoladas de diferentes produtos (leites crus de camelo, cabra, vaca, 

ovelha). Testes in vitro mostram que Aspergillus flavus T5, Paecilomyces formosus 

AT, Aspergillus tubingensis NA, foram completamente inibidos por Le. mesenteroides 

B4, Le. mesenteroides TE6, Le. mesenteroides L1, Le. mesenteroides L8, Le. 

mesenteroides L13, Le. mesenteroides L12 e 3 Lactobacillus (Lb. plantarum CH1, Lb. 

plantarum CH2 e Lb. paracasei). Le. mesenteroides produziram concentrações 

significativamente mais altas de ácido cafeico e acetato de fenil, promovendo uma 

atividade antifúngica importante, em comparação com as outras bactérias. 

Atualmente, novas linhagens de BALs vem sendo estudadas para 

determinar propriedades conservantes e identificar suas potenciais aplicações na 

indústria de alimentos, como também investigar através de métodos de inoculação de 

uma única espécie ou co-cultivo, as mudanças na formação sabor e aroma em 

produtos fermentados (Sidek et al., 2018; Jawan et al., 2020). 

 

3.4 Espécie Lactococcus lactis  

Lc. lactis é uma bactéria Gram-positiva, não formadora de esporos, 

mesofílico, facultativamente anaeróbio, sem motilidade (Wels et al., 2019; Mataragas, 

2020) e são membros da família Streptococcaceae (Gaudu et al., 2019). 

Além disso é uma bactéria fermentativa estritamente homolática que 

converte sua fonte de carbono em L-lactato a partir do piruvato por meio da enzima 

lactato desidrogenase (Song et al., 2017). 

Até 1985, foram identificadas duas subespécies de Lc. lactis (Inicialmente 

definidas como Streptococcus lactis e Streptococcus cremoris), A espécie é dividida 

em quatro subespécies, lactis, cremoris, hordniae e tructae (Laroute et al., 2017). 
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Atualmente encontram-se reclassificadas como Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis 

subsp. cremoris, respetivamente (Mataragas, 2020).  

Atualmente, 263 genomas de espécies de Lc. lactis estão disponíveis no 

banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/156), sendo a espécie mais bem 

caracterizada entre os lactococci, e entre as bactérias fermentadoras de alimentos 

(Gaudu et al., 2019). 

A principal função de Lc. lactis reside na indústria de lacticínios e 

biotecnologia, pelas importantes características industriais do organismo, pela sua 

capacidade de fermentação de açúcar, habilidade de quebrar proteínas do leite, 

formar aroma e texturizar, bem como a produção de compostos antimicrobianos (Kok 

et al., 2017; Kelleher et al., 2019; Johanson et al., 2020). 

 

3.4.1 Lactococcus lactis na indústria de alimentos 

No grupo das BALs, a espécie Lc. lactis tem sido intensivamente utilizada 

na indústria de laticínios devido a seu status reconhecido como seguro (GRAS) pelo 

Food and Drug Administration (FDA) e por razões tecnológicas, tais como a produção 

de bacteriocinas e rápida produção de ácido láctico pela utilização de carboidratos 

disponíveis (Song et al., 2017; Ma et al., 2019). Esta bactéria está amplamente 

difundida em aplicações de biotecnologia alimentar para a fermentação e mais 

recentemente sendo usada como bactérias probióticas em animais e humanos 

(Higdon et al., 2020). 

Informações sobre a classificação de subespécies são importantes para a 

aplicação de culturas em fermentações lácteas. Para a produção de queijos, como 

Cheddar, Edam e Gouda, normalmente consistem do emprego de Lc. lactis subsp. 

cremoris, devido à sua associação com compostos aromáticos importantes 

resultantes provavelmente de metillaldeídos (Leucina, valina e isoleucina) (McAuliffe, 

2018). 

Lc. lactis subsp. lactis bv. diacetilactis são frequentemente utilizadas na 

indústria de lacticínios como culturas iniciadoras devido à produção de acetoína e 

diacetil, substâncias importantes que conferem características específicas de sabor 

amanteigado aos laticínios (Fusieger et al., 2020). 

Calasso et al. (2020) teve como objetivo fornecer conhecimento dos efeitos 

da inoculação de starter atenuados e cepas bacterianas de superfície, nas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/156
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caraterísticas microbiológicas, bioquímicas e sensoriais durante o amadurecimento do 

queijo caciotta. O uso de Lc. lactis subsp. lactis atenuado impactou fortemente a 

microbiota do queijo. Isso levou a melhores características bioquímicas e sensoriais 

em comparação com o queijo convencional. Entre as cepas bacterianas de superfície, 

Lc. lactis subsp. lactis desempenhou um papel fundamental nas atividades 

metabólicas envolvidas no amadurecimento do queijo. Isso resultou em uma melhoria 

da qualidade sensorial do queijo caciotta. 

Siroli et al. (2019) avaliaram o potencial de 15 cepas de Lc. lactis produtoras 

de nisina, isoladas de lacticínios, para a fermentação de leite de soja e suco cenoura. 

As cepas foram inoculadas nas matrizes alimentares a um nível de cerca de 6 log UFC 

/ mL. Cepas de Lc. lactis LBG2, FBG1P e 3LC39 apresentaram rápido crescimento e 

acidificação em ambas as matrizes alimentares. As maiores quantidades de nisina 

foram identificadas nas amostras de leite de soja fermentadas pela cepa bacteriana 

LBG2 após de 24 e 48 h (26,4 mg / L). Além disso, a produção de nisina combinada 

com a rápida acidificação resultou em uma forte atividade antagônica contra um 

patógeno alimentar, como Listeria monocytogenes, tanto em leite de soja quanto em 

suco de cenoura. Ademais a fermentação aumentou a presença de moléculas 

voláteis, como aldeídos e cetonas com impacto positivo no perfil organoléptico de 

ambos os produtos fermentados. 

Primeiramente, a nisina é um peptídeo antimicrobiano produzido pela 

bactéria Lc. lactis subsp. lactis, estruturalmente um peptídeo composto por 34 

aminoácidos, catiônico e hidrofóbico (Singh, 2018; Juturu et al., 2018), referente à 

família dos lantibióticos, contendo lantionina e metil-lantionina (Kim et al., 2020). Até 

o momento, seis variantes naturais de nisina são conhecidas: nisina A, nisina Z, nisina 

Q, nisina U, nisina F e nisina H (Ward et al., 1994; Ozel et al., 2018). Com exceção da 

nisina U produzida por Streptococcus uberis isolado de secreções mamárias de 

bovinos e nisina H produzida por estreptococos, todas as outras variantes naturais da 

nisina conhecidas até o momento são produzidas por cepas Lc. lactis (Samelis et al., 

2018; Malaczewska et al., 2021). 

A nisina tem espectro de ação limitado, sendo ativa contra alguns micro-

organismos Gram-positivos, como Lactococcus spp, Streptococcus spp, 

Staphylococcus spp, Listeria spp, e células vegetativas ou esporos de Bacillus e 

Clostridium (Malaczewska et al., 2021). Normalmente a nisina não tem ação inibitória 

contra micro-organismos Gram-negativos. 
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Outra aplicação bastante importante de Lc. lactis em alimentos está 

relacionada aos produtos probióticos (Duarte et al., 2021). Estes alimentos têm um 

potencial terapêutico e benefícios conferidos ao organismo, capazes de melhorar o 

equilíbrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saúde do indivíduo 

(Surzenko et al., 2020). 

Ramalho et al. (2019) avaliaram as características probióticas, atividade 

antioxidante e atividades do tipo antidepressivo e ansiolítico de Lc. lactis subsp. 

cremoris LL95.  Os resultados obtidos de Lc. lactis subsp. cremoris LL95 

apresentaram propriedades probióticas em um modelo de trato gástrico simulado e 

sobrevivência em diferentes concentrações de NaCl e sais biliares. Além disso, a 

atividade antioxidante do Lc. lactis subsp. cremoris LL95 foi demonstrada por meio da 

atividade de eliminação do radical DPPH, eliminação do radical ABTS e ensaios de 

poder antioxidante redutor do íon férrico (FRAP).  Seis ratos receberam Lc. lactis 

subsp. cremoris LL95 por via oral a uma dose de 109 UFC / dia por 28 dias. Lc. lactis 

subsp. cremoris LL95 melhorou o comportamento depressivo e de ansiedade, 

demonstrado pela diminuição do tempo de imobilidade no teste de suspensão da 

cauda e teste de natação forçada. Esses achados indicam a potencial atividade 

antioxidante do Lc. lactis subsp. cremoris LL95 e seu papel no comportamento, 

sugerindo que o probiótico pode ter aplicações terapêuticas. 

 

3.5 Bactérias ácido-lácticas como potencial probiótico  

Os probióticos são micro-organismos vivos que, no geral, podem ser 

encontrados em diferentes tipos de alimentos, medicamentos e alguns suplementos 

dietéticos (Paitán et al., 2019). Ao serem consumidos em quantidades apropriadas 

conferem benefícios para a saúde (Demirbas et al., 2017), auxiliam na manutenção 

do trato digestivo, além de inibirem o crescimento de bactérias patogênicas (Shi et al., 

2019). Os probióticos mais utilizados pertencem ao gênero Lactobacillus, 

Bifidobacterium e, em menor escala, Enterococcus faecium (Edalati et al., 2019; 

Martins et al., 2019). A maioria dos micro-organismos empregados como probióticos 

representam uma área de crescimento na indústria funcional de alimentos. 

No âmbito da saúde, os micro-organismos probióticos são benéficos no 

tratamento de infecções urinárias, diarréias, intolerância à lactose, síndrome de cólon 

irritável, hemorróidas, entre outros (Vitetta et al., 2017; Torban et al., 2019). Não 

obstante, para que esses micro-organismos possam ser bem-sucedidos ao entrar em 
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contato com o trato digestivo devem ser capazes de suportar as condições do pH, 

resistir à ação dos sucos gástricos e aos sais biliares, além de serem capazes de 

colonizar e proliferar neste meio (Hernández et al., 2019). Portanto, sua resistência às 

condições gástricas e intestinais humanas constitui um parâmetro importante para a 

seleção de micro-organismos probióticos. 

Gómez et al. (2016) avaliaram a resistência de Le. mesenteroides P45 

isolada do Pulque, a exposição de lisozima in vitro, sais biliares e pH ácido. Os 

resultados mostraram que Le. mesenteroides P45 exibiu resistência à lisozima, pH 

ácido (2,5) e sais biliares (0,3 e 1%), sendo o primeiro trabalho que relata resistência 

da lisozima às espécies de Leuconostoc. A resistência ao pH e sais biliares é 

propriedade essencial de micro-organismos potencialmente probióticos. Son et al. 

(2018), qualificaram propriedades probióticas de alimentos fermentados coreanos e 

atividade da β-glucosidase em quatro isolados identificados como Le. mesenteroides 

H40, Lb. plantarum FI10604, Lb. brevis FI10700 e Lb. perolens FI10842 pela 

sequência do gene 16S rRNA. Le. mesenteroides H40 foi sensível à ampicilina (10 

µg), tetraciclina (30 µg), cloranfenicol (30 µg) e doxiciclina (30 µg), ademais foi capaz 

de passar pelo trato gastrointestinal e sobreviver na presença de ácido gástrico e sal 

biliar. Le. mesenteroides H40 não produziu enzima carcinogênica como p-

glucuronidase. Ademais, apresentou capacidade de adesão as células intestinais 

(2,86-12,37%), indicando poder ser empregado como um potencial probiótico. 

Oliveira et al. (2019) avaliaram três linhagens microbianas tolerantes a 

ácidos, como Le. mesenteroides LPBF2, Lb. satsumensis LPBF1 e Saccharomyces 

cerevisiae LPBF3, isolado de uma bebida funcional de kefir à base de mel. 

Apresentaram resistência ao estresse associado ao hospedeiro, capacidade de 

adesão ao epitélio e atividade antimicrobiana. As três linhagens microbianas toleraram 

diferentes valores de pH (2.0, 3.0, 4.0 e 7.0) e concentrações de sal biliar (0,3% e 

0,6%), e sobreviveram na presença de suco gástrico simulado (condições impostas 

pelo trato gastrointestinal). Além disso, eles mostraram altas porcentagens de 

hidrofobicidade, agregação automática e atividade antimicrobiana contra Escherichia 

coli e Staphylococcus aureus. As linhagens microbianas analisadas neste estudo, 

cumprem os critérios de seleção estabelecidos pela FAO/OMS para um candidato a 

micro-organismos probiótico. 

Atualmente, há uma necessidade crescente de encontrar novas linhagens 

de BALs com potencial probiótico e que tenham impacto no bem-estar e na saúde 
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humana e animal. Landa et al.  (2019), ao avaliarem a prevenção e diminuição de 

diarréias ocasionadas por enteropatógenos em bezerros (Bovino), recomendaram o 

uso de probióticos feitos à base de bactérias ácido-lácticas (BALs) aumentando assim 

o ganho de peso do animal. As espécies bacterianas Le. mesenteroides, Pd. 

pentosaceus, Lb. plantarum, Lb. crispatuse, Lc. lactis, pelas características avaliadas 

(pH ácido e sais biliares), apresentaram um potencial probiótico. 

O leite de búfala pode ser usado como fonte para o isolamento de cepas 

BALs potencialmente probióticas porque é rico em proteínas, vitaminas, e minerais, 

especialmente vitamina C e Ferro (Khan et al., 2019; Du et al., 2019; Hifzulrahman et 

al., 2019; Ji et al., 2019). Alguns gêneros isolados de leite de búfala já foram estudados 

para possíveis propriedades probióticas.  As bactérias comumente isoladas 

pertencem aos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Weissella, 

Lactococcus e Streptococcus (Venema et al., 2018; Abdou et al., 2018; Breyer et al., 

2020). 

De acordo com especialistas das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação e Organização Mundial Saúde (FAO/OMS), para exercer efeitos 

benéficos no hospedeiro, esses produtos devem permanecer com algumas 

características inalteradas após a adição do micro-organismo para serem 

considerados probióticos.  

Como, por exemplo, conter pelo menos 107 UFC de bactérias probióticas 

viáveis durante todo o período de vida de prateleira do produto ou uma dose mínima 

diária da cultura probiótica considerada terapêutica é de 108 e 109, o que corresponde 

ao consumo de 100g de produto contendo 106 e 107 UFC/g um número suficiente de 

células viáveis com capacidade das células de aderir ao intestino humano e manter 

suas propriedades funcionais nos alimentos (FAO/OMS, 2018). 

 

3.6 Microencapsulação de bactérias ácido-lácticas 

A microencapsulação é um aprisionamento de células/micro-organismos 

em na escala micrometrica que são revestidas por cápsulas extremamente pequenas 

capazes de manter a sua imobilização, proteção, estruturação, funcionalização e 

liberação controlada (Dianawati et al., 2016; Li et al., 2019). A substância ativa dentro 

da cápsula é conhecida como o núcleo, da mesma maneira a parede é nomeada 

material de parede, membrana ou agente de revestimento (Flores et al., 2017). 

A seleção do material da parede é muito importante porque promove a 
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eficiência da encapsulação e a estabilidade da microcápsula (Bevilacqua et al., 2020). 

Os materiais com destaque para as microcápsulas são os carboidratos, proteínas e 

lipídios. Polissacarídeos tais como amido, carragena, alginato, goma gelana e xantana 

são os materiais mais comumente empregados na encapsulação de bactérias ácido 

lácticas como Bifidobactérias e Lactobacilos (Vaniski et al., 2017; Bevilacqua et al., 

2020). 

Diversas técnicas são empregadas na encapsulação de probióticos, em 

geral podem ser divididos em três grupos (Vaniski et al., 2017). 

 Físico-químicos: Coacervação simples ou complexa, evaporação 

emulsão solvente, emulsão solidificação e envolvimento 

lipossômico; 

 Físicos: spray drying, spray coating, spray chilling, gelificação iônica, 

leito fluidizado, extrusão, centrifugação com múltiplos orifícios, co-

cristalização, liofilização; 

 Químicos: polimerização interfacial, inclusão molecular. 

De acordo com seu tamanho, tais cápsulas podem ser classificadas como 

nanopartículas ou micropartículas, com um diâmetro que varia de 0,01 a 0,2 μm e de 

1 a 100 μm. Maior de 100 μm são denominadas de macropartículas (Dianawati et al., 

2016; Gurruchaga et al., 2018). 

A microencapsulação tem diversas aplicações em áreas como a indústria 

médica, farmacêutica, cosméticos, agrícola e alimentos, sendo amplamente utilizada 

na encapsulação em aromatizantes, adoçantes, óleos essenciais, corantes, vitaminas, 

micro-organismos, entre outros (Chang et al., 2018; Aprodu et al., 2019; Maruyama et 

al., 2020; Stevanovic et al., 2020). 

Na indústria, os fabricantes são confrontados quanto à sobrevivência dos 

probióticos por parâmetros químicos (pH, presencia de sal, açúcar, acidez, 

aromatizantes artificiais, bacteriocinas e corantes), parâmetros de processamento 

(tratamento térmico, temperatura, materiais de embalagem e métodos de 

armazenamento) e parâmetros microbiológicos (cepa de probióticos, proporção e taxa 

de inoculação) que podem limitar a viabilidade de seus benefícios nos alimentos 

(Rovinaru et al., 2020). Neste sentido, alternativas tecnológicas que protejam as 

células bacterianas vêm sendo desenvolvidas e aplicadas. 

Singh et al. (2019), avaliaram a microencapsulação em alginato e leite 

desnatado quanto ao seu efeito protetor na viabilidade probiótica de Lb. gastricus 
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BTM7 durante o armazenamento e a exposição a condições gastrointestinais 

simuladas. Os resultados de revestimento com leite desnatado e alginato em uma 

proporção de 1:1 procedeu a uma maior eficiência de encapsulação de 94% com uma 

redução na contagem de células viáveis de um 1 Log e liberação de 90% de células 

encapsuladas em um tempo de 90 min. A encapsulação de Lb. gastricus BTM7 

resultou em melhor proteção no pH do suco gástrico com aumento de 4 e 9 vezes na 

capacidade de sobrevivência após de 2 horas de incubação. O alginato auxiliou na 

sobrevivência da bactéria probiótica e foi comprovado que a incorporação de leite 

desnatado diminuiu a atividade de água e melhorou a estabilidade das células 

probióticas durante o armazenamento. 

Portanto, abordar as bactérias ácidos lácticas estudando suas 

propriedades, considerando ainda tratarem-se de isolados ainda não aplicados em 

alimentos, suscitou o desenvolvimento deste trabalho. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Micro-organismos e condições de cultivo 

O trabalho foi desenvolvido com duas bactérias ácido lácticas isoladas de 

leite de búfala, previamente identificadas (Breyer et al., 2020). Para o estudo, os 

isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram mantidos em caldo MRS 

com glicerol 20% e armazenados a – 20 ºC. 

Para a reativação, Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram 

transferidos para tubos contendo 3 mL de caldo MRS e incubados à temperatura de 

30 ºC por 24 a 48 h. Após seu crescimento, foram semeados por esgotamento em 

placas com Ágar Mann Rogosa Sharp (MRS) e incubados a 30 ºC por 24 a 48 h. A 

pureza das colônias foi avaliada através de coloração de Gram. 

 

4.2 Avaliação da inocuidade das bactérias lácticas 

4.2.1 Avaliação de atividade hemolítica 

Para avaliar a atividade hemolítica, os isolados foram semeados em placas 

de ágar Columbia Blood Base suplementado com 5% de sangue de carneiro, e 

incubados a 30 ºC por até 48 h. As placas de ágar sangue foram examinadas para 

determinar sinais ou não de halos ao redor das colônias, sugerindo hemólise dos 

eritrócitos (Maragkoudakis et al. 2006). A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 

foi utilizada como controle positivo a 37 ºC por até 48 h. 

 

4.2.2 Avaliação de atividade gelatinase 

Para avaliar a atividade de gelatinase, os isolados foram inoculados pela 

técnica de picada em tubos de ensaios contendo gelatina nutriente. Os tubos foram 

incubados a 30 ºC por até 24 h e colocados na geladeira a 4 ºC por 30 min. Para a 

interpretação, se a gelatina permanecesse sólida, o teste seria considerado negativo 

para produção da gelatinase. Se o ágar gelatina apresentar-se liquefeito a prova 

deverá ser considerada positiva (Marra et al., 2007). 

 

4.3 Avaliação da atividade enzimática das bactérias lácticas  

Para estas avaliações os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 foram empregados. A determinação da atividade proteolítica-acidificante foi 

realizada em tubos de ensaio com 10 mL do meio líquido Bacto Litmus Milk BD Difco® 
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(Becton Dickinson France S.A., Le Pont de Claix, França), o qual foi inoculado com 

200 μL de uma suspensão bacteriana a uma concentração de 3 MacFarland (9.0 x 

108 UFC/mL). A incubação foi realizada a 30 ºC durante 7 dias, procedendo-se com 

leituras diária dos tubos. A reação foi interpretada como ácida quando o meio passa 

de azul-púrpura para vermelho-rosa devido à fermentação de lactose e glicose. A 

reação foi alcalina quando o micro-organismo utiliza as substâncias nitrogenadas 

presentes no meio, formando amônia ou aminas e a cor do meio permanece 

inalterada. Quando a redução ocorre, o oxigênio é removido do "Litmus" pela ação da 

enzima redutase, gerando descoloração do meio. Por outro lado, a coagulação indica 

a precipitação da caseína por ação ácida, observando um clareamento do meio 

(Ramirez et al., 2016). Todas as análises foram realizadas em quadruplicatas. 

A determinação da atividade proteolítica foi avaliada também com o meio 

ágar leite. Os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram cultivados 

em MRS a 30 °C durante 48 h. Após, foram inoculados pela técnica de picada em ágar 

leite por duplicatas e as placas foram incubadas a 30 °C durante 48 h. Os resultados 

foram determinados com base na formação de uma zona clara ao redor da picada, e 

o diâmetro desta zona clara foi medido para quantificação da atividade proteolítica 

(Raveschot et al., 2020). A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada 

como controle positivo a 37 ºC por até 48 h. Todas os analises foram realizadas no 

programa SPSS (18.0). 

A atividade lipolítica foi avaliada pela técnica de semeadura por 

esgotamento e da picada em meio de cultura ágar nutritivo com adição de 1% e 5% 

de nata (aproximadamente 36% de matéria gorda) (Pedroza et al., 2017). O ágar 

tributirina também foi empregado, avaliando os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e 

Lc. lactis L4A8. Depois, foi incubado a 30 °C durante 72 h. A atividade da lipase 

secretada no meio foi observada pela formação de halo ao redor da colônia, sendo 

assim, interpretada como lipólise positiva (Narihiro et al., 2014). O isolado Lb. 

paracasei LB6.4 e Pseudomonas aeruginosa P79 foram usados como controle 

positivo. Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

A capacidade de produção de gás foi determinada em tubos de ensaio com 

10 mL de caldo nutritivo suplementado com 5% de lactose, sendo adicionados 100 μL 

de cultivo correspondentes a uma concentração de 3 MacFarland (9.0 x 108 UFC/mL). 

Em seguida, os tubos foram incubados a 30 ºC por 48 horas. A presença de bolhas 

no interior dos tubos de Durhan, indicará a produção de gás pelo micro-organismo. A 
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cepa Escherichia coli ATCC 10536 foi utilizada como controle positivo.  

Para avaliar a atividade de hidrólise da lisina, Le. mesenteroides LB10.4 e 

Lc. lactis L4A8 foram inoculados em um tubo contendo 3 mL de caldo lisina 

descarboxilase, sendo adicionados 100 μL da cultura (concentração de 9,0 x 108 

UFC/mL). Os tubos foram incubados a 30 °C por 48 horas. A alteração na cor do meio 

de amarelo para roxa será considerada como resultado positivo (Giazzi, 2017). A cepa 

Escherichia coli ATCC 10536 foi utilizada como controle positivo. 

 

4.4 Viabilidade das bactérias lácticas em diferentes temperaturas  

Para avaliar a viabilidade de Lb. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 

em diferentes temperaturas, todas as análises foram realizadas em triplicata usando 

o método estabelecido por Bromberg et al. (2006) com modificações. Cultivos de Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 em 108 UFC/mL, foram inoculados em meio 

ágar MRS e caldo MRS e incubados nas seguintes condições: condição de 

temperatura em ágar MRS: 20 ºC, 30 ºC, 37 ºC e refrigeração 5,5 ºC, por 72 horas; 

condição de temperatura em Caldo MRS: 20 ºC, 30 ºC, 37 ºC, 50 ºC e refrigeração 

5,5 ºC, por 72 horas. Após estas condições as placas e tubos foram avaliados 

quando ao crescimento bacteriano dos isolados. 

 

4.5 Influência de bacteriocinas sobre as bactérias lácticas  

A influência das bacteriocinas nisina (0,25g) e pediocina (0,20g) foi avaliada 

frente aos isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8, de acordo com o 

protocolo estabelecido por López et al.  (2008). Foi utilizado como matéria prima, leite 

Ultra-High-Temperature (UHT) integral 3% de gordura.  

Colônias de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram 

transferidas para tubos contendo 3 mL de caldo MRS e incubados à temperatura de 

30 ºC por 48 horas. Um mililitro do pre-inóculo de cada um dos isolados, foram 

adicionados em 100 mL de leite UHT, individualmente. Em seguida, foram 

transferidos 10 mL dos cultivos bacterianos para 3 tubos falcon estéreis para então 

proceder-se com a adição das bacteriocinas, individualmente. Todas as análises 

foram realizadas em triplicata. Tubos falcon com 10 mL de leite UHT que continham 

apenas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram utilizados como controle 

positivo.  
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 Os sistemas, receberem os diferentes conservantes naturais (nisina e 

pediocina) em concentrações determinadas pela ANVISA e foram mantidos em 

refrigeração (7 ºC) por aproximadamente 10 dias. A contagem de micro-organismo de 

cada sistema foi avaliada através do método descrito por Miles & Misra (1938), com 

modificações. Foi efetuada nos tempos 0 a 3, 7 e 10 dias de incubação, em ágar MRS, 

incubado a 30 ± 1 °C por 72 horas. Cada sistema foi avaliado adicionando 100 μL da 

cultura, em tubos eppendorf que continha 900 μL de solução salina ao 0,85%, 

realizando diluições seriadas. Posteriormente foi realizada a contagem em placa das 

células viáveis pela técnica da microdiluição e foi depositada de cada diluição, uma 

alíquota de 20 μL em meio de cultura MRS. Os resultados foram expressos em log10 

UFC/mL. 

 

4.6 Detecção de atividade antimicrobiana pelas bactérias lácticas  

Colônias de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram transferidas 

para tubos contendo 3 mL de caldo MRS e incubados à temperatura de 30 ºC por 24 

a 48 horas. A avaliação da atividade antimicrobiana foi feita través da técnica da gota. 

Foi transferido 500 μL da suspensão bacteriana do pre-inóculo de cada um dos 

isolados, para erlenmeyers com 50 mL de caldo MRS, individualmente. Também um 

cultivo associado dos dois isolados foi feito com a adição de 250 μL de cada isolado 

em um erlenmeyer com 50 mL de caldo MRS. Em seguida, foram incubados a 30 ºC 

por 24 e 48 horas e o pH foi determinado. Após a incubação, 1 mL de cada cultura foi 

centrifugado 10.000 rpm/15 min e o sobrenadante livre de células foi empregado para 

a avaliação da atividade antimicrobiana.  

Como micro-organismos indicadores foram empregados: Escherichia coli 

ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC 

14028, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Listeria monocytogenes ATCC 7644, Listeria monocytogenes ATCC 35152, Listeria 

monocytogenes 4B, Listeria monocytogenes QF Oxford e Listeria innocua 6B. Para o 

preparo das culturas indicadoras foi feita uma suspensão em solução salina 0,85 % 

NaCl até atingirem 0,5 na escala de MacFarland. Em seguida, as suspensões 

bacterianas foram semeadas na superfície de meio ágar Mueller Hinton (MH), com o 

auxílio de suabes. Posteriormente, 20 μL sobrenadante livre de células foi adicionado 

nas placas e a incubação foi feita a 37 °C por 24 horas, para o acompanhamento da 

avaliação do aparecimento de halos de inibição os quais foram medidos e expressos 
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em milímetros (mm). Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

 

4.7 Avaliação da tolerância das bactérias lácticas em condições do trato 

gastrointestinal 

O teste da tolerância das bactérias lácticas a condições gastrointestinais foi 

avaliado de forma individual e associadas, realizado em triplicata, com duas 

repetições, seguindo a técnica de Iraporda et al. (2019). Colônias de Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram transferidas para tubos contendo 9 mL 

de caldo MRS e incubados à temperatura de 30 ºC por 48 horas. Foram transferidos 

5 mL da suspensão bacteriana do pre-inóculo de cada um dos isolados, para tubos 

falcon individualmente. 

Posteriormente, os 3 preparados foram submetidos a centrifugação a 

(7000xg /10 min). Os pellets foram lavados três vezes com tampão PBS 1 x (pH 7,0) 

e em seguida, ressuspendidos em uma solução simulada de ácido gástrico (NaCl 125 

mM, KCl 7 mM, NaHCO3 45 mM, pH 2,5) com pepsina 3 g L-1 previamente esterilizado 

por filtração e incubado em 30 ºC por 90 minutos. Posteriormente, as suspensões 

foram submetidas a centrifugação (7000xg / 10 min).  Os pellets foram lavados três 

vezes com tampão PBS 1 x (pH 7,0) e em seguida, ressuspendidos em solução de 

fluido intestinal simulado (NaCl 22 mM, KCl 3.2 mM, NaHCO3 7.6 mM, pancreatina 

0,1% (w/v), sais biliares bovinos 0,15% (w/v), pH 8,0) previamente esterilizado por 

filtração e incubado em 37 ºC por 150 minutos. Em cada estágio da simulação, 

alíquotas de 100 μL foram coletadas e a concentração dos isolados Le. mesenteroides 

LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foi avaliada por diluições em série em meio de cultura ágar 

MRS.  Os resultados de sobrevivência bacteriana foram expressos em Log10 UFC 

mL-1. 

 

4.8 Avaliação da microencapsulação sobre as bactérias lácticas associadas  

Para avaliar a viabilidade das bactérias lácticas por ensaios de 

microencapsulação, todas as análises foram realizadas em triplicata de acordo com a 

metodologia proposta por Todorov et al. (2012).  Cultivos associados de Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8, foram transferidos para tubos contendo 10 

mL de caldo MRS e incubados à temperatura de 30 ºC por 48 h. Foi transferido 1 mL 

da suspensão bacteriana do pre-inóculo de cada um dos isolados, para erlenmeyers 

com 20 mL de caldo MRS, individualmente. Em seguida, foram incubados a 30 ºC por 
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48 horas. Após crescimento as células foram centrifugadas (10.000xg /10 min, 4 ºC). 

Os pellets foram lavados duas vezes com 10 mL de agua peptonada 0,1 % e em 

seguida, ressuspenso em 5 mL da mesma solução. A fim de determinar as células 

viáveis no início do teste, 100 µL foram retirados desta suspensão e realizada a 

diluição seriada. Posteriormente, para encapsulação das células as suspensões foram 

misturadas com 20 mL de solução de alginato de sódio a 2%, preparada com água 

destilada. Depois com ajuda de uma seringa estéril, foram transferidas lentamente as 

suspensões misturadas para uma solução com 100 mL de 0,05M CaCl2, 

suplementado com Tween 80 0,1% e aguardaram-se 30 min para a estabilização. 

Foram retirados 100 µL da solução onde as microcápsulas se encontravam, para 

realizar diluição seriada, com o objetivo de se avaliar a contagem de BALs que não 

foram encapsuladas. Após 30 minutos de repouso para estabilização, foram 

centrifugadas (350xg /10 min, 4 ºC). Os pellets foram lavados três vezes com 10 mL 

de água peptonada 0,1 % para serem filtradas através de papel filtro Grade 1 

Whatman. As microcápsulas foram transferidas para um frasco contendo 100 mL de 

água peptonada 0,1% estéril para posterior avaliação da eficiência de encapsulação. 

 

4.8.1 Avaliação da eficiência de encapsulação das bactérias ácido lácticas  

Para avaliar a eficiência de encapsulação das BALs, todas as análises 

foram realizadas em triplicata usando o método estabelecido por Sousa et al. (2012) 

com modificações. Foi adicionado 1 g de microcápsulas de Alginato de Sódio em 9 

mL de uma solução de Citrato de Sódio 2%. Em seguida este conteúdo foi 

centrifugado a (300xg /10 min, 17 ºC). Logo após, alíquotas de 100 μL foram coletadas 

fazendo diluições em série em meio de cultura ágar MRS, para determinar as UFC g-

1. A eficiência de encapsulação foi representada em percentual e foi calculada com a 

seguinte fórmula: 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =  [
(𝑌 − 𝑍)

𝑋
] ∗ 100 

 

Onde X é a contagem inicial de micro-organismo antes da encapsulação; 

Y é a contagem de micro-organismo encapsulados e Z é a contagem de micro-

organismo no fluído externo ao redor das cápsulas, ou seja, na solução de CaCl2 

0,05M.  
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4.8.2 Avaliação da manutenção das culturas associadas de bactérias ácido 

lácticas microencapsuladas aplicada em caldo MRS e leite UHT 

A partir de cultivos associados de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 microencapsuladas foram aplicadas em caldo MRS e leite UHT integral de 

acordo com a metodologia proposta por Borges et al. (2019) com modificações. Foram 

adicionados separadamente 1 g de microcápsulas em tubos com 9 mL de caldo MRS 

e 9 mL de leite UHT, sendo incubadas em temperatura de refrigeração (5,5 ºC). A 

liberação das culturas microbianas associadas de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. 

lactis L4A8 das microcápsulas foi avaliada nos tempos 0, 7, 15, 20 e 30 dias de 

aplicação no leite UHT e caldo MRS. Cada tubo foi levado ao vórtex para 

homogeneização, e em seguida, realizada a diluição seriada, juntamente com a 

aferição do pH. As placas foram incubadas a 30 ± 1 ºC por 72 h. O objetivo deste 

experimento, além de avaliar a liberação das culturas microbianas e sua viabilidade, 

foi observar a capacidade de acidificação do leite e caldo MRS. Este ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 

4.9 Análises estatísticas  

Quanto ao processamento dos dados, a dupla digitação, revisão e análise 

do banco de dados foram realizados no programa SPSS, versão 18.0 [SPSS Inc., 

lançado em 2009. PASW Statistics for Windows, versão 18.0. Chicago: SPSS Inc.]. 

Para as análises descritivas, os dados quantitativos com distribuição 

simétrica foram expressos como médias e erros padrões das médias (±EPM), 

enquanto dados assimétricos foram descritos por medianas e intervalos 

interquartílicos (percentis 25 – 75, [P25–P75]). O teste de Shapiro-Wilk foi usado para 

determinar a normalidade da distribuição dos dados quantitativos. As variáveis 

categóricas foram descritas como frequências absolutas (n) e relativas (n%). 

Análises bivariadas para comparações de variáveis quantitativas entre os 

diferentes tratamentos foram conduzidas utilizando os testes t de Student para 

amostras independentes, teste de Mann-Whitney, Análise de variância de uma via 

(One-Way ANOVA) com post hoc de Bonferroni, ou o teste de Kurskal-Wallis com post 

hoc de Dunn, quando aplicável. Análises bivariadas para comparações de variáveis 

quantitativas entre os diferentes tempos de análise foram conduzidas utilizando os 

testes t de Student para amostras pareadas, teste de Wilcoxon, Equações de 

Estimativas Generalizadas (GEE) ou teste de Friedman, quando aplicável. O nível de 
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significância foi estabelecido em 5% para todas as análises.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da inocuidade das bactérias lácticas 

Os dois isolados foram analisados quanto a sua inocuidade, avaliando a 

produção de hemolisinas e gelatinase. Os resultados mostraram que os isolados de 

Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 não apresentaram atividade hemolítica 

nem a produção de gelatinase. Staphylococcus aureus ATCC 25923 apresentou 

atividade de hemolisina no ágar Columbia Blood Base suplementado com 5% de 

sangue de carneiro, como controle positivo. 

 

5.2 Avaliação da atividade enzimática das bactérias lácticas 

5.2.1 Avaliação da atividade proteolítica 

Após a avaliação das propriedades enzimáticas, a atividade proteolítica-

acidificante dos isolados demonstrou reações enzimáticas desejáveis (Figura 1). Le. 

mesenteroides LB10.4 (Figura 1 A) apresentou um resultado mais tardio da atividade 

proteolítica-acidificante, aparecendo uma reação alcalina nos primeiros dias do teste, 

indicando que o micro-organismo o utilizou as substâncias nitrogenadas presentes no 

meio, formando amônio ou aminas; a cor do meio permaneceu inalterada. Le. 

mesenteroides LB10.4 mostrou fermentação de lactose, quando o tornassol ficou rosa 

como resultado da produção de ácido no meio Litmus Milk, a uma temperatura de 30 

ºC. 

O isolado Lc. lactis L4A8 (Figura 1 B) apresentou alteração já no primeiro 

dia de incubação a 30 ºC, devido à acidificação do meio Litmus Milk, o meio passou 

de azul-púrpura para rosa-vermelho, devido à fermentação de lactose. Porém, o 

isolado mostrou uma reação de redução no meio gerando assim uma descoloração, 

visto que o oxigênio é removido pela ação da enzima redutase. Entretanto, Lc. lactis 

L4A8 ao final do experimento no dia sete apresentou coagulação e separação do soro 

na superfície do meio. De acordo com os resultados obtidos, as BALs analisadas 

apresentaram atividade proteolítica-acidificante, Le. mesenteroides LB10.4 mostrou 

um resultado mais tardio em relação à atividade da acidificação do meio Litmus Milk 

que Lc. lactis L4A8. Todos estes resultados foram após sete dias de cultivo no meio 

líquido Bacto Litmus Milk BD Difco®. 
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Figura 1. Reação em Litmus Milk após de sete dias de cultivo. A) Reação do isolado Le. mesenteroides 
LB10.4, e B) Reação do isolado Lc. lactis L4A8. 

 

No perfil proteolítico, em meio de cultura ágar leite, Le. mesenteroides 

LB10.4 e Lc. lactis L4A8 após de 48 h de incubação a 30 °C,  apresentaram maior 

atividade proteolítica com hidrólise da caseína em ágar leite, com medidas de halos 

de 16,56 mm e 16,13 mm em relação à cepa controle Staphylococcus aureus ATCC 

25923 com um halo de 9,57 mm após de 48 h de incubação a 37 ºC (Figura 2) (One-

Way ANOVA com pot hoc de Bonferroni, [F(2,20)꞊35,681, p≤0,0001). 

 

 
Figura 2. Atividade proteolítica de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 em ágar leite. Análise 
de Variância (One-Way ANOVA) com post hoc de Bonferroni (p≤0,0001). abLetras diferentes indicam 
significância estatística. 
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5.2.2 Avaliação da atividade lipolítica 

A atividade lipolítica foi avaliada com meio de cultura ágar tributirina e ágar 

nutriente com 1% e 5% de nata. Os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 após de 72 h de incubação a 30 °C não apresentaram atividade lipolítica.  Nesse 

estudo, nem todas as cepas controle apresentaram atividade lipolítica. Pseudomonas 

aeruginosa P79 apresentou atividade de lipase no meio cultura ágar tributirina com 

um halo de 19 mm. No ágar nata não foram observadas atividade lipolítica, nas 

condições experimentais realizadas. 

 

5.2.3 Avaliação da produção de gás 

A capacidade de produção de gás não foi observada para nenhum dos 

isolados avaliados: Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8. A cepa Escherichia 

coli ATCC 10536 foi usada como controle positivo por ser uma bactéria produtora de 

gás, como foi confirmado no estudo, uma vez que apresentou bolhas de gás no interior 

dos tubos de Durham depois do período de incubação a 30 ºC por 48 horas. 

 

5.2.4 Avaliação da hidrólise da lisina  

Em relação da hidrólise da lisina, os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e 

Lc. lactis L4A8 não apresentaram a produção da enzima lisina descarboxilase. A cepa 

controle Escherichia coli ATCC 10536 apresentou alteração na cor do meio de 

amarelo para roxa, o que é considerado como resultado positivo para descarboxilação 

da lisina. 

 

5.3 Viabilidade das BALs em diferentes temperaturas 

Para à avaliação deste teste conforme o crescimento da bactéria, foi 

estabelecido um critério de avaliação das BALs em meio de cultura ágar MRS, 

baseado no quadrante da placa. A placa de petri foi dividida em 4 quadrantes, os 

crescimentos das colônias na superfície do quadrante foram identificados com uma 

cruz para cada quadrante onde foi observado crescimento. A não observação do 

crescimento bacteriano foi descrito como ausência.  

Alem disso, para avaliação em caldo MRS, o crescimento foi interpretado 

como ausência ou presença. Foi avaliado qualitativamente nos meios ágar e caldo 

MRS, o desenvolvimento de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 em 

diferentes condições de temperaturas, sendo elas: 5,5 ºC, 20 ºC, 30 ºC, 37 ºC e 50 
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ºC, por 4 dias. 

Le. mesenteroides LB10.4 quando inoculado em meio de cultura ágar MRS, 

apresentou crescimento de colônias nas temperaturas de 20 ºC e 30 ºC. Houve uma 

diminuição do crescimento em 37 ºC e ausência de crescimento em temperatura de 

refrigeração (5,5 ºC), como ilustrado na Tabela 1. Além disso Le. mesenteroides 

LB10.4 inoculado em caldo MRS apresentou um crescimento em temperaturas de 

20 ºC, 30 ºC e 37 ºC observando-se turvação nos tubos e ausência de 

desenvolvimento em temperaturas de 50 ºC e 5,5 ºC, ilustrado na tabela 2. 

Lc. lactis L4A8 inoculado em meio de cultura ágar MRS, apresentou 

crescimento de colônias nas temperaturas de 20 ºC, 30 ºC e 37 ºC e não se 

desenvolveu em baixa temperatura de 5,5 ºC, como ilustrado na Tabela 1. Quando 

inoculado em caldo MRS, L. lactis L4A8 não se desenvolveu em temperaturas de 5,5 

ºC e 50 ºC, porém apresentou turvação em temperaturas de 20 ºC, 30 ºC e 37 ºC, 

como ilustrado na Tabela 2. 

 
 
Tabela 1. Avaliação do efeito de temperaturas em meio de cultura ágar MRS 

Bacteria testada 5,5 ºC 20 ºC 30 ºC 37 ºC 

Le. mesenteroides LB 10.4 Ausência + + + + + + + + + +  

Ausência + + + + + + + + +  

Ausência + + + + + + + + Ausência 

Lc. lactis L4A8 Ausência + + + + + + + + + + + + 

Ausência + + + + + + + + + + + + 

Ausência + + + + + + + + + + + + 

 
 
 
Tabela 2. Avaliação do efeito de temperaturas em caldo MRS 

Bacteria testada 5,5 ºC 20 ºC 30 ºC 37 ºC 50 ºC 

Le. mesenteroides LB 10.4 Ausência Presença Presença Presença Ausência 

Ausência Presença Presença Presença Ausência 

Ausência Presença Presença Presença Ausência 

Lc. lactis L4A8 Ausência Presença Presencia Presença Ausência 

 Ausência Presença Presencia Presença Ausência 

 Ausência Presença Presencia Presença Ausência 
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5.4 Influência das bacteriocinas Nisina e Pediocina sobre as bactérias 

lácticas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 

Para o tratamento de Le. mesenteroides LB10.4 com Nisina e o controle de 

Le. mesenteroides LB10.4 sem conservante (Figura 3A), a quantidade inicial de 

células expostas foi de aproximadamente 6.43 Log10. No dia 3 Le. mesenteroides 

LB10.4 com Nisina apresentou uma queda de 0 Log10. Na sequência do experimento, 

o isolado apresentou uma contagem no deu crescimento do ciclo logarítmico 

microbiano nos dias 7 e 10, atingindo de maneira logarítmica 2.89 Log10, mostrando 

que este isolado foi significativamente afetado pelo conservante Nisina. O controle de 

Le. mesenteroides LB10.4 sem conservante não sofreu redução da contagem das 

células viáveis desde o princípio do tempo zero até o final do tempo 10, com uma 

contagem estável de 6.456 Log10 (Teste de Friedman para amostras relacionadas, 

p=0,868) ou entre cada dia analisado (Teste de Mann-Whitney, p>0,05 para todas as 

análises) (Figura 3A).  

O mesmo tratamento em Lc. lactis L4A8 com Nisina e o controle de Lc. 

lactis L4A8 sem conservante (Figura 3B) iniciou em torno de 6.398 Log10. Nos dias 0 

e 3 demonstrou um crescimento logarítmico estável até 6.275 Log10. Em relação ao 

dia 10, observou-se uma redução significativa no crescimento afetado pelo 

conservante Nisina, atingindo até 3.787 Log10 (Teste de Friedman para amostras 

relacionados, p=0,05). O controle de Lc. lactis L4A8 sem conservante não apresentou 

o mesmo efeito, mantendo-se estavél nos 10 dias de avaliação de maneira logarítmica 

até 6.561 Log10 (Teste de Friedman para amostras relacionadas, p>0,05) ou entre 

cada dia analisado (Teste de Mann-Whitney, p>0,05 para as análises) (Figura 3B).   

Por outro lado, o tratamento de Le. mesenteroides LB10.4 com Pediocina 

e o controle de Le. mesenteroides LB10.4 sem conservante (Figura 3C) mostrou uma 

quantidade inicial de células de aproximadamente 5.742 Log10. No acompanhamento 

do experimento, Le. mesenteroides LB10.4 com Pediocina apontou um maior 

crescimento microbiano no dia 7 atingindo de maneira logarítmica até 6.646 Log10, em 

relação ao dia 3 e 10 mantendo-se um crescimento logarítmico estável de 6.316 e 

6.485 Log10 (Teste de Friedman para amostras relacionadas, p=0,05). Da mesma 

forma, no controle Le. mesenteroides LB10.4 sem conservante, apresentou o mesmo 

efeito, mantendo-se de maneira logarítmica de 5.742 até 6.485 Log10.  Ambos 

tratamentos não apresentaram diferença (Teste de Friedman para amostras 

relacionadas, p>0,05) ou entre cada dia analisado (Teste de Mann-Whitney, p>0,05, 
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para todas as análises).   

Adicionalmente, o mesmo tratamento em Lc. lactis L4A8 com Pediocina e 

o controle de Lc. lactis L4A8 sem conservante (Figura 3D) iniciou em torno de 6.439 

Log10. Nos dias 3 e 7 Lc. lactis L4A8 com Pediocina apresentou uma contagem 

decrescente de 4.191 e 2.975 Log10, mostrando que este isolado foi significativamente 

afetado pelo conservante Pediocina. Na sequência do experimento, o isolado no dia 

10 mostrou um crescimento do ciclo logarítmico microbiano até 3.026 Log10. Portanto, 

se observou diferença estatística entre Lc. lactis L4A8 com Pediocina e o controle Lc. 

lactis L4A8 sem conservante entre cada dia analisado (p>0,05 para todas as análises). 

O controle Lc. lactis L4A8 sem conservante no dia 10 atingiu de maneira logarítmica 

até 7.342 Log10. 

 

 
Figura 3. Influência das bacteriocinas Nisina e Pediocina sobre os isolados Le. mesenteroides LB10.4 
e Lc. lactis L4A8. A. Le. mesenteroides LB10.4 e Nisina. B. Lc. lactis L4A8 e Nisina. C. Le. 
mesenteroides LB10.4 e Pediocina. D. Lc. lactis L4AB e Pediocina. abLetras diferentes indicam 
diferença estatística entre os dias analisados nos grupos tratados. Teste de Mann-Whitney ou Teste de 
Friedman, quando aplicável. 
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5.5 Avaliação da atividade antimicrobiana produzidas pelas bactérias ácido 

lácticas  

Através da metodologia da gota, com o sobrenadante livre de células, foi 

possível determinar a atividade antimicrobiana dos isolados testados frente a 

diferentes micro-organismos patogênicos. O cultivo de Le. mesenteroides LB10.4 

após 48 h de incubação a 30ºC apresentou um pH de 5. O isolado Le. mesenteroides 

LB10.4 exibiu atividade bacteriostática contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 

apresentou um halo de inibição de 20 mm. 

O cultivo Lc. lactis L4A8 após 48 h de incubação a 30 ºC apresentou um 

pH de 4 e não foi observado halo de inibição contra os indicadores testados, nas 

condições experimentais executadas. 

Os cultivos das co-culturas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 

após 48 h de incubação a 30 ºC apresentou um pH 5, as co-culturas apresentaram 

atividade inibitória contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. As co-culturas Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 apresentaram um halo de inibição de 19 mm. 

Para as outras bactérias indicadoras não foram observados halos de inibição. 

 

5.6 Avaliação da tolerância das bactérias lácticas em condições do trato 

gastrointestinal simulado  

A tolerância das bactérias lácticas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 frente às condições do TGI foi analisada através de simulação in vitro 

individualmente e associados, com objetivo de determinar a viabilidade celular dos 

isolados após a exposição às condições adversas encontradas no trânsito do TGI (e.g. 

pH ácido, presença de sais biliares). Os dois isolados individualmente e associados 

iniciaram a simulação com aproximadamente 108 UFC/mL. 

Nas simulações de condições gástricas (Figura 4), para Lc. lactis L4A8 

(Figura 4A), não foi observado efeito na viabilidade celular com as exposições ao suco 

gástrico simulado (SGS) e suco intestinal simulado (SIS) por períodos de 90 e 150 

minutos, respectivamente (Teste de Krusal-Wallis, p>0,05 para todas as análises).  

Ademais, o isolado Le. mesenteroides LB10.4 (Figura 4B) demonstrou 

diminuir sua viabilidade celular, afetada pela exposição ao suco gástrico simulado 

(SGS) com um pH 2 (ácido) em conjugação com a pepsina simulando o stress 

gástrico, atingindo de maneira logarítmica até 5.582 Log10. Depois foi exposto a ação 

sais biliares (SIS) e da pancreatina com um pH 8 simulando o stress intestinal, 
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mostrando uma queda gradativa na viabilidade celular, atingindo uma redução 

logarítmica de 3.333 Log10, apresentando uma redução drástica na contagem (Teste 

de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn, p=0,044). 

Além disso, Le. mesenteroides LB10.4 em associação com Lc. latis L4A8 

(Figura 4C) em condições gástricas simuladas de (SGS) não apresentaram diferença 

significativa na contagem microbiana, atingindo de maneira logarítmica em 7.581 

Log10 e em condições gástricas simuladas de (SIS) apresentaram reduções na 

viabilidade celular com a exposição à sais biliares até 7.366 Log10 (Teste de Kruskal-

Wallis com post hoc de Dunn p=0,027, respectivamente). Em ambos tratamentos para 

Lc. lactis L4A8 (Figura 4A) e em associação Lc. latis L4A8 com Lc. mesenteroides 

LB10.4 (Figura 4C) demostrando uma habilidade de sobreviver e se multiplicar. 

 

 
Figura 4. Comportamento dos isolados Lc. lactis L4A8 (A), Le. mesenteroides LB10.4 (B) e associados 
(C) após exposição às condições do trato gastrointestinal, sendo elas: antes da exposição, após suco 
gástrico simulado (SGS) e após suco intestinal simulado (SIS). abLetras diferentes indicam diferença 
estatística entre os dias analisados nos grupos tratados. Teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. 

 

 

5.7 Avaliação da eficiência de encapsulação das bactérias ácido lácticas 

A eficiência de encapsulação dos isolados associados de Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 em caldo MRS e em Leite Ultra-High-

Temperature (UHT) foi de 83,68% e de 79,01%, respectivamente (Tabela 3). De 

acordo com os resultados obtidos as culturas lácticas associadas permaneceram 

viáveis após a encapsulação. Os isolados associados foram incubados a 30 ± 1 °C 

por 72 horas.  
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Tabela 3. Eficiência de encapsulamento das bactérias ácido lácticas avaliados em 

Caldo MRS e Leite Ultra-High-Temperature (UHT). 
Matriz Eficiência de encapsulação (%)  

Caldo MRS 
Leite UHT 

83.68 ± 14.821 

79.01 ± 3.332 

Valores referentes à média das replicatas e seus respetivos desvios padrão.  

 

 

5.8 Avaliação da manutenção das culturas lácticas microencapsuladas e 

aplicadas em caldo MRS e leite UHT  

Foram estudadas para a liberação das culturas associadas 

microencapsuladas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 (Figura 5) aplicadas 

em caldo MRS e leite UHT. Os isolados associados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. 

lactis L4A8, iniciaram uma mesma concentração de inóculo inicial aproximadamente 

108 UFC/mL.  

As culturas associadas estudadas permaneceram em refrigeração á 

temperatura de 5,5 ºC, por 30 dias de estudo. As culturas avaliadas foram liberadas 

por meio da agitação no vórtex nos dias (0, 3, 7, 15, 20 e 30) correspondente ao 

estudo.   

A viabilidade das células das culturas associadas mostrou que em caldo 

MRS e Leite UHT, apresentaram resultados distintos quanto à sobrevivência dos 

micro-organismos associados e liberados ao longo do período de investigação.  

A sobrevivência das culturas associadas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. 

lactis L4A8 encapsuladas em alginato de sódio a 2% e inseridas no caldo MRS, 

apresentaram no dia 15 uma liberação maior de células viáveis de maneira logarítmica 

de 4.526 Log10 (Figura 5A). Nos demais dias de análise (3, 7, 20 e 30) a viabilidade 

das células liberadas mostrou ser estável, observando-se uma concentração de 4.045 

Log10, 3.95 Log10, 3.941 Log10 e atingindo de maneira logarítmica até 3.387 Log10.  

Por outro lado, quando os isolados associados Le. mesenteroides LB10.4 

e Lc. lactis L4A8 encapsulados em alginato de sódio a 2%, foram aplicados em leite 

Ultra-High-Temperature (UHT) integral 3% de gordura (Figura 5B), apresentaram nos 

dias (0, 3 e 7) uma liberação moderada, atingindo de maneira logarítmica em 3.123 

Log10, 3.133 Log10 e 3.032 Log10. Além disso, nos demais dias de análise (15, 20 e 30) 

registrou a maior viabilidade celular liberada, com uma concentração logarítmica de 

3.974 Log10, 4.52 Log10 e 5.32 Log10. 

Da mesma forma, a capacidade de acidificação pelas bactérias associadas 
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Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram avaliadas na aplicação em caldo 

MRS e leite Ultra-High-Temperature (UHT) integral 3% de gordura. Os resultados 

obtidos demostraram a capacidade de acidificação pelas bactérias associadas com 

mudanças de pH de 4 em caldo MRS e um pH de 5 em leite (UHT). As mudanças de 

pH das culturas estudas permaneceram á uma temperatura de 5,5 ºC, após de 30 dias 

de estudo. 

 

 

 
Figura 5. Avaliação da liberação dos isolados associados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 
após de microencapsulação aplicadas em caldo MRS (A) e leite Ultra-High-Temperature (UHT) integral 
3% de gordura (B). 
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6 DISCUSSÃO 

O crescente aumento de consumo de alimentos no mundo faz com que a 

indústria explore cada vez mais bactérias ácido lácticas que demonstrem 

funcionalidade e possam ser aplicados na indústria de alimentos. Em nível industrial 

para a produção de derivados no Brasil tem sido cada vez mais estudado o leite 

bubalino buscando ampliar os conhecimentos nesta área. Portanto, este trabalho 

visou ampliar os conhecimentos nesta área, explorando novos isolados de bactérias 

lácticas, buscando identificar suas propriedades para uma posterior aplicação em 

alimentos.  

Portanto, se avaliou a inocuidade dos isolados de bactérias ácido lácticas, 

tendo em vista que diversos testes que asseguram a sua segurança para aplicação 

em alimentos precisam ser realizados e são preconizados pela ANVISA, para que se 

possa fazer a proposição de novas BAL em alimentos.  

Na presente investigação e no trabalho realizado por Breyer et al. (2020), 

nenhuma das cepas testadas, Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8, exibiu 

atividade hemolítica e atividade de gelatinase. Este é um resultado relevante que 

indica que os isolados podem ser utilizados em alimentos pois não apresentam riscos 

à saúde, visto que não apresentam este fator de virulência. Em um estudo realizado 

por Kaktcham et al. (2018) os gêneros Lactobacillus e Lactococcus apresentaram 

características impróprias como atividade β-hemolítica, atividade de gelatinase ou 

capacidade de produção de amina biogênica com base em testes fenotípicos. Da 

mesma forma, Lopes et al. (2017) estudou os isolados Enterococcus faecalis 

L3A21E8, Lc. lactis L3A21M1, Lb. plantarum L3C1E8, Le. mesenteroides L3A21M4 e 

Le. mesenteroides L3C21R7 e estes demostraram que todos os isolados tiveram 

resultados negativos para a produção de histaminas e Dnase, mas atividade de 

gelatinase foi detectada em 64% dos isolados de Enterococcus, enquanto nenhuma 

das cepas de Leuconostoc foi produtora de gelatinase. Colombo et al. (2020) também 

verificaram que os isolados Lb. casei (MSI1, MSI5, MRUV1, MRUV6), Lb. acidophilus 

(MVA3), Lb. nagelli (MSIV4), Lb. harbinensis (MSI3, MSIV2), Lb. fermentum (SIVGL1), 

Lb. plantarum (MLE5, MSI2), Pediococcus pentosaceus (MLEV8), Pd. acidilactici 

(MSI7), Weissella paramesenteroides (MRUV3, MSAV5) provenientes de um 

ambiente de lacticínios, não apresentaram qualquer atividade hemolítica nos testes in 

vitro a 25 ºC ou 30 ºC. De acordo com Franz et al. (2001) a produção de hemolisina é 

um fator importante nas infecções causadas por Enterococcus spp. sendo identificado 
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em maior frequência em isolados de amostras clínicas do que de alimentos.    

Além disso, os dois isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 já 

foram avaliados quanto a inocuidade em trabalho anterior, em relação a presença de 

genes de virulência como os genes ace (adesão), sprE (serina protease), cpd 

(feromônio sexual), cylA (citolisina) agg e asa1 (agregação), através de reações de 

PCR e susceptibilidade a antimicrobianos, concluindo que nenhum dos isolados teve 

os genes detectados e nenhuma resistência foi observada (Breyer et al. 2020). Estes 

dados reforçam a escolha destas duas bactérias para o estudo proposto neste 

trabalho assegurando a inocuidade para a aplicação em alimentos. 

Em seguida, foram avaliadas as propriedades tecnológicas, como 

atividades extracelulares proteolíticas e lipolíticas, características importantes que 

contribuem para o sabor de produtos alimentícios fermentados como resultado da 

quebra de gordura, proteína e carboidrato. Ademais, também fornece o 

desenvolvimento de aromas e sabores pela liberação de peptídeos e aminoácidos da 

caseína, que atuam como precursores do aroma nos queijos, como também para as 

características de sabor (Serrano et al., 2018; Terpou et al., 2018). Da mesma forma, 

os isolados estudados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram positivos, ou 

seja, apresentaram alteração de cor e coagulação nos dias de avaliação durante a 

incubação, devido à acidificação do meio Litmus milk a uma temperatura de 30 ºC 

apresentando a digestão do Litmus milk indicando que os isolados Le. mesenteroides 

LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foram capazes de degradar a caseína, o que é consistente 

com nossos achados neste estudo. Esses resultados foram semelhantes aos 

produzidos por várias cepas de BALs isoladas de queijos tradicionais (Hemme e 

Foucaud-Scheunemann, 2004; Cano et al., 2019). Além disso, Lopes et al. (2017) 

relataram que os isolados identificados como Le. mesenteroides, Lc. lactis, Lb. 

paracasei, Enterococcus faecalis e Enterococcus pseudoavium foram capazes de 

degradar a caseína.  A degradação das proteínas do leite constitui um dos principais 

processos durante a maturação dos queijos uma vez que intervém na textura final do 

produto em consequência da degradação do coágulo (Li et al., 2019; Li et al., 2020). 

Da mesma forma, as duas bactérias Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 exibiram atividade proteolítica em ágar leite. Seixas et al. (2018) relataram 

espécies de Le. mesenteroides que apresentaram baixa atividade proteolítica, sendo 

boas candidatas para uso como culturas auxiliares na fabricação de queijos. Esses 

resultados foram análogos aos produzidos em nosso estudo sugerindo assim, 
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caracteristicas tecnológicas desejáveis para culturas iniciadoras funcionais.  

No teste de produção de lipase pôde-se observar que os isolados Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 provenientes de leite de búfala não 

apresentaram atividade lipolítica, porém foi um resultado não esperado neste estudo. 

Lopes et al. (2017) avaliou BALs isoladas de queijo artesanal açoriano as quais 

apresentaram atividade lipolítica em 30% dos isolados, um Leuconostoc, dois 

Lactobacillus e 31 Enterococcus. Benito et al. (2007) verificou a atividade lipolítica de 

Lc. lactis, Le. mesenteroides, Pd. pentosaceus, Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. plantarum 

concluindo que não apresentaram atividade lipolítica contra azeite-rodamina B e 

gordura de porco. Entretanto, no ágar tributirina mostraram atividade lipolítica muito 

baixa. Esses resultados não foram semelhantes aos produzidos em nosso estudo 

onde a ausência de crescimento de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 foi 

observada em ágar tributirina.  

Katz et al. (2002), relataram atividades de lipase e esterase de bactérias 

ácido lácticas representando os gêneros Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e 

Enterococcus isolados de leite ovelha e queijos. Lb. plantarum O186, Lb. 

acidophilus O252, Enterococcus faecium O174, Enterococcus faecium O426 

e Enterococcus faecalis Ov409 apresentaram atividade lipase associada à fração 

intracelular da tributirina.  

A produção de gás CO2 é especialmente relevante em microorganismos 

heterofermentativos como produto da fermentação de açúcares. No entanto, também 

há produção em espécies homofermentativas como resultado do metabolismo do 

citrato. Portanto, se avaliou a capacidade de produção de gás através de meio caldo 

nutritivo suplementado com 5% de lactose, o que permitiu a identificação das BALs 

Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 como não produtora de gás neste teste. 

Similarmente, Killer et al. (2014) determinaram que um isolado de Lb. rodentium sp. 

nov. MYMRS/TLU1 mostrou incapacidade de produzir gás a partir da glicose, 

sugerindo uma nova cepa pertencente ao grupo dos Lactobacilos obrigatoriamente 

homofermentativos (produziu apenas ácido l- láctico a partir da glicose e do 

gluconato). A produção de gás vem sendo estudada em BALs devido a sua potencial 

aplicação na indústria de alimentos, uma vez que podem ser usados como iniciadores 

produtores de sabor ou culturas que auxiliares em vários produtos lácteos 

fermentados (Manteiga láctica, creme de leite cultivado) e tipos de queijos (Soetaert 

et al., 1995; Holland e Liu., 2011). Ademais, diversos estudos vêm descrevendo a 
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produção de gás da glicose produzidos por BALs (Cai et al., 1998; Killer et al., 2017). 

No teste da avaliação da hidrólise da lisina foi possível determinar que os 

isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 provenientes de leite de búfala, 

não apresentam a capacidade de descarboxilação da lisina em meio caldo lisina 

descarboxilase, porém foi um resultado não esperado neste estudo. De acordo com 

Corbo et al. (2001) a sobrevivência dos micro-organismos probióticos de 

Bifidobacterium bifidum Bb02 e Bifidobacterium longum Bb46 após 19 dias nos queijos 

canestrado pugliese de leite de ovelha, conferiu concentrações maiores para os 

aminoácidos ácido glutâmico, leucina, lisina valina, prolina e ácidos graxos butírico, 

capróico, cáprico e oleico.  Sayadi et al. (2013) por exemplo, observaram que a reação 

da enzima (γ-glutamil) -lisina esta ligada em muitas proteínas e é usada para melhorar 

a textura e modificar as propriedades funcionais de alimentos preparados.  Da mesma 

forma, Papadimitriou et al. (2016) estudou as bactérias ácido lácticas Lb. plantarum, 

Lb. reuteri, Lb. rhamnosus e Lc. lactis encontrando que as BALs modificam o 

metabolismo do piruvato às custas do ácido láctico e aumentou a síntese de 

compostos básicos, por exemplo: Lisina e diacetil/acetoína. Entretanto outros estudos 

demostraram o contrário; Even et al. (2002) expressam que o estresse ácido causa 

acidificação intracelular, o que diminui a atividade das enzimas citoplasmáticas. 

Porém, é possível que os resultados obtidos em nosso estudo, onde a ausência da 

capacidade de descarboxilação da lisina por Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 destacaram estresse ácido influenciando os níveis de enzimas glicoliticas como 

da lisina.  

Um dos critérios importantes na avaliação das bactérias ácido lácticas na 

indústria de alimentos é a temperatura (Utama et al., 2018), pois permite um 

desenvolvimento mais rápido e permite que o micro-organismo expresse o seu 

potencial máximo metabólico (Mandhania et al., 2019). Portanto, neste estudo 

observou-se que Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 em caldo MRS e meio 

de cultura ágar MRS apresentaram ausência de desenvolvimento em temperaturas 

de (5,5ºC e 50ºC). De acordo com Bromberg et al. (2006) o efeito da temperatura no 

desenvolvimento da cultura Lc. lactis spp. hordniae CTC 484 proveniente de frango, 

apresentou a 37 ºC um desenvolvimento celular maior, atingindo uma densidade 

elevada após 18 h de incubação (DO600=0,654), verificando-se que é uma temperatura 

favorável ao cultivo da bactéria ácido láctica. Da mesma forma, Hwang et al. (2018) 

relatam em seu estudo que as bactérias de ácido láctico Lb. brevis, Pd. pentosaceus, 
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Lb. plantarum, Le. lactis, Lb. saki, Le. mesenteroides e Weissella confusa isoladas de 

kimchi caseiro apresentaram conteúdos de arginina, citrulina e ornitina maior em meio 

MRS a 30ºC. Ademais, diversos estudos descrevem a capacidade das BALs de 

crescer em meios de cultura ágar MRS e caldo MRS com temperaturas ótimas de 

crescimento à 30ºC e 37ºC (Xu et al., 2017; Gunduz et al., 2020; Kosmerl et al., 2021). 

A tecnologia de preservação em alimentos combina diversos métodos de 

preservação inibitórios ao crescimento microbiano. As bacteriocinas podem agir 

contribuindo para a melhora da segurança do alimento. Neste estudo, avaliaram-se 

os efeitos das bacteriocinas Nisina e Pediocina sobre as bactérias ácido lácticas Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8. Os efeitos do tratamento apresentaram 

resultados satisfatórios em Le. mesenteroides LB10.4 + Pediocina e Lc. lactis L4A8 + 

Nisina. Segundo Gálvez et al. (2007) quando as células são expostas a combinação 

de fatores antimicrobianos, a intensidade de impactos na viabilidade celular pode levar 

a perda da manutenção de culturas desejáveis. O impacto de múltiplos danos 

celulares, pode requerer um alto gasto energético, resultando na exaustão de energia 

e morte celular. Porém, é possível que os resultados obtidos em nosso estudo, onde 

os isolados Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 apresentaram uma redução 

no número de células viáveis, destacaram um gasto energético devido ao estresse 

das bacteriocinas adicionadas.  

A atividade antimicrobiana produzidas pelas BALs Le. mesenteroides LB10.4 e 

Lc. lactis L4A8, foi avaliada através da metodologia da gota, para investigar sua 

atividade antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos patogênicos. O 

sobrenadante livre de células do isolado Le. mesenteroides LB10.4 demostrou 

atividade bacteriostática contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 apresentando 

um halo de inibição de 20 mm, o que já é bem estabelecido na literatura, 

especialmente Le. mesenteroides, que são capazes de reduzir significativamente o 

pH do produto, produzindo CO2 e, portanto, inibindo o crescimento da microbiota não 

láctica ou deteriorante (Hutkins, 2019; Szutowska et al., 2020; Szutowska et al., 2020).  

Em adição, o isolado Lc. lactis L4A8 após 48 h de incubação a 30 ºC não 

apresentou atividade antimicrobiana. Além disso, nos também avaliamos os cultivos 

das co-culturas Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8, os sobrenadantes das 

co-culturas apresentaram atividade bacteriostática contra Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 apresentando um halo de inibição de 19 mm. De acordo com, Masuda 

et al. (2011) o sobrenadante da cultura de Le. mesenteroides TK41401 isolado de 
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picles japonês, possuia atividade antimicrobiana contra ampla gama de gêneros 

bacterianos e atividade particularmente forte contra Bacillus coagulans, principal 

contaminante dos picles. Entretanto, este trabalho também foi capaz de demostrar a 

atividade antimicrobiana produzida pela BAL.  

A capacidade de tolerância das BALs em condições do trato gastrintestinal 

simulado é considerada essencial para a determinação de seu potencial probiótico. 

As BALs analisadas Lc. lactis L4A8 e Le. mesenteroides LB10.4 de forma individual e 

associadas, demostraram manter sua viabilidade quando expostas às condições do 

TGI simuladas in vitro. No entanto, o isolado Le. mesenteroides LB10.4 demostrou 

uma queda na viabilidade celular em cada etapa da simulação, diminuindo sua 

concentração logarítmica de 8.123 Log10 para 5.582 Log10 e 3.333 Log10, 

respectivamente. Isso sugere que tal bactéria tolera menos o estresse causado por 

pH ácido e pela presença de sais biliares, do que o isolado Lc. lactis L4A8 e Le. 

mesenteroides LB10.4 em associação com Lc. lactis L4A8 testados. Em experimento 

similar, Ramalho et al. (2019) testaram a viabilidade celular in vitro de Lc. lactis subsp. 

cremoris LL95 e seu efeito no comportamento de camundongos, na avaliação da 

resistência do trato gástrico, foi possível observar que Lc. lactis subsp. cremoris LL95 

manteve sua viabilidade acima de 8,2 Log UFC\mL. Mesmo com uma redução de 

células viáveis durante a simulação in vitro, o isolado ainda pode ser capaz de atingir 

o intestino e promover efeitos benéficos se atingir uma densidade em torno de 6 Log 

UFC\mL. Seus resultados demostraram resultados similares as BALs analisadas 

neste trabalho: Lc. lactis L4A8 e Le. mesenteroides LB10.4, variando de 8,337 Log10 

no inicio da simulação para 7.366 Log10 após a exposição ao TGI. Iraporda et al. 

(2019) utilizando o protocolo realizado neste estudo, verificaram que os três isolados 

de BALs (Lactobacillus paracasei) proveniente de kefir também toleram as condições 

do trato gastrintestinal, mantendo 108 UFC\mL após de exposição.  

Diversas BALs são responsáveis por promover benefícios à saúde, para 

isso elas devem ser metabolicamente estáveis e ativas, além de sobreviver à 

passagem do trato gastrointestinal em maior número. A tecnologia de 

microencapsulação é considerada um dos métodos mais úteis para aumentar a 

estabilidade e viabilidade de probióticos em condições ambientais adversas (Qi et al., 

2019). Portanto, é de extrema importância avaliar a eficiência de encapsulação das 

bactérias ácido lácticas. 

 Baseado nos resultados de TGI as BALs associadas foram selecionadas 
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para a etapa da avaliação da eficiência de encapsulação, como também, da 

manutenção das culturas lácticas microencapsuladas aplicadas em leite UHT e caldo 

MRS. Nossos estudos demostram que a eficiência de encapsulação com os isolados 

associados de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 variou em leite UHT entre 

79.01 ± 3.332 % e para caldo MRS 83.68 ± 14.821. Resultados semelhantes 

realizados por Liao et al. (2019) utilizando alginato com galacto-oligossacarídeos, 

isomalto- oligossacarídeos, fruto- oligossacarídeos e xilo- oligossacarídeos,  onde 

demostraram que a eficiência da encapsulação de Lb. fermentum L7 nas células co-

encapsuladas com oligossacarídeos estavam na faixa 79,52 até 89,75%, eram 

significativamente maiores do que as células encapsuladas com alginato sozinho. Por 

tanto, as presenças destes dados nas BALs selecionadas neste estudo sugerem 

capsulas estáveis. A alta eficiência de encapsulação pode ser explicada pelo fato que 

na fase estacionaria a cultura de células exibe melhor capacidade de sobrevivência 

do que a fase log (Ilha et al., 2015). 

Ao estudar a eficiência de encapsulação, foi demostrado que a manutenção 

das culturas lácticas associadas de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 

microencapsuladas aplicadas em caldo MRS demostraram uma menor liberação 

celular nos dias (0, 3, 7, 20 e 30), mantendo uma concentração de 3.808 Log10 e 3.837 

Log10, respectivamente. Isso sugere que as BALs associadas apresentaram variação 

na capacidade de liberação das células encapsuladas. No entanto, no dia 15 foi 

observada uma maior liberação das células alcançando uma concentração de 4.526 

Log10. Da mesma forma, Trabelsi et al. (2013) relataram que Lb. plantarum 

encapsulado com alginato de sódio sobreviveu por após de 60 dias, com uma perda 

de apenas 9,34 para 7 Log UFC/mL após de tratamento térmico a 4 ºC. Porém, é 

possível que os resultados obtidos em nosso estudo, onde os isolados associados Le. 

mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 apresentaram uma menor liberação, possam 

sugerir uma liberação mais tardia das células. Quanto a manutenção das culturas 

lácticas associadas de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 microencapsuladas 

aplicadas em Leite Ultra-High-Temperature (UHT), pode-se observar uma maior 

liberação nos dias 15, 20 e 30, variando de 3.974 Log10, 4.52 Log10 e 5.32 Log10. 

Mahmoud et al. (2020) avaliaram a capacidade de sobrevivência de Lb. plantarum 

microencapsulado com alginato combinado com leite desnatado, dextrina, proteína 

desnaturada de soro de leite ou revestido com quitosana, curiosamente o 

armazenamento sob condições de refrigeração aumentou a viabilidade de Lb. 
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plantarum em todos os agentes encapsulantes testados por 4 semanas, o que é 

consistente com nossos achados neste estudo, sugerindo que as BALs selecionadas 

neste estudo foram armazenadas a uma temperatura de refrigeração 5,5 ºC, por 72 

horas favorecendo o crescimento bacteriano dos isolados viável em leite UHT. 

Matejčeková et al. (2016) mostraram a capacidade de sobrevivência das 

células encapsuladas durante o armazenamento refrigerado por um mês, a viabilidade 

do Lb. plantarum encapsulado aumentou ao longo do período de armazenamento. 

Isso pode ser devido ao fato de que Lb. plantarum foi capaz de crescer a 8 ºC em leite 

UHT.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 O leite de búfala apresenta-se como uma potencial fonte para isolar 

bactérias ácido lácticas com propriedades probióticas e tecnológicas. Os dois 

isolados, Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis L4A8 acabaram se destacando como 

micro-organismo inócuos.  

Os diversos testes de atividades enzimáticas realizados nos dois isolados 

de BALs sendo um deles a atividade proteolítica, permite diferenciar sua atividade 

metabólica e funcional, o que constituiu um conhecimento valioso para a aplicação 

como novas culturas starters com propriedades tecnológicas. Estes dois isolados 

também demostraram ser capazes de obter crescimento microbiano em ótimas 

temperaturas à 20 ºC, 30 ºC e 37 ºC característica essencial para viabilidade celular 

em fermentações.  

Os efeitos do tratamento das bacteriocinas apresentaram resultados 

moderados em Le. mesenteroides LB10.4 + Pediocina e Lc. lactis L4A8 + Nisina, 

sugerindo que cepas de BALs poderiam ser selecionadas para aplicação tecnológica, 

juntamente com as bacteriocinas. 

Além disso, estes dois isolados em associações demostraram ser capazes 

de tolerar as condições adversas do trato gastrointestinal, característica essencial 

para micro-organismos probióticos, porém outros testes precisam ser realizados. Ao 

mesmo tempo, culturas lácticas associadas de Le. mesenteroides LB10.4 e Lc. lactis 

L4A8 microencapsuladas, registrou uma liberação celular mais tardia, quando foram 

aplicadas em Leite Ultra-High-Temperature (UHT). Estes dados sugerem estudos em 

outras matrizes lácteas alimentares. 

Considerando todos os resultados obtidos neste estudo, foi possível indicar 

que o isolado Lc. lactis L4A8 apresenta características favoráveis para industria, mas 

ainda são necessários mais estudos in vivo, atendendo aos critérios para a proposição 

de novos isolados que tenham impacto tecnológico e funcional. 
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Resumo 

O crescente interesse por alimentos funcionais faz com que estudos explorem novas linhagens 

de bactérias para aplicação em alimentos. Neste contexto, este trabalho objetivou estudar os 

isolados Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e Lactococcus lactis L4A8 isolados do leite de 

búfala, quanto as suas propriedades tecnológicas e funcionais. Os isolados foram avaliados 

quanto a sua inocuidade, produção de atividade antimicrobiana, propriedades tecnológicas, 

tolerância em condições do trato gastrointestinal, avaliação da eficiência de microencapsulação 

e manutenção das culturas microencapsuladas em matriz alimentar. As culturas apresentaram-

se inócuas nas condições estudadas. Leuconostoc mesenteroides LB10.4 apresentou resultado 

mais tardio da atividade proteolítica-acidificante em Litmus Milk em comparação à 

Lactococcus lactis L4A8. Em ágar leite, ambas apresentaram atividade proteolítica. Não foi 

detectada atividade lipolítica, produção de gás e hidrólise da lisina. Os isolados demostraram 

ser capazes de obter crescimento microbiano em temperaturas de 20, 30 e 37ºC. Leuconostoc 

mesenteroides LB10.4 apresentou efeito bacteriostático frente a Staphylococcus aureus ATCC 

25923. Também, sofreram efeitos moderados das bacteriocinas Nisina e Pediocina. Em 

associação, os isolados apresentaram tolerância adversa ao trato gastrointestinal e viabilidade 

na liberação das células microencapsuladas aplicadas em Leite UHT. Os resultados mostraram-

se promissores a estudos em outras matrizes alimentares, bem como ensaios com modelo in 

vivo podem ser explorados. 

Palavras-chave: alimentos funcionais, bactérias lácticas, leite de búfala, probióticos 

 

 

 

 

 


