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Resumo 

BIERHALS, Caroline Krause. Isolamento e caracterização de bactérias ácido-
láticas potencialmente produtoras de exopolissacarídeos provenientes de kefir. 
2024. 69 f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – 
Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, 
Departamento de Ciência e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2024. 

As bactérias ácido-láticas (BAL) são comumente utilizadas na indústria de 
alimentos devido ao seu potencial probiótico e tecnológico, podendo atuar 
como culturas iniciadoras e/ou adjuntas. São produtoras de ácidos orgânicos, 
como ácido lático, além de outros metabólitos importantes como bacteriocinas, 
vitaminas e exopolissacarídeos (EPS). Os EPS produzidos por BAL 
apresentam diversas aplicações na indústria de alimentos (espessantes, 
estabilizantes), bem como fornecem benefícios como promotores de saúde. 
Assim, o estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias ácido-láticas, 
provenientes de diferentes amostras de kefir, com potencial de produção de 
exopolissacarídeos, bem como avaliar as condições ótimas de cultivo para 
aumento da produção de exopolissacarídeos. A partir do leite fermentado e 
grãos de kefir (5), foram selecionados 44 isolados, utilizando meio seletivo 
(ágar MRS) para BAL, através dos testes de coloração de Gram e catalase. 
Posteriormente, esses isolados foram avaliados quanto aos aspectos de 
segurança microbiólogica como atividade das enzimas Dnase, hemolisina, 
gelatinase e susceptibilidade à antimicrobianos de uso clínico. Também foram 
realizados os testes de fermentação de carboidratos e produção de EPS em 
placas, a fim de avaliar seu potencial tecnológico. Os isolados que se 
mostraram seguros microbiologicamente e apresentaram as características 
tecnológicas desejadas foram identificados molecularmente através do 
sequenciamento do gene 16S do rDNA e comparação com os dados 
depositados no Genbank. Na etapa de produção de EPS, o isolado KLM6 
apresentou maior capacidade de sintetizar EPS comparado com os demais 
isolados, produzindo 0,410 g/L. O mesmo foi identificado como Leuconostoc 
mesenteroides e selecionado para a avaliação dos efeitos de concentração de 
inóculo, temperatura e pH na produção de EPS. A produção de EPS foi 
influenciada apenas pelo pH, obtendo produção máxima de 0,746 g/L em pH 5, 
sendo que a concentração de inóculo e a temperatura não apresentaram 
efeitos sobre a síntese do biopolímero. A partir da análise dos efeitos principais 
e de interação, foi realizada uma etapa de otimização das condições de cultivo 
que indicou um aumento de 105,1% no rendimento de EPS (pH 5 e 
temperatura de 50,5 °C) comparado com os resultados obtidos utilizando 
parâmetros não ideais. Portanto, o kefir pode ser considerado uma importante 
matriz alimentar para isolar bactérias ácido-láticas com potencial de produção 
de EPS, e a alteração das condições de cultivo como pH e temperatura 
apresentam efeito determinante no aumento da produção desse metabólito, 
permitindo sua futura aplicação de forma eficiente na indústria de alimentos. 

Palavras-chave: alimentos lácteos, condições de cultivo, espessantes, 
otimização, produção



 

 

 

 

Abstract 

BIERHALS, Caroline Krause. Isolation and characterization of lactic acid 
bacteria potentially producing exopolysaccharides from kefir. 2024. 69 s. 
Dissertation (Master’s in Food Science and Technology) – Postgraduate 
Program in Food Science and Technology, Department of Agroindustrial 
Science and Technology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024. 

 Lactic acid bacteria (LAB) are commonly used in the food industry due to their 
probiotic and technological potential, and can act as starter and/or adjunct 
cultures. They produce organic acids, such as lactic acid, as well as other 
important metabolites such as bacteriocins, vitamins and exopolysaccharides 
(EPS). The EPS produced by BAL have diverse applications in the food industry 
(thickeners, stabilizers), as well as providing benefits as health promoters. 
Thus, the study aimed to isolate and characterize lactic acid bacteria, coming 
from different kefir samples, with potential for exopolysaccharide production, as 
well as evaluating the optimal cultivation conditions to increase 
exopolysaccharide production. From fermented milk and kefir grains (5), 44 
isolates were selected, using selective medium (MRS agar) for LAB, through 
Gram and catalase staining tests. Subsequently, these isolates were evaluated 
for microbiological safety aspects such as the activity of the enzymes Dnase, 
hemolysin, gelatinase and susceptibility to antimicrobials for clinical use. 
Carbohydrate fermentation and EPS production tests on plates were also 
carried out in order to evaluate its technological potential. The isolates that 
proved to be microbiologically safe and presented the desired technological 
characteristics were molecularly identified through sequencing of the 16S rDNA 
gene and comparison with data deposited in Genbank. In the EPS production 
stage, isolate KLM6 showed a greater capacity to synthesize EPS compared to 
the other isolates, producing 0.410 g/L. It was identified as Leuconostoc 
mesenteroides and selected to evaluate the effects of inoculum concentration, 
temperature and pH on EPS production. EPS production was influenced only by 
pH, obtaining a maximum production of 0.746 g/L at pH 5, with inoculum 
concentration and temperature having no effect on biopolymer synthesis. Based 
on the analysis of the main and interaction effects, a stage of optimization of the 
cultivation conditions was carried out, which indicated an increase of 105.1% in 
the EPS yield (pH 5 and temperature of 50.5 °C) compared to the results 
obtained using non-ideal parameters. Therefore, kefir can be considered an 
important food matrix to isolate lactic acid bacteria with EPS production 
potential, and changing cultivation conditions such as pH and temperature have 
a determining effect on increasing the production of this metabolite, allowing its 
future application in efficiently in the food industry. 

Keywords: dairy foods, growing conditions, thickeners, optimization, production
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1. Introdução 

 O kefir é um produto lácteo, obtido através da fermentação do leite por 

um complexo grupo de microrganismos, como leveduras, bactérias acéticas e 

bactérias ácido-láticas, envolvidos em uma matriz de exopolissacarídeos e 

proteínas (Kim et al., 2019). A ingestão do produto obtido, denominado leite 

fermentado, proporciona benefícios à saúde que podem estar associados aos 

microrganismos presentes no produto, e também aos metabólitos gerados 

durante a fermentação (Bengoa et al., 2019). 

 O grupo de bactérias ácido-láticas (BAL) tem se destacado quanto ao 

seu potencial tecnológico e promotor de saúde, conforme estudos já realizados 

por Plessas et al. (2020); Talib et al. (2019) e You et al. (2020). As BAL são 

bactérias Gram-positivas, geralmente reconhecidas como seguras (GRAS - 

Generally Recognized As Safe), possibilitando sua utilização como culturas 

adjuntas com potencial probiótico e como culturas iniciadoras em processos 

fermentativos. Além da produção de ácido láctico como produto final da 

fermentação, as BAL produzem diversos metabólitos importantes, como outros 

ácidos orgânicos, ácidos graxos, bacteriocinas e exopolissacarídeos (You et 

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

 Os exopolissacarídeos (EPS) produzidos por BAL, são compostos de 

interesse, em virtude de seu potencial em diversas aplicações na indústria de 

alimentos, principalmente melhorando a viscosidade de leites fermentados e de 

seus efeitos como promotores de saúde (Xiao et al., 2021). De acordo com 

Saadat; Khosroushahi; Gargari (2019), EPS produzidos por diferentes BAL 

apresentam propriedades imunomoduladoras, anticancerígenas, antioxidantes, 

além de apresentarem, também, a capacidade de prevenir a adesão de 

patógenos, pois evitam a formação de biofilmes bacterianos. 

 Na produção de alimentos, EPS podem influenciar positivamente, nas 

características reológicas e sensoriais de produtos fermentados, devido à 

capacidade de se ligar a água e reter a umidade do alimento, atuando como 

viscosificantes, estabilizantes, agentes emulsificantes ou gelificantes (Mende; 

Rohm; Jaros, 2016; Costa et al., 2010). 
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 A produção e o rendimento de EPS de origem microbiana pode ser 

influenciada pelas condições ambientais adversas, fatores como fonte de 

carbono e nitrogênio; condições de cultivo, incluindo pH, temperatura e 

oxigênio; além de tempo de incubação (Vuyst; Degeest, 1999; Ruas-Madiedo; 

Salazar; Clar, 2009).  

 Portanto, a busca por novos isolados de BAL produtores de EPS é 

importante para futura aplicação em alimentos, entretanto, é necessário avaliar 

os fatores que podem ser utilizados como propulsores, através da otimização 

das condições de cultivo, para obtenção de uma maior concentração de EPS. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

 Isolar e caracterizar bactérias ácido-láticas, provenientes de diferentes 

amostras de kefir, com potencial de produção de exopolissacarídeos, bem 

como avaliar as condições ótimas de cultivo para aumento da produção de 

exopolissacarídeos. 

2.2 Objetivos específicos 

- Isolar e caracterizar quanto à morfologia, presença da enzima 

catalase e propriedades tecnológicas, as bactérias ácido-láticas de 

kefir (leite fermentado e grãos); 

- Avaliar quanto aos aspectos de segurança microbiológica dos 

isolados de BAL; 

- Identificar, molecularmente, os isolados selecionados pelo 

sequenciamento do gene 16S do rDNA; 

- Identificar a presença do gene priming-GT nos isolados, relacionado 

com a enzima glicosil transferase, responsável pela produção de 

exopolissacarídeos; 

- Otimizar as condições de produção de EPS do isolado que 

apresentar maior produção do metabólito, frente às variáveis pH e 

temperatura. 
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3. Revisão da literatura  

3.1 Kefir 

 O termo kefir provém da palavra turca “kef”, que significa “um sabor 

agradável” (Arslan, 2015). Originário da região do Cáucaso, o kefir é 

consumido em muitas regiões, incluindo Rússia, Europa, Ásia, América do Sul 

e América do Norte (Nejati; Junne; Neubauer, 2020; Plessas et al., 2016). 

 O kefir é uma bebida com baixo teor alcoólico, composta por ácido lático, 

ácido acético, etanol e CO2, produzida através da fermentação de leveduras, 

bactérias acéticas e bactérias ácido-láticas, integradas em uma matriz de 

polissacarídeos e proteínas (Kim et al., 2019). Os grãos de kefir são definidos 

como massas irregulares gelatinosas com variações em relação à cor e ao 

tamanho, variando entre amarelo e branco e apresentando entre 3 a 35 mm de 

diâmetro, respectivamente (Rosa et al., 2017).  

 Em relação à composição química, normalmente os grãos de kefir são 

constituídos por água (890-900 g/kg), gordura (2 g/kg), proteína (30 g/kg), 

açúcares (60 g/kg) e cinzas (7 g/kg), podendo variar dependendo dos grãos 

(Garrote; Abraham; Antoni, 1997). 

 Os benefícios referentes ao consumo dessa bebida fermentada estão 

diretamente relacionados aos microrganismos presentes nos grãos de kefir e 

aos metabólitos produzidos durante o processo fermentativo. Com isso, a 

ingestão regular de kefir pode beneficiar o consumidor por meio de efeitos 

antioxidantes, antialérgicos, antitumorais, anti-inflamatórios, anti-hipertensivos, 

além de auxiliar na redução dos níveis de colesterol e apresentar atividade 

antimicrobiana (Nejati et al., 2020). 

As características do kefir são resultantes da simbiose de mais de 50 

espécies de bactérias ácido-láticas, leveduras e bactérias acéticas. A maior 

proporção presente nos grãos pertence às bactérias ácido-láticas 

correspondendo à 108-109 UFC/g, seguidas por leveduras (107-108 UFC/g) e 

bactérias acéticas (105-106 UFC/g), que utilizam seus bioprodutos como fonte 

de energia e fatores de crescimento microbiano (Kim et al., 2019; Bengoa et al., 

2018)
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*Nova classificação taxonômica (Zheng et al., 2020) 

 Dentre esses microrganismos estão os gêneros bacterianos 

Lactobacillus*, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus, e os gêneros de 

leveduras Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces e Komagataella pastoris 

(Plessas et al., 2016). Contudo, fatores como a origem dos grãos, os métodos 

de processamento e as condições de armazenamento podem influenciar na 

microbiota complexa dos grãos de kefir (Wang et al., 2021). 

A produção tradicional de kefir é realizada em temperatura ambiente (~ 

25°C) a partir da inoculação dos grãos em leite pasteurizado integral, 

semidesnatado ou desnatado durante 24 h (Cassanego et al., 2017). Ao final 

da fermentação, os grãos de kefir são coados e podem ser reutilizados para 

uma nova fermentação, conforme demonstrado na Figura 1. Já o leite 

fermentado, deve ser mantido sob refrigeração e consumido em até 5 dias 

(Schawn et al., 2015). 

Figura 1 – Fluxograma da produção de kefir 

 

Fonte:  O autor, 2023 

3.2 Bactérias ácido-láticas (BAL) 

As BAL fazem parte de um grupo heterogêneo de microrganismos 

Gram-positivos, catalase negativa e geralmente reconhecidos como seguros 

(GRAS - Generally Recognized As Safe), devido à sua ampla e segura 

aplicação em alimentos. Diferentes gêneros como Streptococcus, Lactococcus,
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Lactobacillus e Leuconostoc fazem parte deste grupo. Porém, recentemente, 

novos gêneros foram incluídos, onde o gênero Lactobacillus recebeu nova 

classificação taxonômica, sendo 261 espécies avaliadas e subdivididas em 25 

gêneros, dos quais 23 são gêneros novos (ex. Lacticaseibacillus, 

Latilactobacillus, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus e 

Furfurilactobacillus) e apenas 38 espécies permaneceram classificadas dentro 

do gênero Lactobacillus (Zheng et al., 2020).  

Espécies de BAL são comumente encontradas em alimentos lácteos 

fermentados, entretanto podem estar presentes em outros alimentos (matéria-

prima in natura, produtos artesanais) e em diversos ambientes, fazendo parte 

da microbiota de humanos, animais, plantas e solo (Rodríguez et al., 2019; 

Duar et al., 2017). Estudos como os de Xia et al. (2021) obtiveram 61 isolados 

de BAL de dez geleias de rosas fermentadas e, a partir desses isolados, testes 

probióticos in vitro foram realizados comprovando o potencial probiótico. Da 

mesma forma, Topçu; Kaya; Kaban (2020) estudaram as propriedades 

probióticas de 80 isolados de BAL procedentes de bacon. Plessas et al. (2020) 

realizaram o isolamento de dez novos isolados de BAL, provenientes de grãos 

de kefir e avaliaram seu potencial probiótico.  

Em outro estudo, Habib et al. (2022) prospectaram BAL de diferentes 

fontes e comprovaram a capacidade de sintetizar EPS por todas as cepas 

probióticas isoladas. Assim como You et al. (2020), que isolaram três cepas 

probióticas de grãos de kefir tibetano capazes de produzir EPS utilizando leite 

pasteurizado como meio de cultivo.  

As BAL podem ser aplicadas em alimentos, em consequência do 

potencial probiótico, como os principais gêneros Lactobacillus, 

Lacticaseibacillus e, como culturas iniciadoras em processos fermentativos 

(Lactobacillus, Streptococcus) (Bintsis, 2018). 

O potencial probiótico das BAL se deve aos benefícios que esses 

microrganismos podem gerar à saúde do hospedeiro, quando administrados 

em quantidades adequadas (FAO/OMS, 2002; Hill et al., 2014). Os probióticos 

presentes nos alimentos oferecem ao consumidor vantagens como regulação 
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da resposta imune, manutenção de uma microbiota intestinal saudável e 

menores níveis de colesterol (Villalobos et al., 2020).  

 Durante o processo fermentativo, ou as BAL podem produzir apenas 

ácido láctico como principal produto gerado, classificando-as como 

homofermentativas, ou podem produzir, além de ácido láctico, ácido acético, 

etanol e CO2, caracterizando-as como heterofermentativas (Giraffa; Chanishvili; 

Widyastuti, 2010). Produzem também metabólitos bioativos que apresentam 

efeitos promotores de saúde (Harutoshi, 2013). Dentre esses estão enzimas, 

vitaminas (Folato), peptídeos bioativos, ácido gama-aminobutírico, ácido 

linoleico conjugado, bacteriocinas e exopolissacarídeos (EPS) (Linares et al., 

2017).  

As BAL capazes de produzir EPS são de grande interesse para a 

indústria de laticínios, visto que características como textura e viscosidade dos 

alimentos fermentados podem ser melhoradas na presença destes compostos. 

Da mesma forma, os EPS contribuem nas propriedades sensoriais do alimento 

devido à sua capacidade de inibir a sinérese, problema que compromete a 

qualidade dos lácteos fermentados (Feldmane; Semjonovs; Ciprovica, 2013).  

Outro ponto importante é que, quando consumidos, os alimentos 

contendo EPS favorecem o desenvolvimento de microrganismos benéficos à 

saúde intestinal e a produção de compostos bioativos (Salazar et al., 2011; 

Hamet et al., 2016).  

De acordo com Patel; Majumder; Goyal (2012), as BAL produtoras de 

EPS são frequentemente utilizadas para a produção de iogurte, queijo, leite 

acidificado e sobremesas à base de leite. Entretanto, ainda se torna necessária 

a busca por novas fontes de polissacarídeos microbianos, visto que o 

rendimento e produção deste metabólito depende do microrganismo e das 

condições de cultivo utilizadas (Williams; Wimpenny, 1977). Dentre os EPS 

microbianos, aqueles produzidos por BAL têm se destacado devido à sua 

variabilidade estrutural e gama de aplicações (Silva, 2022).  

 



 

 

   17 

 

3.3 Exopolissacarídeos produzidos por BAL  

Os EPS produzidos por BAL são biopolímeros lineares de cadeia longa, 

possuem um alto peso molecular e apresentam cadeias laterais, formadas por 

ligações α- e β-glicosídicas. São responsáveis por proteger as células 

bacterianas contra condições desfavoráveis do meio, como variações de 

temperatura e pH; fatores biológicos e, além disso, auxiliam na colonização do 

meio devido à sua capacidade de adesão nas células e formação de biofilmes 

(Berthold-Pluta et al., 2019). 

 Cerca de 165 espécies de Lactobacillus foram reconhecidas como 

produtoras de EPS, incluindo L. plantarum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. 

casei, L. brevis, L. curvatus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. acidophilus e L. 

johnsonii (Badel; Bernardi; Michaud, 2011). Resultados obtidos para outros 

gêneros demonstraram a capacidade de produção e aumento da produtividade 

de EPS por otimização dos parâmetros de cultivo. (Vosough et al., 2022) 

avaliaram a capacidade produtora de EPS a partir de algumas cepas de 

Enterococcus, além de maximizar a síntese destes compostos. Da mesma 

forma, Buksa; Kowalczyk; Boreczek (2021) obtiveram a produção de EPS, sob 

condições padronizadas, através de quatro cepas de Weissella confusa/cibaria, 

obtendo o maior rendimento (47,1%), utilizando a linhagem 3MI3.  

 EPS podem ser excretados pelas células bacterianas para o meio 

extracelular ou podem ficar ligados à superfície celular, formando uma cápsula 

(Patel; Majumder; Goyal, 2012). A biossíntese de EPS pode ser controlada 

através da regulação da expressão gênica das enzimas e proteínas 

supracitadas envolvidas no processo como glucansucrase, levansucrase e 

glicosiltransferase (Ciszek-Lenda, 2011; Dertli et al., 2016).  

 Levando em consideração sua composição química, os EPS podem ser 

classificados em dois grupos: homopolissacarídeos (HoPS), constituídos por 

um único tipo de subunidade de açúcar com iguais ou diferentes ligações, e 

heteropolissacarídeos (HePS), formados por unidades repetidas de dois ou 

mais tipos de resíduos de monossacarídeos (Angelin; Kavitha, 2020; Rajoka et 

al., 2020). 
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 Os HoPS são sintetizados a partir da sacarose através da ação da 

enzima glicansucrase. Devido à presença de glicose, frutose ou galactose em 

sua cadeia, os HoPS são conhecidos como glucanos, frutanos ou 

poligalactanos (Monsan et al., 2001; Badel; Bernardi; Michaud, 2011). Já os 

HePs possuem estruturas mais complexas formadas geralmente por glicose, 

galactose e ramnose. Sua síntese ocorre através da polimerização de 

precursores de nucleotídeo de açúcar, como o UDP-glicose e UDP-galactose, 

podendo apresentar também grupos fosfato e acetil em sua cadeia (Vuyst; 

Degeest, 1999; Welman; Maddox, 2003).  

 Cepas de Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus e Enterococcus são 

comumente produtoras de HePS e podem ser isoladas de produtos lácteos 

fermentados, do trato gastrointestinal humano e fezes. Dentre as BAL 

produtoras de HoPS, podemos citar as cepas de Lactobacillus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Streptococcus e Weissella, encontradas no trato gastrointestinal 

animal, vegetais e bebidas fermentadas (Xu et al., 2019). 

3.3.1 Condições de cultivo 

   Condições ambientais adversas, fatores como fonte de carbono e 

nitrogênio; condições de cultivo, incluindo pH, temperatura e oxigênio; além de 

tempo de incubação e concentração de inóculo, podem afetar o rendimento e 

produção de EPS (Werning et al., 2022). Segundo Nguyen et al. (2020), 

quando expostas às condições extremas, as BAL sofrem alterações em seu 

metabolismo, levando ao aumento da síntese de EPS, como um mecanismo de 

defesa. 

 Considerando uma aplicação tecnológica para esse metabólito, é 

imprescindível que a produção seja eficiente, não somente para aumentar o 

rendimento, mas também para garantir sua funcionalidade. Para isso, o 

estresse ambiental pode ser utilizado como estratégia para otimização da 

produção de EPS (Werning et al., 2022). Vosough et al. (2022) otimizaram a 

produção de EPS através da variação dos valores de pH e temperatura 

utilizando isolados de Enterococcus e obtiveram produção máxima de 3,15 g/L 

com suplementação de sacarose como fonte de carbono. Da mesma forma, 
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Jiang et al. (2022) avaliaram tempo de fermentação, pH inicial e concentração 

de inóculo para otimização de EPS por Lactiplantibacillus pentosus B8, obtendo 

uma produção de 1,4 g/L.  

 Visto que esses metabólitos são produzidos pelas BAL para facilitar sua 

adaptação no meio, a manipulação das condições de cultivo pode ser utilizada 

para obtenção de uma maior concentração de EPS, permitindo otimizar a 

produção de EPS, aumentando seu rendimento e possibilitando sua aplicação, 

na indústria de alimentos (Thanh et al., 2014).  

3.3.2 Propriedades fisiológicas de EPS 

A aplicação de BALS produtoras de EPS em alimentos além de melhorar 

as características reológicas e sensoriais, oferecem benefícios à saúde do 

consumidor através da atividade imunomoduladora, antioxidante, antitumoral, 

propriedade antibacteriana e capacidade de redução dos níveis de colesterol 

sanguíneo (Ryan et al., 2015; Yildiz; Karatas, 2018).  

As funções fisiológicas, bem como as propriedades tecnológicas destes 

compostos, dependem de características estruturais como peso molecular, 

composição dos monossacarídeos, padrão de ligação do açúcar, grupo 

funcional e substituintes não carboidratos (Xu et al., 2018). A partir disso, 

diversos estudos vêm sendo realizados a fim de investigar os efeitos benéficos 

que o consumo de alimentos contendo EPS podem trazer. 

Na literatura, há relatos de que a colonização de cepas probióticas no 

trato gastrointestinal é facilitada pela produção de EPS, visto que a camada de 

EPS formada permite uma maior tolerância às condições adversas como pH 

ácido, presença de sais biliares e enzimas digestivas, além da adesão deste 

metabólito às células epiteliais intestinais (Caggianiello; Kleerebezem; Spano, 

2016; Darilmaz, 2013; London et al., 2014). 

Já em estudos que analisaram as propriedades antioxidantes de EPS, 

como Almalki (2020), foi observado uma atividade antioxidante superior a 60%, 

comparado ao padrão, ao avaliar EPS produzido por Lactobacillus lactis isolado 

de leite fermentado. A atividade antioxidante dos EPS se deve à sua 
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capacidade de estimular o aumento dos níveis de enzimas antioxidantes como 

a catalase e a superóxido dismutase (Lynch et al., 2018; Pan; Mei, 2010). 

Os EPS microbianos também podem ter efeitos antitumorais como foi 

demonstrado no estudo realizado por Sheng et al. (2022), onde EPS 

produzidos por Lactobacillus pantheris TCP102 inibiram a proliferação de 

células de câncer de cólon humano, câncer de ovário e câncer gástrico. A 

atividade antitumoral dos três EPS testados variou de moderada a forte, 

apresentando taxa de inibição de até 71,55% contra células A-2780 (câncer de 

ovário), durante 72h de tratamento. A diferença de inibição constatada pode 

estar relacionada à composição de monossacarídeos, peso molecular e tipos 

de ligação glicosídica do EPS.  

De acordo com Saadat et al. (2019), os exopolissacarídeos tem a 

capacidade de estimular o sistema imunológico através de, principalmente, 

linfócitos T, linfócitos B, macrófagos e indução da liberação de interleucina por 

células NK, promovendo um efeito antitumoral. Podem apresentar também 

efeitos apoptóticos e antiangiogênicos devido sua influência na expressão de c-

Myc, c-Fos e fator de crescimento endotelial vascular, atuando, desta forma, 

como adjuvante anticarcinogênico.  

Já o efeito hipocolesterolêmico foi avaliado por Gawande et al. (2021), 

que utilizaram cepas de BAL produtoras de EPS, e obtiveram uma diminuição 

de até 85% do colesterol. Este resultado pode ser atribuído ao EPS produzido, 

visto que, em condições gastrointestinais, o mesmo apresentou melhor 

desempenho do que as próprias BAL. Podendo assim, ser considerado um 

promissor agente hipocolesterolêmico para aplicação em alimentos. 

3.4 Aplicação de BAL e EPS na indústria de alimentos 

 Na indústria de alimentos, os EPS produzidos por BAL são compostos 

de interesse, pois além dos efeitos benéficos à saúde, podem ser utilizados 

como viscosificantes, estabilizantes, agentes emulsificantes ou gelificantes. A 

sua aplicação visa alterar e melhorar características sensoriais dos alimentos, 

como aparência, textura e propriedades reológicas (viscosidade, cremosidade) 
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(Caggianiello; Kleerebezem; Spano, 2016; Prabhakar; Das; Sen, 2009; Patel et 

al., 2010; Polak-Berecka et al., 2013). 

 A viscosidade conferida aos produtos lácteos através da adição de BAL 

produtoras de EPS é resultado da capacidade do EPS de se ligar à água e 

interagir com as proteínas do leite, característica importante ao paladar do 

consumidor, que espera uma textura homogênea. Além disso, dependendo da 

concentração, a viscosidade do fermentado pode aumentar devido à formação 

de uma rede polimérica ocasionada pelo complexo EPS-EPS ou EPS-proteínas 

(Lynch et al., 2018).  

 Quando adicionados em produtos à base de cereais, como pães, os 

EPS melhoram a qualidade do alimento, aumentando a maciez do miolo, o 

volume da massa e também a vida útil do produto. Isso acontece em virtude da 

sua capacidade de se ligar à água e interagir com componentes do glúten ou 

amido (Lacaze; Wick; Cappelle, 2007; Xu et al., 2020).   

 A produção de EPS in situ por BAL durante a fermentação traz 

benefícios à indústria de alimentos, pois reduz a sinérese, aumenta a firmeza, 

além de melhorar propriedades emulsionantes e espessantes, podendo 

dispensar a adição de outros polissacarídeos no alimento. Entretanto, estes 

compostos também podem ser purificados e utilizados como bioingrediente, 

permitindo a aplicação de uma concentração conhecida, mantendo o processo 

de produção do alimento mais controlado (Lynch et al., 2018). 

Dentre os polissacarídeos, o kefiran, representado na Figura 2, é um 

importante metabólito que pode ser utilizado como aditivo alimentar e agente 

gelificante, devido à sua capacidade de formar géis em baixas temperaturas 

(Rimada; Abraham, 2006; Zavala et al., 2015). Ainda pode ser utilizado para 

produção de filmes comestíveis, visto que embalagens adequadas podem ser 

fabricadas por meio destes filmes, possibilitando uma melhoria na qualidade e 

propriedades físico-químicas dos alimentos, aumento da vida útil e efeitos 

promotores de saúde (Piermaria et al., 2009, 2011; Zolfi et al., 2015). 

O kefiran é um EPS ramificado, solúvel em água, formado por unidades 

iguais de glicose e galactose, encontrado nos grãos de kefir. Possui massa 

molecular variando de 55 a 10.000 kDa dependendo das condições de 
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purificação e isolamento (Kooiman, 1968; Júnior; Vieira; Anjos, 2020). Bactérias 

ácido-láticas do gênero Lactobacillus, como Lactobacillus kefiranofaciens, 

Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus parakefir, Lactobacillus kefir e 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, são responsáveis pela produção 

deste metabólito que pode ser altamente variável (Micheli et al., 1999). 

Cheirsilp et al. (2018) produziram 0,48 g/L de kefiran utilizando Lactobacillus 

kefiranofaciens em condições ideais de fonte de carbono e nitrogênio. 

Figura 2 - Representação da estrutura química do kefiran 

 

Fonte: Micheli et al. (1999) 

Além dos citados, diferentes tipos de EPS podem ser produzidos pelo 

gênero Leuconostoc. A bioatividade e propriedades tecnológicas destes 

compostos estão diretamente relacionadas à cepa e à estrutura química 

(Zikmanis et al., 2020). Leuconostoc mesenteroides é considerada uma 

importante espécie produtora de EPS para a indústria de alimentos devido à 

sua aplicação em produtos fermentados, como vinhos (König; Unden; Fröhlich, 

2009). 
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4. Material e Métodos  

4.1. Material 

 Cinco amostras de kefir foram mantidas com a adição de leite UHT 

integral nos grãos de kefir e fermentação à temperatura ambiente (± 25 °C), por 

48 h. A bebida fermentada juntamente com os grãos foram armazenados após 

a fermentação, em refrigeração (± 5 °C) por sete dias e assim sucessivamente, 

até o início dos experimentos. As amostras foram doadas por consumidores 

das cidades de Rio Grande, Pelotas, São Lourenço do Sul e Pinheiro Machado, 

que produzem esse leite fermentado artesanalmente. O pH das amostras 

variou entre 3,5 a 4,1. 

4.2. Métodos 

4.2.1 Isolamento e caracterização de bactérias ácido-láticas (BAL) 

O isolamento de BAL foi realizado a partir dos grãos de kefir e do leite 

fermentado das amostras de kefir, conforme metodologia de Vitola et al. (2018), 

com adição de azida sódica (HiMedia®, Brasil), com o objetivo de inibir a 

multiplicação de leveduras. A metodologia consistiu em homogeneizar 25 g 

e/ou 25 mL de cada amostra de kefir em 225 mL de água peptonada 0,1% 

(HiMedia®, Brasil) em stomacher durante 10 min. Posteriormente, uma alíquota 

de 1 mL de cada amostra foi adicionada em 9 mL de água peptonada 0,1%, 

para a realização de diluições decimais seriadas até a diluição 10-4. Então, foi 

inoculado 0,1 mL de cada diluição em placas contendo ágar seletivo MRS (De 

Man, Rogosa e Sharpe) (Kasvi®, Brasil) e M17 (Himedia®, Brasil), adicionados 

de 0,02% de azida sódica (HiMedia®, Brasil) e espalhado com o auxílio de uma 

alça de Drigalski. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, por um 

período de 72 h a 37 °C. 

 Após a etapa de incubação, foram selecionadas pelo menos 10 colônias 

de cada amostra de kefir, inoculadas em caldo MRS (Kasvi®, Brasil) com 

incubação de 24 h, que, posteriormente, passaram pelo processo de 

purificação utilizando ágar MRS e na sequência, foram submetidas aos testes 

de coloração de Gram. O teste de coloração de Gram (Laborclin®, Brasil) 

consistiu em corar um esfregaço bacteriano (obtido das colônias crescidas em 
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ágar), previamente fixado pelo calor em lâmina de vidro, com cristal violeta 

durante 1 min, seguido de lavagem com água corrente, adição de lugol por 1 

min, lavagem com água corrente e exposição à solução descorante por 20 s. 

Posteriormente, o esfregaço foi corado com fucsina pelo período de 1 min, 

lavado com água corrente e seco levemente, a fim de retirar o excesso de 

umidade. Por fim, uma gota de óleo de imersão foi inserida sobre o esfregaço e 

a leitura dos resultados realizada em microscópio óptico (aumento de 400X e 

1000X) (Holt, 1994). 

4.2.2 Avaliação dos parâmetros de segurança microbiológica  

4.2.2.1 Produção da enzima catalase 

O método para avaliação da presença da enzima catalase nos isolados 

compreendeu em adicionar 2 gotas de H2O2 3% (v/v) (Dinâmica®, Brasil) em 

lâmina de vidro, seguido da adição de uma alçada do isolado. O resultado foi 

observado através da produção e liberação de O2, caracterizado pela formação 

de bolhas, no momento em que as células dos isolados entraram em contato 

com o reagente. Com isso, interpretou-se como catalase positiva a liberação de 

O2 e, consequentemente, efervescência, e como catalase negativa a ausência 

de reação, não ocorrendo efervescência (Forsythe, 2013). 

4.2.2.2 Atividade da enzima DNAse 

Os isolados, previamente ativados em caldo MRS por 24 h a 37 °C, 

foram inoculados em placas contendo ágar DNAse (Acumedia®, Brasil), para 

determinação da produção da enzima DNAse. As placas foram incubadas a 37 

°C por 24 h, e a leitura dos resultados foi realizada após a adição de solução 

de ácido clorídrico 1N (Dinâmica®, Brasil). O resultado positivo para produção 

da enzima foi comprovado através do aparecimento de zonas transparentes ao 

redor da colônia dos isolados. As bactérias S. aureus ATCC 25923 e L. sakei 

subsp. sakei ATCC 15521 foram utilizadas como controle positivo e negativo, 

respectivamente (Kateete et al., 2010). 

4.2.2.3 Atividade Hemolítica 

A presença de hemolisinas foi determinada a partir da ativação de 

bactérias ácido-láticas em caldo MRS (Kasvi®, Brasil) por 24 h a 37 °C e 
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posterior transferência dos isolados para ágar Tripticase Soy (TSA) (Kasvi®, 

Brasil) suplementado, previamente, com 7% de sangue de equino desfibrinado. 

Como controle positivo foi utilizado L. monocytogenes ATCC 7644. Após o 

período de 24 h de incubação a 37 °C, a reação hemolítica foi avaliada 

observando a lise parcial dos glóbulos vermelhos (α-hemólise) através do 

aparecimento de zonas verdes ao redor da colônia dos isolados, e a lise total 

(β-hemólise) através do aparecimento de zonas transparentes (Eaton; Gasson, 

2001). 

4.2.2.4 Atividade da enzima gelatinase 

 A atividade da enzima gelatinase foi determinada por meio da inoculação 

dos isolados, previamente ativados em caldo MRS (Kasvi®, Brasil) por 24 h a 

37 °C, em tubos com meio de cultura preparado com 10 g/L de extrato de 

levedura (Kasvi®, Brasil), 15 g/L de triptona (Kasvi®, Brasil) e 120 g/L de 

gelatina (Dr.Oetker, Brasil). Após, os tubos foram incubados a 30 °C por 7 dias 

e, ao final deste período, os mesmos foram mantidos sob refrigeração a 8 °C 

por 30 min, o resultado foi observado a partir do estado físico do meio de 

cultivo. 

O resultado positivo para a atividade da enzima foi indicado pela 

transformação do meio do estado sólido para o estado líquido, e o resultado 

negativo foi caracterizado pela permanência do meio em estado sólido. Como 

controle positivo e negativo foi utilizado S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 

8739, respectivamente (Pereira et al., 2009). 

4.2.2.5 Susceptibilidade a antimicrobianos de uso clínico 

 A susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi avaliada pelo 

método de difusão em ágar, utilizando o meio de cultivo Mueller-Hinton 

(Kasvi®, Brasil) (CLSI, 2020). Os antimicrobianos (Laborclin®, Brasil) testados 

foram: ampicilina (10 µg), ciprofloxacina (5 µg), clorafenicol (30 µg), eritromicina 

(15 µg), gentamicina (10 µg), penicilina G (10 µg), vancomicina (30 µg) e 

tetraciclina (30 µg).  

Os resultados foram avaliados através das medidas dos diâmetros das 

zonas de inibição, sendo considerados isolados resistentes (≤ 15 mm), com 
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sensibilidade intermediária (16-20 mm) ou sensíveis (≥ 21 mm), de acordo com 

Viková et al. (2006). 

4.2.3 Avaliação de propriedades tecnológicas 

4.2.3.1 Avaliação da produção de exopolissacarídeos (EPS) 

A capacidade de produção de EPS pelos isolados foi verificada através 

do ágar CRA (Congo Red Agar), preparado com caldo BHI (Brain Heart 

Infusion) (Acumedia®, Brasil) 37 g/L, sacarose (Dinâmica®, Brasil) 50 g/L, 

ágar-ágar (Merck®, Brasil) 10 g/L e indicador vermelho congo (Vetec®, Brasil) 

8 g/L. Para isso, os isolados foram inoculados em placas contendo meio CRA e 

incubados a 37 °C por 24 h em jarras de anaerobiose. Como controle positivo e 

negativo foram utilizados S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 

12228, respectivamente. Para a leitura dos resultados, as colônias negras com 

uma consistência seca e cristalina foram consideradas produtoras de EPS 

(Freeman; Falkiner; Keane, 1989). Somente os isolados que apresentaram 

resultado positivo nesta avaliação, seguiram para as próximas análises. 

4.2.3.2 Fermentação de carboidratos 

 O teste foi realizado seguindo a metodologia descrita por Lima et al. 

(2009). Os testes de fermentação de carboidratos foram preparados utilizando 

meio de cultura base, preparado com 10 g/L de água peptonada (HiMedia®, 

Brasil), 1 g/L de extrato de carne (Kasvi®, Brasil), 5 g/L de NaCl (Dinâmica®, 

Brasil), 15 g/L de ágar-ágar (Merck®, Brasil) e 0,02 g/L do indicador de pH 

púrpura de bromocresol (Vetec®, Brasil), com adição do carboidrato testado 

(Dinâmica®, Brasil) (glicose, lactose, sacarose, galactose, maltose, manose e 

frutose) em uma concentração de 10%. Após incubação a 37 ºC durante 24 h-

48 h, a leitura do resultado foi verificada pela mudança de coloração para 

amarelo, indicando resultado positivo, ou coloração vermelho-rosada, indicando 

resultado negativo. 

A partir da fermentação de carboidratos, os isolados foram avaliados 

quanto ao seu perfil homofermentativo ou heterofermentativo. Para isso, os 

isolados foram inoculados em tubos contendo meio MRS (Kasvi®, Brasil) 

suplementado com 3% de glicose (Dinâmica®, Brasil), acrescidos de tubo de 

Durham. Após incubação a 37 °C por 24h – 48 h, os isolados que se 
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multiplicaram, turvando o caldo, e não produziram gás foram caracterizados 

como homofermentativos, e os isolados que, além de turvar o caldo tiveram a 

capacidade de produzir gás, formando bolhas dentro do tubo de Durham, foram 

considerados heterofermentativos. 

4.2.4 Análises moleculares 

 A extração do DNA genômico foi realizada conforme a metodologia 

proposta por Green et al. (2012). O protocolo é realizado utilizando pérolas de 

vidro, 1 mL de cultivo recente, além dos reagentes STES, fenol clorofórmio 

(Synth®, Brasil), etanol absoluto (Synth®, Brasil) e cloreto de sódio 5M 

(Synth®, Brasil). O pellet formado após a extração foi lavado com 125 µL de 

álcool 70% e incubado a 37 °C com eppendorf invertido para secagem. O 

armazenamento foi realizado em freezer (-20 °C) após eluição do pellet em 35 

µL de água ultra pura e adição de 1 µL de RNAse (Invitrogen®, Brasil). 

4.2.4.1 Identificação de gênero e espécie 

As amostras de DNA dos isolados selecionados foram enviadas à 

empresa ACTgene análises moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul, 

Brasil) para identificação genotípica por meio do sequenciamento do gene 16S 

do rDNA. 

O programa Contig Express (Vector NTI, Invitrogen) foi usado para 

analisar o fragmento sequenciado e a ferramenta BLAST, do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI), foi utilizada para comparar a similaridade 

do resultado com sequências depositadas no GenBank (NCBI BLAST). 

4.2.4.2 Identificação do gene que codifica EPS 

 A identificação do gene que codifica EPS foi realizada através da 

amplificação de um fragmento de 189 pb do gene priming glicosiltransferase 

(priming-GT) utilizando primers (Gbt oligos®, Brasil) degenerados (Forward: 5' -

TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC-3', Reverse: 5' -

AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA-3') (Provencher et al., 2003). 

 Para isso, os componentes para PCR foram 12,5 μL green master mix 

(Cellco®, Brasil), 2 μL de cada primer, 8,5 μL de água livre de nucleasse e 2 μL 

de DNA bacteriano (≈20 ng/μL), conforme instrução do fabricante do mix 

utilizado. O processo consiste nas etapas de incubação inicial (94 °C/9 min); 5 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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ciclos de: desnaturação inicial (94 °C/30 s), anelamento (62 °C/30 s) e 

extensão (72 °C/30 s); e 35 ciclos de: desnaturação (94 °C/30 s), anelamento 

(52 °C/30 s), extensão (72 °C/30 s) e extensão final (72 °C/10 min). Após o 

procedimento, os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em 

gel de agarose (Vosough et al. 2022). Streptococcus thermophilus e água 

foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. 

4.2.5 Produção, obtenção e quantificação de EPS em meio de cultura 

 A verificação da produção de EPS foi realizada para os isolados que 

além de apresentarem o gene de produção de EPS, também apresentaram 

resultado positivo no teste tecnológico citado no item 4.2.3. Para isso, foi 

utilizada a metodologia proposta por Dabour et al. (2005) com modificações 

propostas por Ali et al. (2020) e Lima et al. (2008) em relação ao tempo de 

exposição ao etanol e à concentração de ácido tricloroacético utilizada. Os 

isolados foram cultivados em 500 mL de caldo MRS (Kasvi®, Brasil) e mantidos 

a 37 °C por 72 h, sob condições anaeróbicas. A obtenção do EPS produzido foi 

realizada após o período de incubação. Com esse propósito, o frasco foi 

colocado em banho-maria a 100 °C por 30 min para inativar as enzimas 

endógenas e dispersar o EPS ligado às células. Posteriormente, a amostra foi 

centrifugada a 5.000 g por 20 min a 4 °C, para separar as células microbianas 

bem como as proteínas solidificadas. 

 Foi adicionado ácido tricloroacético (Dinâmica®, Brasil) 80% (v/v) na 

amostra livre de células, em uma proporção 1:6 (v/v), para precipitação de 

proteínas, que foram retiradas através de centrifugação a 7.197 g por 35 min a 

20 °C. O EPS suspenso no sobrenadante foi precipitado pela adição de dois 

volumes de etanol (Dinâmica®, Brasil) por volume de sobrenadante. E o 

conteúdo de EPS do sobrenadante, foi coletado via centrifugação a 7.197 g por 

35 min a 4 °C e dissolvido em água destilada estéril. 

 Para realizar a quantificação de EPS, o método fenol-ácido sulfúrico 

modificado com glicose como padrão foi utilizado para a determinação do teor 

de açúcares totais das amostras. O método consiste em misturar 1 mL da 

amostra com 0,5 mL de solução aquosa de fenol (Dinâmica®, Brasil) a 5% (5 
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g/100 mL de água destilada). Seguido de adição de 2,5 mL de ácido sulfúrico 

(Dinâmica®, Brasil) (VI) a 95% (v/v), incubação a 20 ± 2 °C por 10 min e, 

agitação por 30 s. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 20 min em 

banho-maria a 25 °C. A leitura da absorbância foi realizada no comprimento de 

onda λ=490 nm. Água destilada foi utilizada como controle de reação (Dubois 

et al., 1956). 

 Dentre os isolados que apresentaram maior produção de EPS, somente 

um foi selecionado para a etapa de avaliação dos efeitos das condições de 

cultivo para produção de EPS.  

4.2.6 Avaliação dos efeitos da concentração de inóculo, temperatura e pH na 

produção de EPS 

 Realizada a partir da alteração das condições de cultivo do isolado em 

meio MRS (Kasvi®, Brasil) durante 24 h de fermentação. Os parâmetros 

utilizados foram a variação da concentração do inóculo adicionado ao meio 

(2,5%, 3% e 3,5%); temperatura (32 °C, 36 °C e 40 °C) e pH (5,0, 6,0 e 7,0) (Li 

et al., 2014; Vosough et al., 2022). Os efeitos principais e de interação foram 

avaliados utilizando o Planejamento Completo do tipo 23 de acordo com a 

Tabela 1 e 2. 

Tabela 1 - Variáveis e níveis decodificados dos experimentos do Delineamento 
Fatorial Completo para avaliação da produção de exopolissacarídeos 

Variáveis decodificadas 
Níveis decodificados 

-1 0 +1 

X1, concentração de 

inóculo (%) 
2,5 3,0 3,5 

X2, temperatura (°C) 32 36 40 

X3, pH 5,0 6,0 7,0 
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Tabela 2 - Variáveis e níveis codificados dos experimentos do Delineamento 
Fatorial Completo para avaliação da produção de exopolissacarídeos   

Ensaios 
Níveis e variáveis codificados 

X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 

2 +1 -1 -1 

3 -1 +1 -1 

4 +1 +1 -1 

5 -1 -1 +1 

6 +1 -1 +1 

7 -1 +1 +1 

8 +1 +1 +1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

  

 Para obtenção e quantificação do EPS produzido nesta etapa, as 

amostras passaram pelo mesmo processo descrito no item 4.2.5.  

4.2.7 Otimização da produção de EPS a partir da variação de pH e temperatura  

 Realizada a partir da alteração das condições de cultivo do isolado em 

meio MRS (Kasvi®, Brasil) durante 24 h de fermentação. Com base nos 

resultados obtidos no item 4.2.6, a concentração de inóculo foi fixada em 3% e 

os parâmetros utilizados foram a variação da temperatura (30 °C, 36 °C e 42 

°C) e pH (4,0, 5,0 e 6,0). Os efeitos principais e de interação foram avaliados 

utilizando o planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional 

(RCCD), com região quadrada (22), região estrela (pontos axiais - α) e ponto 

central (PC). Os níveis codificados utilizados foram: -1 e 1 na região 22, -1,41 e 

1,41 na região estrela, e 0 no PC. Foram utilizados quatro α e três repetições 

autênticas no PC, totalizando 11 experimentos (Tabelas 3 e 4). O número de 

experimentos (N) e α foram estimados utilizando o número de variáveis 

estudadas (k) e o número de repetições no PC, conforme as seguintes 

expressões matemáticas:  

N= +2* +PC                                                                                                    (1) 
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α =                                                                                                               (2) 

 Após o desenvolvimento do RCCD, em ordem aleatória, a produção de 

EPS foi avaliada, conforme apresentado no item 4.2.5. O Planejamento 

Experimental bem como a resposta foram avaliados no software Design Expert 

(versão 6.0.4) para obter um modelo preditivo univariado, sendo esse modelo 

avaliado quanto à significância da regressão e falta de ajuste por Análise de 

Variância (ANOVA) com 95% de confiança, e a precisão do modelo foi avaliada 

por coeficiente de determinação (R2) e coeficiente de determinação ajustado 

(R2
ajustado). O modelo preditivo foi estimado, conforme a seguinte expressão 

matemática: 

y =  +                                        (3) 

Onde y é a resposta ou variável dependente,  e  correspondem a 

variável independente, , ,  e  são os parâmetros do modelo de 

regressão, ou coeficientes, e  o erro determinado. 

O software Statistica (versão 7.0) foi utilizado para plotar a relação linear 

entre os valores previstos pelo modelo preditivo e os valores observados, além 

da superfície de resposta e curvas de contorno. Após a identificação da 

condição experimental, prevista pelo modelo preditivo como região ótima de 

trabalho para obtenção de máxima produção de EPS, foi realizado a validação 

experimental com três repetições autênticas. O resultado da validação e o 

previsto pelo modelo, foram avaliados em teste t de Student com 95% de 

confiança. 

Tabela 3 - Variáveis e níveis decodificados dos experimentos do planejamento 
Fatorial do tipo Composto Central Rotacional para avaliação da produção de 
exopolissacarídeos 

Variáveis decodificadas 
Níveis decodificados 

-1 0 +1 

X1, temperatura (°C) 30 36 42 

X2, pH 4,0 5,0 6,0 
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Tabela 4 - Variáveis e níveis codificados dos experimentos do planejamento 
Fatorial do tipo Composto Central Rotacional para avaliação da produção de 
exopolissacarídeos   

Ensaios 
Níveis e variáveis codificados 

X1 X2 

1 -1 -1 

2 -1 +1 

3 +1 -1 

4 +1 +1 

5 0 -1,41 

6 0 +1,41 

7 -1,41 0 

8 +1,41 0 

9 0 0 

10 0 0 

11 0 0 

 

Para obtenção e quantificação do EPS produzido nesta etapa, as amostras 

passaram pelo mesmo processo descrito no item 4.2.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   33 

 

5. Resultados e discussão 

5.1 Isolamento e caracterização de bactérias ácido-láticas (BAL) provenientes 

de kefir 

A partir do isolamento realizado utilizando os grãos e o leite fermentado 

de cinco amostras de kefir de diferentes cidades da região Sul (RS/Brasil), 

foram obtidos 44 isolados. Desses, 41 isolados apresentaram características 

Gram-Positivas e catalase negativa, resultado importante na caracterização de 

BAL. Apenas 2 isolados apresentaram características Gram-Negativas e um 

isolado apresentou resultado positivo para a presença da enzima catalase e 

por esse motivo, foram excluídos do screaning. 

De acordo com Xu et al. (2023), o kefir é produzido através da 

fermentação de bactérias ácido-láticas, leveduras e bactérias acéticas, que 

atuam em simbiose, formando grãos elásticos e viscosos com tamanho variável 

(0,5 a 3 cm), forma irregular e que pode apresentar coloração entre branco e 

amarelo claro. You et al. (2020) confirmaram a presença de bactérias e 

leveduras nos grãos de kefir tibetano através de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e realizaram o isolamento e caracterização de três BAL 

utilizando kefir como matriz. 

Xu et al. (2023) obtiveram 64 isolados de leveduras e 108 de BAL, 

procedentes de seis amostras de kefir chinês, e identificaram as espécies 

Lactobacillus helveticus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactococcus lactis e 

Saccharomyces cerevisiae. Já Gong (2018) isolou 22 leveduras e 51 bactérias 

ácido-láticas de 10 amostras de kefir chinês e identificou espécies de leveduras 

como Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae, e espécies de 

BAL como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus kefir e Lacticaseibacillus 

casei. 

5.2 Testes de segurança microbiológica 

Em relação aos testes de segurança empregados, dos 41 isolados 

testados, todos apresentaram resultado negativo para a presença de DNase, 

enzima capaz de degradar ácido nucleicos (Chaudhuri; Singh, 1992); 40 

isolados apresentaram resultado negativo para a presença de gelatinase, 
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enzima capaz de hidrolisar gelatina, colágeno, caseína, hemoglobina e outros 

peptídeos bioativos (Thrailkill et al., 2009); 28 isolados apresentaram perfil γ-

hemolítico, 12 isolados apresentaram perfil α-hemolítico e apenas um isolado 

apresentou perfil β-hemolítico. A hemolisina é uma enzima capaz de lisar 

eritrócitos do sangue humano, podendo provocar lise parcial das hemácias (α-

hemólise) ou lise total (β-hemólise). Quando não há a presença de hemolisinas, 

o isolado é considerado γ-hemolítico (Pradhan; Mallappa; Grover, 2020). Sendo 

assim, os isolados (2/41) que apresentaram resultado positivo para a presença 

da enzima gelatinase e perfil β-hemolítico foram excluídos do screaning. 

Entretanto, no teste de susceptibilidade à antimicrobianos de uso clínico, 

apenas 14 isolados foram considerados seguros. Os outros 25 isolados 

apresentaram resistência a um ou mais antimicrobianos testados, sendo eles 

ampicilina (10 µg), ciprofloxacina (5 µg), clorafenicol (30 µg), eritromicina (15 

µg), gentamicina (10 µg), penicilina G (10 µg), vancomicina (30 µg) e 

tetraciclina (30 µg). 

Tabela 5 - Análise da susceptibilidade à antimicrobianos de uso clínico dos 
isolados de bactérias ácido-láticas de kefir (n=14) 

Isolado VAN AMP ERI CIP TET CLO GEN PEN 

KPP1 R S S S S S S S 

KLM1 R S S S S S S S 

KLM2 R S S S S S S S 

KLM3 R S S S S S S S 

KLM4 R S S S S S S S 

KLM5 R S S S S S S S 

KLM6 S S S S I S R S 

KLM7 R S S S S S S S 

KB3 R S S S S S S S 

KG2 R S S S S S S S 

KB1 R S S S S S S S 

KB2 R S S S S S S S 

KG1 R S S S S S S S 
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KB4 R S S S S S S S 

VAN: Vancomicina; AMP: Ampicilina; ERI: Eritromicina; CIP: Ciprofloxacina; TET: Tetraciclina; 
CLO: Cloranfenicol; GEN: Gentamicina; PEN: Penicilina. 
S: Sensível; I: Intermediário; R: Resistente 
 

 Apesar das BAL serem geralmente consideradas seguras (GRAS), a 

avaliação do potencial de virulência dos microrganismos prospectados é 

indispensável para garantir a segurança microbiológica dos isolados, 

principalmente se o objetivo for a aplicação dos mesmos em produtos 

alimentícios (Ferrari et al., 2016). 

  Santos (2023) investigou a produção das enzimas DNAse, coagulase e 

hemolisina em 84 isolados de soro-fermento de queijo. Todos os isolados 

apresentaram resultado negativo para DNAse. A atividade hemolítica foi 

constatada em 40,45% dos isolados, sendo 5,95% considerados β-hemolíticos 

(lise total das hemácias) e 34,5% considerados α-hemolíticos (lise parcial das 

hemácias). Os demais 59,5% não apresentaram perfil hemolítico. Resultados 

que corroboram com os obtidos no presente estudo, visto que não foi 

observada a presença da enzima DNAse e 68,3% apresentaram perfil γ-

hemolítico, 29,3% apresentaram perfil α-hemolítico e 2,4% apresentaram perfil 

β-hemolítico. 

 A hemólise é um fator de virulência comumente encontrada em 

patógenos, entretanto a α-hemólise não é considerada um risco, pois ocorre 

através da reação do peróxido de hidrogênio, produzido pela bactéria, com a 

hemoglobina, oxidando-a em metemoglobina verde, cor característica do perfil 

α-hemolítico (Pradhan; Mallappa; Grover, 2020). 

 Lima; Carbonera; Helbig (2022) avaliaram o perfil de expressão de 

virulência fenotípica de 73 isolados de BAL provenientes de queijos artesanais 

e obtiveram resultado negativo para a presença da enzima gelatinase, o que se 

assemelha ao resultado obtido no presente estudo, pois 97,6% (40/41) 

apresentaram resultado negativo para a presença desta enzima. 

 A avaliação da resistência à antimicrobianos se faz necessária devido a 

preocupação acerca da troca de material genético entre espécies, 

especialmente quando se trata de bactérias patogênicas. No entanto, essa 

resistência pode ser intrínseca, expressa cromossomicamente e não 
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transferível, ou adquirida através de (i) mutações no genoma bacteriano; (ii) 

transferência de genes de resistência de plasmídeos ou outros elementos 

móveis. A resistência intrínseca não é preocupante, pois não é transferível para 

outros microrganismos, entretanto, a resistência adquirida é considerada um 

fator de risco pois pode ser disseminada entre bactérias, e tornar resistente, 

uma bactéria que normalmente seria susceptível a determinado antimicrobiano 

(Bernardeau et al., 2008; Pradhan; Mallappa; Grover, 2020). 

 As BAL possuem resistência intrínseca à vancomicina e à gentamicina, 

característica intransferível entre espécies. Esta resistência pode ser atribuída 

à presença de enzimas relacionadas à d-alanina-d-alanina ligase, pois 

impedem a ligação da vancomicina na extremidade citoplasmática de suas 

paredes celulares ou a ausência de transporte de elétrons pelo citocromo, que 

permite a captação do antimicrobiano (Talib et al., 2019; Tokatli et al., 2015). 

Talib et al. (2019) avaliaram 10 isolados de BAL de kefir quanto à sua 

resistência à antimicrobianos. Todos os isolados avaliados apresentaram 

resistência à vancomicina e a gentamicina e susceptibilidade à ampicilina, 

tetraciclina e penicilina. Resultado que corrobora com os resultados 

apresentados na Tabela 5. 

5.3 Testes tecnológicos 

5.3.1 Avaliação da produção de exopolissacarídeos (EPS) 

 A avaliação da produção de EPS foi realizada para os 14 isolados 

considerados seguros microbiologicamente. A produção de EPS foi observada 

em 57,1% (8/14) dos isolados testados, onde o resultado positivo foi 

considerado pelo aparecimento de colônias negras e opacas, conforme Figura 

3.   
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Figura 3 - Avaliação fenotípica da produção de exopolissacarídeos de isolado 
de bactéria ácido-lática de kefir 

 

Fonte:  O autor, 2023 

 Um estudo realizado por Vousough et al. (2022) avaliou a capacidade de 

produção de EPS de 143 isolados de BAL de kishk, produto lácteo popular na 

culinária do oriente médio, e obteve resultado positivo para 55,2% (79/143) dos 

isolados testados, o que corrobora com os resultados obtidos no presente 

estudo. Os EPS bacterianos são compostos de interesse pois, podem ser 

utilizados em produtos de alto valor como alimentos, medicamentos e 

cosméticos. Apesar dos diversos relatos de BAL produtoras de EPS, é 

importante salientar que a síntese desses metabólitos depende da cepa 

utilizada e também das condições de cultivo empregadas como composição do 

meio, pH, temperatura e tempo de incubação (Patel et al., 2012; Vosough et al. 

2022). 

5.3.2 Fermentação de carboidratos 

 O teste de fermentação de carboidratos foi realizado com os isolados 

selecionados no item 5.3.1. A Tabela 6 apresenta os resultados de cada 

isolado no teste de fermentação de carboidratos. 
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Tabela 6 - Teste de fermentação de carboidratos em isolados de bactérias 
ácido-láticas de kefir (n=8) 

Isolado MALTO GA GLI MA SA FR LA 

KPP1 + + + + + + - 

KLM1 + + + + + + + 

KLM2 - - + + + + + 

KLM3 + + + + + + + 

KLM4 + + + + + + + 

KLM5 + + + + + + + 

KLM6 + + + + + + + 

KLM7 + + + + + + + 

MALTO: Maltose; GA: Galactose; GLI: Glicose; MA: Manose; SA: Sacarose FR: Frutose; LA: 

Lactose. (+): Positivo; (-): Negativo 

 Dentre os 8 isolados testados, 6 isolados foram capazes de fermentar 

todos os carboidratos suplementados, individualmente, no meio de cultivo, 

conforme demonstrado na Figura 7A. Assim como Oleksy-Sobczak; Klewicka 

(2020), que avaliaram o perfil fermentativo de 3 isolados de BAL e obtiveram 

resultado positivo utilizando os mesmos carboidratos testados neste estudo. 

 Entretanto, o isolado KPP1 não foi capaz de utilizar, como fonte de 

carbono, a lactose suplementada no meio de cultivo. Enquanto que, o isolado 

KLM2 não foi capaz de fermentar os carboidratos maltose e galactose. Em 

relação à produção de gás, somente o isolado KPP1 não apresentou resultado 

positivo, todos os outros 7 isolados de BAL provenientes de kefir estudados, 

apresentaram resultado positivo, caracterizando-os como heterofermentativos 

(Figura 7B). 

Islam et al. (2021) avaliaram a capacidade de fermentação de 

carboidratos de 11 espécies isoladas de leite cru, e encontraram que parte das 

espécies analisadas (3 e 5) não foram capazes de fermentar a maltose e 

galactose, respectivamente. Da mesma forma, parte dos isolados (45%) 

apresentaram perfil homofermentativo, caracterizado pela produção de ácido 

láctico como produto principal da fermentação, e o restante (55%) apresentou 

perfil heterofermentativo, caracterizado pela produção de ácido láctico, etanol e 
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CO2, observado pela turvação do meio e produção de gás no interior de tubos 

de Durhan.  

Figura 7-  Fermentação de carboidratos (A) e produção de gás pela 
fermentação de glicose (B), dos isolados de bactérias ácido-láticas de kefir 

 

Fonte: O autor, 2023 

 Sabe-se que a síntese de compostos de interesse, como EPS, é 

influenciada por condições de cultivo como fonte de carbono, temperatura e 

pH, que interferem tanto no rendimento quanto na composição química desses 

metabólitos (Vuyst; Degeest, 1999; Ruas-Madiedo; Salazar; Clar, 2009). Com 

isso, é importante salientar que a fonte de carbono considerada mais eficiente 

para a produção de EPS dependerá do isolado de BAL utilizado. Em estudo 

realizado por Grandi (2010), a maior produção de EPS por Lactobacillus 

helveticus foi observada utilizando frutose. Já Degeest; Vuyst (2000) obtiveram 

maior rendimento de EPS utilizando lactose para culturas de Streptococcus 

thermophilus LY03. 

 Do ponto de vista tecnológico, os testes de fermentação de carboidratos 

e produção de gás pela fermentação da glicose, são importantes visando a 

aplicação desses isolados na produção de alimentos, pois afetam as 

características do produto final, e direcionam a prospecção de novos produtos 

a partir destas características.  

 

A B 
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5.4 Avaliação genotípica 

5.4.1 Identificação de gênero e espécie dos isolados de BAL  

 Na Tabela 7 é possível observar os resultados obtidos na identificação 

molecular a partir do sequenciamento do gene 16S do rDNA dos isolados de 

BAL, provenientes de diferentes amostras de kefir, e comparação com os 

dados depositados no GenBank (NCBI BLAST). 

Tabela 7 - Identificação molecular dos isolados de bactérias ácido-láticas 
provenientes de kefir 

Isolado Gênero e espécie 
Grau de 

similaridade 
Código de 

acesso 

KPP1 Pediococcus pentosaceus 89,10% NC_008525.1 

KLM1 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,20% NZ_CP028251.1 

KLM2 
Leuconostoc 

mesenteroides 
96,76% NZ_CP028251.1 

KLM3 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,67% NZ_CP028251.1 

KLM4 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,67% NZ_CP028251.1 

KLM5 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,67% NZ_CP028251.1 

KLM6 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,21% NZ_CP028251.1 

KLM7 
Leuconostoc 

mesenteroides 
97,66% NZ_CP028251.1 

 

O isolado KPP1 foi identificado como Pediococcus pentosaceus sob 

código de acesso NC_008525.1, com grau de similaridade de 89,10%. Já os 

demais isolados foram identificados como Leuconostoc mesenteroides sob 

código de acesso NZ_CP028251.1 com grau de similaridade de 

aproximadamente 97%. 

Zhou et al. (2009) realizaram o isolamento de BAL de kefir tibetano e 

identificaram as espécies Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus helveticus, 

Lactococcus lactis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens. Já You et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_008525.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VX9YNE9J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VX9HY0FD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA4VJRP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA8ZYGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA8ZYGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA8ZYGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA8ZYGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VXA8ZYGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP028251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VX9HY0FD013
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al. (2020) encontraram espécies como Lactobacillus helveticus, Lactococcus 

lactis subsp. lactis e Lactobacillus pentosus utilizando kefir como matriz para 

prospecção de novas cepas de BAL. Em outro estudo, Talib et al. (2019) 

isolaram de kefir, majoritariamente, as espécies Lactobacillus harbinensis, 

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum.  

As estirpes do gênero Leuconostoc são heterofermentativas e produzem 

ácido láctico a partir da utilização de lactose e citrato. Na indústria de 

alimentos, a espécie Leuconostoc mesenteroides é comumente utlizada como 

cultura iniciadora na fermentação de produtos como manteiga e creme, visando 

a produção de compostos como diacetil, acetoína e 2,3-butanodiol (Cicotello et 

al., 2018). Além disso, também pode ser utilizada como cultura adjunta a fim de 

acelerar o amadurecimento de queijos tradicionais e melhorar características 

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

Leuconostoc mesenteroides é também responsável por sintetizar 

dextrana, um exopolissacarídeo de extrema importância para uso médico e 

industrial, capaz de incorporar grandes quantidades de água e formar hidrogéis 

(Díaz-Montes, 2021).     

Enquanto que, estirpes do gênero Pediococcus são usualmente 

homofermentativas, podem produzir bacteriocinas e são utilizadas como 

culturas iniciadoras na fermentação de embutidos cárneos. Além disso, há 

estudos que indicam que a espécie Pediococcus pentosaceus pode ser 

utilizada como bioconservante para alimentos, bem como atuar como 

probiótico, oferencendo benefícios à saúde do consumidor (Jiang et al., 2021). 

5.4.2 Identificação do gene que codifica a produção de EPS 

 Os resultados da Reação em cadeia da polimerase (PCR) indicaram que 

todos os isolados testados continham o gene priming-GT, dando um fragmento 

amplicon de 189 pb de comprimento, conforme Figura 8. Portanto, foi 

observado resultado positivo para produção de EPS em todos os isolados 

testados.  
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Figura 8 – Fotografia do gel de reação em cadeia da polimerase (PCR) do gene 
que codifica a produção de exopolissacarídeos em isolados de bactérias ácido-
láticas de kefir (n=8) 

 

M: Marcador; 1: KPP1; 2: KLM1; 3: KLM2; 4: KLM3; 5: KLM4; 6: KLM5; 7: KLM6;  
8: KLM7; CP: Controle positivo (Streptococcus thermophilus); CN: Controle negativo 
(Staphylococcus epidermidis); CR: Controle de reação (água) 

 O gene priming-GT codifica a enzima glicosil transferase, que é 

responsável por catalisar a transferência da primeira unidade de açúcar para 

uma molécula transportadora lipofílica ancorada na membrana celular para 

produção de EPS. Portanto, sabe-se que este gene desempenha um papel 

essencial na produção de EPS, dado que foi confirmado pela não produção de 

EPS após mutações nestes genes (Vosough et al., 2022; Lebeer et al., 2009; 

Harutoshi, 2013). 

 Vosough et al. (2022) avaliaram a presença do gene priming-GT em 3 

isolados de Enterococcus e obtiveram resultado positivo para todos os isolados 

testados. Da mesma forma, Bennama et al. (2012) identificaram a presença do 

gene priming-GT em Streptococcus thermophilus isolado de leite cru. 

5.5 Produção e quantificação de EPS  

 Os resultados obtidos para produção de EPS à 37 °C durante o período 

de 72 h de fermentação pelos 8 isolados em estudo estão apresentados na 

Tabela 8. A fermentação foi realizada em duplicata. 

Tabela 8 - Produção de exopolissacarídeos (EPS) pelos isolados de bactérias 
ácido-láticas de kefir (n=8) em caldo MRS por 72 h à 37 °C 

Isolado 
Concentração de EPS (g/L) 

Amostra 1 Amostra 2 Média ± dp 
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KPP1 0,329 0,312 0,320 ± 0,012 

KLM1 0,243 0,239 0,241 ± 0,003 

KLM2 0,241 0,238 0,239 ± 0,002 

KLM3 0,274 0,302 0,288 ± 0,020 

KLM4 0,314 0,309 0,311 ± 0,003 

KLM5 0,326 0,320 0,323 ± 0,004 

KLM6 0,388 0,433 0,410 ± 0,032 

KLM7 0,392 0,356 0,374 ± 0,025 

dp: Desvio padrão 

 A produção de EPS variou entre 0,239 g/L a 0,410 g/L. Os isolados que 

apresentaram maior produção de EPS foram KLM6, KLM7 e KLM5 produzindo 

0,410 g/L, 0,374 g/L e 0,323 g/L, respectivamente. Comparando com a 

literatura, a maior concentração de EPS obtida por You et al. (2020) foi de 

0,185 g/L, utilizando uma cepa de Lactobacillus pentosus em matriz láctea, 

durante 24 h.  

 Em estudo conduzido por Islam et al. (2021) foi avaliado as propriedades 

tecnológicas de isolados de leite cru após 72 h de fermentação à 37°C. Dentre 

as espécies estudadas estavam Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum e Pediococcus 

pentosaceus com produção de EPS de 0,088 g/L, 0,075 g/L e 0,023 g/L, 

respectivamente, resultados inferiores aos obtidos neste estudo. 

 O rendimento da produção de EPS é considerado cepa dependente, isso 

significa que o rendimento depende do isolado utilizado, bem como das 

necessidades nutricionais que o mesmo requer (Williams; Wimpenny, 1977). 

De acordo com Leroy; De Vuyst (2016), existem diversos fatores que 

influenciam nas propriedades tecnológicas apresentadas, sendo eles a 

regulação gênica, a atividade enzimática e a adaptação aos diferentes meios e 

condições de cultivo. Logo, os resultados obtidos pelo presente estudo podem 

ter sido influenciados pela matriz, temperatura, cepa, tempo, entre outros. 
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5.6 Avaliação dos efeitos da concentração de inóculo, temperatura e pH na 

produção de EPS 

 O isolado KLM6 foi selecionado para a avaliação dos efeitos da 

concentração de inóculo, temperatura e pH, pois apresentou a maior produção 

de EPS em comparação com os demais isolados estudados. Na Tabela 9 é 

possível observar os valores reais e codificados das variáveis independentes e 

os resultados para produção de EPS de cada ensaio. 

Tabela 9 – Produção de exopolissacarídeos (EPS) a partir da variação da 
concentração de inóculo, temperatura e pH pelo isolado KLM6 de bactéria 
ácido-lática de kefir 

Ensaio 

Concentração 

de inóculo 

(%) 

Temperatura 

(°C) 
pH EPS (g/L) 

1 2,5 (-1) 32 (-1) 5,0 (-1) 0,658 

2 3,5 (+1) 32 (-1) 5,0 (-1) 0,678 

3 2,5 (-1) 40 (+1) 5,0 (-1) 0,746 

4 3,5 (+1) 40 (+1) 5,0 (-1) 0,666 

5 2,5 (-1) 32 (-1) 7,0 (+1) 0,329 

6 3,5 (+1) 32 (-1) 7,0 (+1) 0,452 

7 2,5 (-1) 40 (+1) 7,0 (+1) 0,375 

8 3,5 (+1) 40 (+1) 7,0 (+1) 0,266 

9 3,0 (0) 36 (0) 6,0 (0) 0,690 

10 3,0 (0) 36 (0) 6,0 (0) 0,620 

 

 A partir dos dados apresentados na Tabela 9, foi possível avaliar os 

efeitos principais e de interação (Figura 9) das variáveis analisadas através do 

Planejamento Completo do tipo 23.  
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Figura 9 – Efeitos das variáveis avaliadas para produção de exopolissacarídeos 
pelo isolado KLM6 de bactérias ácido-láticas de kefir 

  

  

(1) concentração de inóculo; (2) temperatura; (3) pH; (4) interação entre concentração de 
inóculo e temperatura; (5) interação entre concentração de inóculo e pH; (6) interação entre 
temperatura e pH; (7) interação entre concentração de inóculo, temperatura e pH. 

 Na Figura 9 é possível observar que somente o pH apresentou efeito 

positivo (~ 90%) sobre a produção de EPS. A interação entre concentração de 

inóculo e temperatura apresentou um efeito de 5,7%, o que não é considerado 

suficiente, entretanto é possível que esse efeito seja aumentado pela 

modificação dos valores das variáveis em questão. 

 O delineamento indicou que a produção de EPS aumenta conforme o pH 

é diminuido, porém não foi possível obter essa informação para as demais 

variáveis estudadas, pois a variação entre os valores utilizados foi muito 

pequena, o que resultou em um efeito próximo de zero sobre a produção do 

metabólito de interesse. Baseado nos efeitos principais e de interação obtidos, 

foi possível definir o intervalo mais adequado para as variáveis temperatura e 

pH a ser utlizado na etapa de otimização visando o aumento da produção de 

EPS. 

 Vosough et al. (2022) obtiveram um aumento significativo na produção 

de EPS por um isolado de Enterococcus utilizando temperatura de 40 °C e 
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ajuste do pH em 4,5 na etapa de otimização, obtendo uma concentração de 

3,19 g/L de EPS. Enquanto que, Jiang et al. (2022) otimizaram a produção do 

metabólito por um isolado de Lactiplantibacillus pentosus utilizando pH inicial 

de 6,28, tempo de fermentação de 35,7 h e concentração de inóculo de 3,8%, 

obtendo concentração de 1,4 g/L de EPS. O que demonstra ser possível, a 

otimização da produção de EPS, através das variáveis avaliadas neste estudo. 

 Na Tabela 10 é possível observar os valores reais e codificados das 

variáveis independentes e os resultados para produção de EPS de cada ensaio 

na etapa de otimização, obtendo uma concentração de EPS máxima de 0,841 

g/L utilizando pH 5 e temperatura de 50,5 °C, correspondente a um aumento de 

105,1% no rendimento, quando comparado aos resultados obtidos 

anteriormente (Tabela 8). 

Tabela 10 – Produção de exopolissacarídeos (EPS) a partir da variação da 

temperatura e pH pelo isolado KLM6 de bactéria ácido-lática de kefir utilizando 

planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional. 

Ensaio 
Temperatura 

(°C) 
pH EPS (g/L) 

1 30 (-1) 4 (-1) 0,645 

2 30 (-1) 6 (+1) 0,230 

3 42 (+1) 4 (-1) 0,518 

4 42 (+1) 6 (+1) 0,828 

5 36 (0) 2,6 (-1,41) 0,683 

6 36 (0) 7,4 (+1,41) 0,467 

7 21,5 (-1,41) 5 (0) 0,793 

8 50,5 (+1,41) 5 (0) 0,841 

9 36 (0) 5 (0) 0,330 

10 36 (0) 5 (0) 0,359 

11 36 (0) 5 (0) 0,325 

    

 A partir dos dados apresentados na Tabela 10, foi possível avaliar os 

efeitos principais e de interação (Figura 10) das variáveis analisadas de acordo 
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com a superfície de resposta e contorno utilizando Planejamento Fatorial do 

tipo Composto Central Rotacional.  

Para isso, foi obtido um modelo quadrático de regressão significativo, o 

valor crítico F5,5 (5,05) é menor que o valor F obtido (6,50), conforme a ANOVA 

(p=0,03) (Tabela 11). Além disso, o coeficiente quadrático para o fator 

temperatura e o coeficiente da interação entre pH e temperatura do modelo 

quadrático de regressão foram significativos (p=0,008 e p=0,025, 

respectivamente). O modelo apresentou falta de ajuste, sendo o valor crítico de 

F5,3 (5,41) menor que o valor F obtido (63,16), conforme a ANOVA (p=0,016). 

Portanto, a região experimental prevista pelo modelo quadrático apresentará 

uma resposta divergente do valor real. Entretanto, seus resíduos podem ser 

considerados aleatórios (homocedasticos), sendo possível o seu uso para 

realizar previsões do conteúdo de EPS. 

Tabela 11 - Análise de Variância do modelo quadrático de regressão para 
prever o conteúdo de exopolissacarídeos (EPS). 

Fator SQ GL MQ Valor F Valor p 

Modelo 0,427 5 0,085 6,504 0,030 

pH 0,021 1 0,021 1,61 0,259 

Temperatura 0,036 1 0,036 2,76 0,158 

pH2 0,039 1 0,039 2,98 0,145 

Temperatura2 0,24 1 0,24 17,92 0,008 

pH*Temperatura 0,13 1 0,13 9,98 0,025 

Resíduo 0,066 5 0,013 
  

Falta de ajuste 0,065 3 0,022 63,163 0,016 

Erro puro 0,001 2 0,0003 
  

SQ: soma quadrática; GL: graus de liberdade; MQ: média quadrática. 

 O modelo quadrático de regressão apresenta R2=0,8667 e 

R2
ajustado=0,7335, indicando que o conteúdo de EPS produzido e o conteúdo de 

EPS previsto pelo modelo apresentam desvio de linearidade (Figura 10), 

corroborando com a falta de ajuste (Tabela 11). Considerando apenas os 
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coeficientes significativos e os seus erros previstos, foi obtido o seguinte 

modelo quadrático de regressão preditivo conforme equação (4): 

 

EPS (g/L) = 0,34 (± 0,066) + 0,20 (± 0,048)*pH2 + 0,18 (± 0,057)*Temperatura*pH       (4) 

Figura 10 - Relação linear entre os valores previstos pelo modelo de regressão 
quadrático e os valores observados de exopolissacarídeos (EPS). 

 
 

 Este modelo quadrático foi utilizado para plotar uma superfície de 

resposta (Figura 11a) e suas respectivas curvas de contorno (Figura 11b). A 

superfície de resposta apresenta concavidade crescente em relação ao 

conteúdo de EPS observado, havendo uma dependência em relação as 

variações na escala de pH e temperatura. A combinação desses dois fatores 

indicou que sob condições adversas ou deletérias, o isolado produz EPS. 

Figura 11 – Superfície de resposta (a) e curva de contorno (b) para o 

Planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional de produção de 

exopolissacarídeos (EPS). 

(a) 
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Considerando que o isolado KLM6 pode ser inativado em elevadas 

temperaturas, o modelo quadrático preditivo foi utilizado para obter uma região 

experimental de máxima produção de EPS utilizando os seguintes critérios: pH 

na faixa estudada (2,6 a 7,4) e baixa temperatura na faixa estudada (21,5 a 

50,5 °C). O modelo indicou a região experimental em pH 4,0 e temperatura de 

30 °C, para se obter 0,79 g/L de EPS. 

A validação consistiu em testar a região experimental com réplicas 

autênticas e quantificar o conteúdo de EPS, obtendo-se 0,86 ± 0,03 g/L de EPS 

(b) 
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(CV=3,05%). Esse resultado apresentou diferença significativa conforme o 

teste t de Student (p≤0,05), confirmando a falta de ajuste do modelo quadrático. 

Entretanto, apresar da divergência entre o valor previsto e o valor observado de 

EPS, o resultado foi próximo e indica que o modelo pode ser utilizado. 

 Os resultados provenientes da etapa de otimização indicaram um 

aumento na produção de EPS, em função da assossiação dos parâmetros pH e 

temperatura, o que aponta que o estresse ambiental pode ser utilizado como 

propulsor para o aumento da concentração de EPS obtido. 

 O rendimento da produção de EPS é considerado cepa dependente, isso 

significa que o rendimento depende do isolado utilizado, bem como das 

necessidades nutricionais que o mesmo requer (Williams e Wimpenny, 1977). 

De acordo com Leroy e De Vuyst (2016), existem diversos fatores que 

influenciam nas propriedades tecnológicas apresentadas, sendo eles a 

regulação gênica, a atividade enzimática e a adaptação aos diferentes meios e 

condições de cultivo. 

 Com diferentes condições, Oleksy-Sobczakÿ et al. (2020) observaram 

que o pH levemente ácido (~5,7) e temperatura branda (~25 °C) favoreceram a 

síntese de EPS por cepas de L. rhamnosus, alcançando concentração máxima 

de 0,95 g/L de EPS. Essas condições são semelhantes às utilizadas na 

validação da otimização deste estudo, obtendo uma concentração de 0,86 g/L 

de EPS (pH 4,0 e temperatura de 30 °C) avaliando a espécie L. mesenteroides, 

valor este que se aproxima à concentração máxima atingida (0,841 g/L). Por 

outro lado, ao otimizar a produção de EPS pela mesma espécie L. 

mesenteroides, mas com condições que variaram em temperatura (30-37 °C), 

tempo de fermentação (18-48 h) e concentração de inóculo (1%), não foi 

observada diferença na produção do mesmo, entre as cepas (Derdak et al., 

2022). Portanto, os resultados obtidos reforçam a importância das condições 

de cultivo para assegurar uma produção de EPS considerada economicamente 

e tecnologicamente viável. 
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6. Conclusão  

 O kefir é um leite fermentado, cujo consumo traz benefícios à saúde, que 

podem estar relacionados aos microrganismos presentes no produto, como 

bactérias ácido-láticas, bactérias acéticas e leveduras, e também aos 

metabólitos gerados durante a fermentação. Sabe-se que fatores como a 

origem dos grãos, os métodos de processamento e as condições de 

armazenamento podem influenciar na microbiota complexa dos grãos de kefir.  

 No presente estudo, 5 amostras de kefir procedentes da região Sul 

foram obtidas para prospectar bactérias ácido-láticas com potencial tecnológico 

de produção de exopolissacarídeos. Com o screnning realizado, 41 isolados 

apresentaram características Gram-Positivas e catalase negativa. Destes, 

somente 14 isolados apresentaram resultados satisfatórios quanto aos testes 

de segurança empregados e a capacidade de produção de exopolissacarídeos 

foi observada em 8 isolados, que foram identificados molecularmente.  

 Assim, o kefir pode ser considerado uma importante matriz alimentar 

para isolar bactérias ácido-láticas com potencial de produção de 

exopolissacarídeos, no entanto observa-se que 65,8% dos isolados 

apresentaram fatores de virulência em pelo menos um dos testes de 

segurança, o que é preocupante devido aos riscos que a presença das 

enzimas DNAse, gelatinase e hemolisina podem causar à saúde humana. Além 

dos problemas relacionados à transferência de genes de resistência a 

antimicrobianos de uso clínico entre espécies.  

 O isolado KLM6, identificado como Leuconostoc mesenteroides, foi 

escolhido para a etapa de avaliação dos efeitos da concentração de inóculo, 

pH e temperatura sobre a produção de exopolissacarídeos devido à sua maior 

capacidade de sintetizar este metabólito em comparação com os demais 

isolados testados. Característica considerada importante em virtude de 

propiciar propriedades reológicas e sensoriais fundamentais para aplicação em 

alimentos lácteos fermentados. Dentre as variáveis avaliadas no delineamento 

fatorial completo (23) aplicado, apenas o pH apresentou efeito representativo 

na produção de exopolissacarídeos (efeito de 90%). A partir destes resultados, 
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foi realizada uma etapa de otimização das condições de cultivo, utilizando 

planejamento fatorial do tipo composto central rotacional, visando aumentar o 

rendimento desses compostos de interesse. Objetivo este que foi alcançado de 

acordo com a superfície de resposta e contorno que indicaram um aumento de 

rendimento de exopolissacarídeos com redução de pH e aumento de 

temperatura com concentração de inóculo fixa em 3% durante o processo 

fermentativo, obtendo uma concentração máxima de 0,841 g/L. Com isso, 

pode-se concluir que o estresse ambiental pode ser utilizado a fim de aumentar 

o rendimento de exopolissacarídeos, possibilitando desta forma, sua aplicação 

futura de forma eficiente na indústria de alimentos.   
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