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Resumo

BIERHALS, Caroline Krause. Isolamento e caracterizacdo de bactérias acido-
laticas potencialmente produtoras de exopolissacarideos provenientes de kefir.
2024. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2024.

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo comumente utilizadas na industria de
alimentos devido ao seu potencial probidtico e tecnoldgico, podendo atuar
como culturas iniciadoras e/ou adjuntas. Sdo produtoras de acidos organicos,
como acido latico, além de outros metabdlitos importantes como bacteriocinas,
vitaminas e exopolissacarideos (EPS). Os EPS produzidos por BAL
apresentam diversas aplicagbes na industria de alimentos (espessantes,
estabilizantes), bem como fornecem beneficios como promotores de saude.
Assim, o estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias acido-laticas,
provenientes de diferentes amostras de kefir, com potencial de producdo de
exopolissacarideos, bem como avaliar as condi¢cdes Otimas de cultivo para
aumento da producdo de exopolissacarideos. A partir do leite fermentado e
graos de kefir (5), foram selecionados 44 isolados, utilizando meio seletivo
(dgar MRS) para BAL, através dos testes de coloracdo de Gram e catalase.
Posteriormente, esses isolados foram avaliados quanto aos aspectos de
seguranca microbidlogica como atividade das enzimas Dnase, hemolisina,
gelatinase e susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico. Também foram
realizados os testes de fermentacdo de carboidratos e producdo de EPS em
placas, a fim de avaliar seu potencial tecnoldgico. Os isolados que se
mostraram seguros microbiologicamente e apresentaram as caracteristicas
tecnolégicas desejadas foram identificados molecularmente através do
sequenciamento do gene 16S do rDNA e comparacdo com os dados
depositados no Genbank. Na etapa de producdo 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 avaliagao dos efeitos de concentracéo de
indculo, temperatura e pH na producdo de EPS. A producdo de EPS foi
influenciada apenas pelo pH, obtendo producdo méaxima de 0,746 g/L em pH 5,
sendo que a concentracdo de in6culo e a temperatura ndo apresentaram
efeitos sobre a sintese do biopolimero. A partir da andlise dos efeitos principais
e de interacao, foi realizada uma etapa de otimizagdo das condi¢des de cultivo
gue indicou um aumento de 105,1% no rendimento de EPS (pH 5 e
temperatura de 50,5 °C) comparado com os resultados obtidos utilizando
parametros nao ideais. Portanto, o kefir pode ser considerado uma importante
matriz alimentar para isolar bactérias acido-laticas com potencial de producéo
de EPS, e a alteracdo das condicdes de cultivo como pH e temperatura
apresentam efeito determinante no aumento da producdo desse metabdlito,
permitindo sua futura aplicacao de forma eficiente na inddstria de alimentos.

Palavras-chave: alimentos lacteos, condicbes de cultivo, espessantes,
otimizacao, producao



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 vyield (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. Introducéo

O kefir € um produto lacteo, obtido através da fermentacdo do leite por
um complexo grupo de microrganismos, como leveduras, bactérias acéticas e
bactérias acido-laticas, envolvidos em uma matriz de exopolissacarideos e
proteinas (Kim et al., 2019). A ingestdo do produto obtido, denominado leite
fermentado, proporciona beneficios a saude que podem estar associados aos
microrganismos presentes no produto, e também aos metabdlitos gerados

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

O grupo de bactérias acido-laticas (BAL) tem se destacado quanto ao
seu potencial tecnoldgico e promotor de saude, conforme estudos ja realizados
por Plessas et al. (2020); Talib et al. (2019) e You et al. (2020). As BAL séo
bactérias Gram-positivas, geralmente reconhecidas como seguras (GRAS -
Generally Recognized As Safe), possibilitando sua utilizagdo como culturas
adjuntas com potencial probiético e como culturas iniciadoras em processos
fermentativos. Além da producdo de &cido lactico como produto final da
fermentacdo, as BAL produzem diversos metabdlitos importantes, como outros
acidos organicos, acidos graxos, bacteriocinas e exopolissacarideos (You et
al., 2020; Lynch et al., 2018).

Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por BAL, sdo compostos de
interesse, em virtude de seu potencial em diversas aplicacfes na industria de
alimentos, principalmente melhorando a viscosidade de leites fermentados e de
seus efeitos como promotores de saude (Xiao et al.,, 2021). De acordo com
Saadat; Khosroushahi; Gargari (2019), EPS produzidos por diferentes BAL
apresentam propriedades imunomoduladoras, anticancerigenas, antioxidantes,
além de apresentarem, também, a capacidade de prevenir a adesdo de

patdégenos, pois evitam a formacao de biofilmes bacterianos.

Na producao de alimentos, EPS podem influenciar positivamente, nas
caracteristicas reoldégicas e sensoriais de produtos fermentados, devido a
capacidade de se ligar a agua 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 producédo e o rendimento de EPS de origem microbiana pode ser
influenciada pelas condicbes ambientais adversas, fatores como fonte de
carbono e nitrogénio; condi¢cdes de cultivo, incluindo pH, temperatura e
oxigénio; além de tempo de incubacao (Vuyst; Degeest, 1999; Ruas-Madiedo;
Salazar; Clar, 2009).

Portanto, a busca por novos isolados de BAL produtores de EPS é
importante para futura aplicacdo em alimentos, entretanto, € necessario avaliar
os fatores que podem ser utilizados como propulsores, através da otimizacéo

das condic¢des de cultivo, para obtencéo de uma maior concentracéo de EPS.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar bactérias acido-laticas, provenientes de diferentes
amostras de kefir, com potencial de producdo de exopolissacarideos, bem
como avaliar as condi¢cbes oOtimas de cultivo para aumento da producédo de

exopolissacarideos.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar e caracterizar quanto a morfologia, presenca da enzima
catalase e propriedades tecnoldgicas, as bactérias acido-laticas de

kefir (leite fermentado e graos);

- Avaliar quanto aos aspectos de seguranca microbiolégica dos
isolados de BAL,;

- Identificar, molecularmente, os isolados selecionados pelo

sequenciamento do gene 16S do rDNA,;

- Identificar a presenca do gene priming-GT nos isolados, relacionado
com a enzima glicosil transferase, responsavel pela producdo de

exopolissacarideos;

- Otimizar as condicdes de producdo de EPS do isolado que
apresentar maior producdo do metabdlito, frente as variaveis pH e

temperatura.

12



3. Revisao da literatura
3.1 Kefir
O termo kefir provém da palavra turca “kef’, que significa “um sabor
agradavel” (Arslan, 2015). Origindrio da regido do Caucaso, o kefir é
consumido em muitas regides, incluindo Rassia, Europa, Asia, América do Sul

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

O kefir € uma bebida com baixo teor alcodlico, composta por acido latico,
acido acético, etanol e CO2, produzida através da fermentacédo de leveduras,
bactérias acéticas e bactérias &cido-laticas, integradas em uma matriz de
polissacarideos e proteinas (Kim et al., 2019). Os graos de kefir sdo definidos
como massas irregulares gelatinosas com variacdes em relagcdo a cor e ao
tamanho, variando entre amarelo e branco e apresentando entre 3 a 35 mm de

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

Em relagdo a composi¢cdo quimica, nhormalmente os graos de kefir séo
constituidos por agua (890-900 g/kg), gordura (2 g/kg), proteina (30 g/kg),
acucares (60 g/kg) e cinzas (7 g/kg), podendo variar dependendo dos gréaos
(Garrote; Abraham; Antoni, 1997).

Os beneficios referentes ao consumo dessa bebida fermentada estdo
diretamente relacionados aos microrganismos presentes nos graos de kefir e
aos metabdlitos produzidos durante o processo fermentativo. Com isso, a
ingestao regular de kefir pode beneficiar o consumidor por meio de efeitos
antioxidantes, antialérgicos, antitumorais, anti-inflamatérios, anti-hipertensivos,
além de auxiliar na reducdo dos niveis de colesterol e apresentar atividade

antimicrobiana (Nejati et al., 2020).

As caracteristicas do kefir sdo resultantes da simbiose de mais de 50
espécies de bactérias acido-laticas, leveduras e bactérias acéticas. A maior
propor¢cdo presente nos grados pertence as bactérias 4cido-laticas
correspondendo a 108-10° UFC/g, seguidas por leveduras (107-108 UFC/g) e
bactérias acéticas (10°-108 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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Dentre esses microrganismos estdo 0S géneros bacterianos
Lactobacillus®, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus, e os géneros de
leveduras Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces e Komagataella pastoris
(Plessas et al., 2016). Contudo, fatores como a origem dos graos, os métodos
de processamento e as condigcbes de armazenamento podem influenciar na

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

A producdao tradicional de kefir é realizada em temperatura ambiente (~
25°C) a partir da inoculacdo dos grdos em leite pasteurizado integral,
semidesnatado ou desnatado durante 24 h (Cassanego et al., 2017). Ao final
da fermentacédo, os gréos de kefir sdo coados e podem ser reutilizados para
uma nova fermentacdo, conforme demonstrado na Figura 1. Ja o leite
fermentado, deve ser mantido sob refrigeracdo e consumido em até 5 dias
(Schawn et al., 2015).

Figura 1 — Fluxograma da producéao de kefir

Graos de kefir

l «— Leite

Fermentagao
Separagéao
dos graos
Graos de kefir —«——— L ; Leite
fermentado

Fonte: O autor, 2023
3.2 Bactérias acido-laticas (BAL)

As BAL fazem parte de um grupo heterogéneo de microrganismos
Gram-positivos, catalase negativa e geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS - Generally Recognized As Safe), devido a sua ampla e segura
aplicacdo em alimentos. Diferentes géneros como Streptococcus, Lactococcus,

14
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Lactobacillus e Leuconostoc fazem parte deste grupo. Porém, recentemente,
novos géneros foram incluidos, onde o género Lactobacillus recebeu nova
classificacdo taxondmica, sendo 261 espécies avaliadas e subdivididas em 25
géneros, dos quais 23 sao géneros novos (ex. Lacticaseibacillus,
Latilactobacillus, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus e
Furfurilactobacillus) e apenas 38 espécies permaneceram classificadas dentro

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

Espécies de BAL sdo comumente encontradas em alimentos lacteos
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 (Rodriguez 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
probidticos in vitro foram realizados comprovando o potencial probiotico. Da
mesma forma, Topgu; Kaya; Kaban (2020) estudaram as propriedades
probidticas de 80 isolados de BAL procedentes de bacon. Plessas et al. (2020)
realizaram o isolamento de dez novos isolados de BAL, provenientes de graos

de kefir e avaliaram seu potencial probidtico.

Em outro estudo, Habib et al. (2022) prospectaram BAL de diferentes
fontes e comprovaram a capacidade de sintetizar EPS por todas as cepas
probidticas isoladas. Assim como You et al. (2020), que isolaram trés cepas
probidticas de graos de kefir tibetano capazes de produzir EPS utilizando leite

pasteurizado como meio de cultivo.

As BAL podem ser aplicadas em alimentos, em consequéncia do
potencial  probidtico, como o0s principais géneros  Lactobacillus,
Lacticaseibacillus e, como culturas iniciadoras em processos fermentativos

(Lactobacillus, Streptococcus) (Bintsis, 2018).

O potencial probidtico das BAL se deve aos beneficios que esses
microrganismos podem gerar a saude do hospedeiro, quando administrados
em quantidades adequadas (FAO/OMS, 2002; Hill et al., 2014). Os probioticos

presentes nos alimentos oferecem ao consumidor vantagens como regulacao
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da resposta imune, manutencdo de uma microbiota intestinal saudavel e

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

Durante o processo fermentativo, ou as BAL podem produzir apenas
acido lactico como principal produto gerado, classificando-as como
homofermentativas, ou podem produzir, além de acido lactico, &cido acético,
etanol e CO2, caracterizando-as como heterofermentativas (Giraffa; Chanishvili;
Widyastuti, 2010). Produzem também metabdlitos bioativos que apresentam
efeitos promotores de saude (Harutoshi, 2013). Dentre esses estdo enzimas,
vitaminas (Folato), peptideos bioativos, éacido gama-aminobutirico, acido
linoleico conjugado, bacteriocinas e exopolissacarideos (EPS) (Linares et al.,
2017).

As BAL capazes de produzir EPS sdo de grande interesse para a
industria de laticinios, visto que caracteristicas como textura e viscosidade dos
alimentos fermentados podem ser melhoradas na presenca destes compostos.
Da mesma forma, os EPS contribuem nas propriedades sensoriais do alimento

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

gualidade dos lacteos fermentados (Feldmane; Semjonovs; Ciprovica, 2013).

Outro ponto importante € que, quando consumidos, os alimentos
contendo EPS favorecem o desenvolvimento de microrganismos benéficos a
saude intestinal e a producdo de compostos bioativos (Salazar et al., 2011;
Hamet et al., 2016).

De acordo com Patel; Majumder; Goyal (2012), as BAL produtoras de
EPS sédo frequentemente utilizadas para a producdo de iogurte, queijo, leite
acidificado e sobremesas a base de leite. Entretanto, ainda se torna necessaria
a busca por novas fontes de polissacarideos microbianos, visto que o
rendimento e producdo deste metabdlito depende do microrganismo e das
condigdes de cultivo utilizadas (Williams; Wimpenny, 1977). Dentre os EPS
microbianos, aqueles produzidos por BAL tém se destacado devido a sua

variabilidade estrutural e gama de aplicacdes (Silva, 2022).
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3.3 Exopolissacarideos produzidos por BAL

Os EPS produzidos por BAL séo biopolimeros lineares de cadeia longa,
possuem um alto peso molecular e apresentam cadeias laterais, formadas por
ligacbes a- e P-glicosidicas. Sao responsaveis por proteger as células
bacterianas contra condi¢cdes desfavoraveis do meio, como variacbes de
temperatura e pH; fatores bioldgicos e, além disso, auxiliam na colonizagdo do
meio devido & sua capacidade de adesdo nas células e formacédo 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
géneros demonstraram a capacidade de producédo e aumento da produtividade
de EPS por otimizacdo dos parametros de cultivo. (Vosough et al., 2022)
avaliaram a capacidade produtora de EPS a partir de algumas cepas de
Enterococcus, além de maximizar a sintese destes compostos. Da mesma
forma, Buksa; Kowalczyk; Boreczek (2021) obtiveram a producdo de EPS, sob
condi¢des 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 0 meio
extracelular ou podem ficar ligados a superficie celular, formando uma capsula
(Patel; Majumder; Goyal, 2012). A biossintese de EPS pode ser controlada
através da regulacdo da expressdo génica das enzimas e proteinas
supracitadas envolvidas no processo como glucansucrase, levansucrase e

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

Levando em consideracdo sua composicdo quimica, os EPS podem ser
classificados em dois grupos: homopolissacarideos (HoPS), constituidos por
um unico tipo de subunidade de acucar com iguais ou diferentes ligacdes, e
heteropolissacarideos (HePS), formados por unidades repetidas de dois ou
mais tipos de residuos de monossacarideos (Angelin; Kavitha, 2020; Rajoka et
al., 2020).
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Os HoPS sao sintetizados a partir da sacarose através da acao da
enzima glicansucrase. Devido a presenca de glicose, frutose ou galactose em
sua cadeia, os HoPS sao conhecidos como glucanos, frutanos ou
poligalactanos (Monsan et al., 2001; Badel; Bernardi; Michaud, 2011). J& os
HePs possuem estruturas mais complexas formadas geralmente por glicose,
galactose e ramnose. Sua sintese ocorre através da polimerizacdo de
precursores de nucleotideo de acgucar, 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 séo
comumente produtoras de HePS e podem ser isoladas de produtos lacteos
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 Condicdes de cultivo

Condi¢cbes ambientais adversas, fatores como fonte de carbono e
nitrogénio; condi¢es de cultivo, incluindo pH, temperatura e oxigénio; além de
tempo de incubacdo e concentracdo de indculo, podem afetar o rendimento e
producdo de EPS (Werning et al.,, 2022). Segundo Nguyen et al. (2020),
guando expostas as condicBes extremas, as BAL sofrem alteracbes em seu
metabolismo, levando ao aumento da sintese de EPS, como um mecanismo de

defesa.

Considerando uma aplicagdo tecnolégica para esse metabdlito, é
imprescindivel que a producédo seja eficiente, ndo somente para aumentar o
rendimento, mas também para garantir sua funcionalidade. Para isso, o
estresse ambiental pode ser utilizado como estratégia para otimizacdo da
producdo de EPS (Werning et al., 2022). Vosough et al. (2022) otimizaram a
producdo de EPS através da variacdo dos valores de pH e temperatura
utilizando isolados de Enterococcus e obtiveram producdo méaxima de 3,15 g/L

com suplementacédo de sacarose como fonte de carbono. Da mesma forma,
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Jiang et al. (2022) avaliaram tempo de fermentacgé&o, pH inicial e concentragao
de in6culo para otimizacédo de EPS por Lactiplantibacillus pentosus B8, obtendo

uma producéo de 1,4 g/L.

Visto que esses metabdlitos sdo produzidos pelas BAL para facilitar sua
adaptacdo no meio, a manipulacdo das condi¢cdes de cultivo pode ser utilizada
para obtencdo de uma maior concentracdo de EPS, permitindo otimizar a
producdo de EPS, aumentando seu rendimento e possibilitando sua aplicacao,

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

3.3.2 Propriedades fisiologicas de EPS

A aplicacdo de BALS produtoras de EPS em alimentos além de melhorar
as caracteristicas reologicas e sensoriais, oferecem beneficios a saude do
consumidor através da atividade imunomoduladora, antioxidante, antitumoral,
propriedade antibacteriana e capacidade de reducé@o dos niveis de colesterol
sanguineo (Ryan et al., 2015; Yildiz; Karatas, 2018).

As funcdes fisiologicas, bem como as propriedades tecnologicas destes
compostos, dependem de caracteristicas estruturais como peso molecular,
composicdo dos monossacarideos, padrdo de ligacdo do acucar, grupo
funcional e substituintes ndo carboidratos (Xu et al., 2018). A partir disso,
diversos estudos vém sendo realizados a fim de investigar os efeitos benéficos

gue o consumo de alimentos contendo EPS podem trazer.

Na literatura, h& relatos de que a colonizagdo de cepas probidticas no
trato gastrointestinal é facilitada pela produgéo de EPS, visto que a camada de
EPS formada permite uma maior tolerancia as condicbes adversas como pH
acido, presenca de sais biliares e enzimas digestivas, além da adesao deste
metabdlito as células epiteliais intestinais (Caggianiello; Kleerebezem; Spano,
2016; Darilmaz, 2013; London et al., 2014).

Ja em estudos que analisaram as propriedades antioxidantes de EPS,
como Almalki (2020), foi observado uma atividade antioxidante superior a 60%,
comparado ao padrao, ao avaliar EPS produzido por Lactobacillus lactis isolado

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

a catalase e a superoxido 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 proliferagdo de
células de céancer de colon humano, cancer de ovério e cancer gastrico. A
atividade antitumoral dos trés EPS testados variou de moderada a forte,
apresentando taxa de inibicdo de até 71,55% contra células A-2780 (cancer de
ovario), durante 72h de tratamento. A diferenca de inibicdo constatada pode
estar relacionada a composicdo de monossacarideos, peso molecular e tipos
de ligacao glicosidica do EPS.

De acordo com Saadat et al. (2019), os exopolissacarideos tem a
capacidade de estimular o sistema imunolégico através de, principalmente,
linfécitos T, linfocitos B, macréfagos e inducéo da liberacéo de interleucina por
células NK, promovendo um efeito antitumoral. Podem apresentar também
efeitos apoptoticos e antiangiogénicos devido sua influéncia na expresséo de c-
Myc, c-Fos e fator de crescimento endotelial vascular, atuando, desta forma,

como adjuvante anticarcinogénico.

Ja o efeito hipocolesterolémico foi avaliado por Gawande et al. (2021),
gue utilizaram cepas de BAL produtoras de EPS, e obtiveram uma diminuicé&o
de até 85% do colesterol. Este resultado pode ser atribuido ao EPS produzido,
visto que, em condicbes gastrointestinais, 0 mesmo apresentou melhor
desempenho do que as proprias BAL. Podendo assim, ser considerado um

promissor agente hipocolesterolémico para aplicacdo em alimentos.

3.4 Aplicacéo de BAL e EPS na industria de alimentos

Na industria de alimentos, os EPS produzidos por BAL sdo compostos
de interesse, pois além dos efeitos benéficos a saude, podem ser utilizados
como viscosificantes, estabilizantes, agentes emulsificantes ou gelificantes. A
sua aplicagdo visa alterar e melhorar caracteristicas sensoriais dos alimentos,

como aparéncia, textura e propriedades reoldgicas (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 lacteos através da adicdo de BAL
produtoras de EPS é resultado da capacidade do EPS de se ligar a 4gua e
interagir com as proteinas do leite, caracteristica importante ao paladar do
consumidor, que espera uma textura homogénea. Além disso, dependendo da
concentracédo, a viscosidade do fermentado pode aumentar devido a formacéo
de uma rede polimérica ocasionada pelo complexo EPS-EPS ou EPS-proteinas
(Lynch et al., 2018).

Quando adicionados em produtos a base de cereais, como pées, 0s
EPS melhoram a qualidade do alimento, aumentando a maciez do miolo, o
volume da massa e também a vida util do produto. Isso acontece em virtude da
sua capacidade de se ligar a agua e interagir com componentes do glaten ou
amido (Lacaze; Wick; Cappelle, 2007; Xu et al., 2020).

A producdo de EPS in situ por BAL durante a fermentacdo traz
beneficios a industria de alimentos, pois reduz a sinérese, aumenta a firmeza,
além de melhorar propriedades emulsionantes e espessantes, podendo
dispensar a adicdo de outros polissacarideos no alimento. Entretanto, estes
compostos também podem ser purificados e utilizados como bioingrediente,
permitindo a aplicacdo de uma concentragcdo conhecida, mantendo o processo
de produgé&o do alimento mais controlado (Lynch et al., 2018).

Dentre os polissacarideos, o kefiran, representado na Figura 2, é um
importante metabdlito que pode ser utilizado como aditivo alimentar e agente
gelificante, devido a sua capacidade de formar géis em baixas temperaturas
(Rimada; Abraham, 2006; Zavala et al., 2015). Ainda pode ser utilizado para
producédo de filmes comestiveis, visto que embalagens adequadas podem ser
fabricadas por meio destes filmes, possibilitando uma melhoria na qualidade e
propriedades fisico-quimicas dos alimentos, aumento da vida Uutil e efeitos
promotores de saude (Piermaria et al., 2009, 2011; Zolfi et al., 2015).

O kefiran é um EPS ramificado, soluvel em agua, formado por unidades
iguais de glicose e galactose, encontrado nos graos de kefir. Possui massa
molecular variando de 55 a 10.000 kDa dependendo das condi¢cdes de
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purificacdo e isolamento (Kooiman, 1968; Junior; Vieira; Anjos, 2020). Bactérias
acido-laticas do género Lactobacillus, como Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus parakefir, Lactobacillus kefir e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, sdo responsaveis pela producéo
deste metabdlito que pode ser altamente variavel (Micheli et al., 1999).
Cheirsilp et al. (2018) produziram 0,48 g/L de kefiran utilizando Lactobacillus

kefiranofaciens em condi¢Ges ideais de fonte de carbono e nitrogénio.

Figura 2 - Representacao da estrutura quimica do kefiran
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Fonte: Micheli et al. (1999)

Além dos citados, diferentes tipos de EPS podem ser produzidos pelo
género Leuconostoc. A bioatividade e propriedades tecnoldgicas destes
compostos estdo diretamente relacionadas a cepa e a estrutura quimica
(Zikmanis et al., 2020). Leuconostoc mesenteroides é considerada uma
importante espécie produtora de EPS para a industria de alimentos devido a
sua aplicacdo em produtos fermentados, como vinhos (Kdnig; Unden; Frohlich,
20009).

22



4. Material e Métodos

4.1. Material

Cinco amostras de kefir foram mantidas com a adicdo de leite UHT
integral nos graos de kefir e fermentacdo a temperatura ambiente (+ 25 °C), por
48 h. A bebida fermentada juntamente com os grédos foram armazenados apés
a fermentacao, em refrigeracdo (£ 5 °C) por sete dias e assim sucessivamente,
até o inicio dos experimentos. As amostras foram doadas por consumidores
das cidades de Rio Grande, Pelotas, Sdo Lourenco do Sul e Pinheiro Machado,
gue produzem esse leite fermentado artesanalmente. O pH das amostras

variou entre 3,5 a 4,1.

4.2. Métodos
4.2.1 Isolamento e caracterizacao de bactérias acido-laticas (BAL)

O isolamento de BAL foi realizado a partir dos gréos de kefir e do leite
fermentado das amostras de kefir, conforme metodologia de Vitola et al. (2018),
com adicdo de azida sddica (HiMedia®, Brasil), com o objetivo de inibir a
multiplicacdo de leveduras. A metodologia consistiu em homogeneizar 25 g
e/ou 25 mL de cada amostra de kefir em 225 mL de agua peptonada 0,1%
(HiMedia®, Brasil) em stomacher durante 10 min. Posteriormente, uma aliquota
de 1 mL de cada amostra foi adicionada em 9 mL de agua peptonada 0,1%,
para a realizacédo de diluicdes decimais seriadas até a diluicdo 10“. Entdo, foi
inoculado 0,1 mL de cada diluicdo em placas contendo agar seletivo MRS (De
Man, Rogosa e Sharpe) (Kasvi®, Brasil) e M17 (Himedia®, Brasil), adicionados
de 0,02% de azida sddica (HiMedia®, Brasil) e espalhado com o auxilio de uma
alca de Drigalski. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, por um
periodo de 72 h a 37 °C.

Apés a etapa de incubacdo, foram selecionadas pelo menos 10 coldnias
de cada amostra de kefir, inoculadas em caldo MRS (Kasvi®, Brasil) com
incubacdo de 24 h, que, posteriormente, passaram pelo processo de
purificag@o utilizando dgar MRS e na sequéncia, foram submetidas aos testes
de coloracdo de Gram. O teste de coloragcdo de Gram (Laborclin®, Brasil)

consistiu em corar um esfregaco bacteriano (obtido das colénias crescidas em
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agar), previamente fixado pelo calor em lamina de vidro, com cristal violeta
durante 1 min, seguido de lavagem com agua corrente, adicdo de lugol por 1
min, lavagem com &gua corrente e exposi¢do a solucdo descorante por 20 s.
Posteriormente, o esfregaco foi corado com fucsina pelo periodo de 1 min,
lavado com &gua corrente e seco levemente, a fim de retirar o excesso de
umidade. Por fim, uma gota de 6leo de imerséo foi inserida sobre o esfregaco e
a leitura dos resultados realizada em microscépio 6ptico (aumento de 400X e
1000X) (Holt, 1994).

4.2.2 Avaliacdo dos parametros de seguranca microbioldgica
4.2.2.1 Producédo da enzima catalase

O método para avaliacdo da presenca da enzima catalase nos isolados
compreendeu em adicionar 2 gotas de H202 3% (v/v) (Dindmica®, Brasil) em
lamina de vidro, seguido da adicdo de uma al¢cada do isolado. O resultado foi
observado através da producéo e liberacao de O, caracterizado pela formacgéo
de bolhas, no momento em que as células dos isolados entraram em contato
com o reagente. Com isso, interpretou-se como catalase positiva a liberacdo de
O:2 e, consequentemente, efervescéncia, e como catalase negativa a auséncia

de reagéo, ndo ocorrendo efervescéncia (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 agar DNAse (Acumedia®, Brasil), para
determinacao da producéo da enzima DNAse. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 h, e a leitura dos resultados foi realizada apos a adi¢cdo de solugéo
de acido cloridrico 1N (Dinamica®, Brasil). O resultado positivo para producéo
da enzima foi comprovado através do aparecimento de zonas transparentes ao
redor da col6nia 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 Hemolitica

A presenca de hemolisinas foi determinada a partir da ativagdo de

bactérias acido-laticas em caldo MRS (Kasvi®, Brasil) por 24 h a 37 °C e
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posterior transferéncia dos isolados para agar Tripticase Soy (TSA) (Kasvi®,
Brasil) suplementado, previamente, com 7% de sangue de equino desfibrinado.
Como controle positivo foi utilizado L. monocytogenes ATCC 7644. ApoOs o
periodo de 24 h de incubagdo a 37 °C, a reacdo hemolitica foi avaliada
observando a lise parcial dos glébulos vermelhos (a-hemdlise) através do
aparecimento de zonas verdes ao redor da coldnia dos isolados, e a lise total
(B-hemolise) 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 inoculagéo
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). Apds, os tubos foram incubados a 30 °C por 7 dias
e, ao final deste periodo, os mesmos foram mantidos sob refrigeragdo a 8 °C
por 30 min, o resultado foi observado a partir do estado fisico do meio de
cultivo.

O resultado positivo para a atividade da enzima foi indicado pela
transformac@o do meio do estado sélido para o estado liquido, e o resultado
negativo foi caracterizado pela permanéncia do meio em estado sélido. 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 clinico

A susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi avaliada pelo
método de difusdo em agar, utilizando o meio de cultivo Mueller-Hinton
(Kasvi®, Brasil) (CLSI, 2020). Os antimicrobianos (Laborclin®, Brasil) testados
foram: ampicilina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), clorafenicol (30 ug), eritromicina
(15 pg), gentamicina (10 pg), penicilina G (10 pg), vancomicina (30 ug) e
tetraciclina (30 pg).

Os resultados foram avaliados atraves das medidas dos didametros das

zonas de inibicdo, sendo considerados isolados resistentes (£ 15 mm), com
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sensibilidade intermediaria (16-20 mm) ou sensiveis (= 21 mm), de acordo com
Vikova et al. (2006).

4.2.3 Avaliacdo de propriedades tecnolbgicas
4.2.3.1 Avaliacdo da producéo de exopolissacarideos (EPS)

A capacidade de producdo de EPS pelos isolados foi verificada atravées
do agar CRA (Congo Red Agar), preparado com caldo BHI (Brain Heart
Infusion) (Acumedia®, Brasil) 37 g/L, sacarose (Dinamica®, Brasil) 50 g/L,
agar-agar (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 colonias negras com
uma consisténcia seca e cristalina foram consideradas produtoras de EPS
(Freeman; Falkiner; Keane, 1989). Somente os isolados que apresentaram
resultado positivo nesta avaliacdo, seguiram para as proximas analises.

4.2.3.2 Fermentacéao de carboidratos

O teste foi realizado seguindo a metodologia descrita por Lima et al.
(2009). Os testes de fermentacéo de carboidratos foram preparados utilizando
meio de cultura base, preparado com 10 g/L de &gua peptonada (HiMedia®,
Brasil), 1 g/L de extrato de carne (Kasvi®, Brasil), 5 g/L de NaCl (Dinamica®,
Brasil), 15 g/L de agar-agar (Merck®, Brasil) e 0,02 g/L do indicador de pH
puarpura de bromocresol (Vetec®, Brasil), com adicdo do carboidrato testado
(Dindmica®, Brasil) (glicose, lactose, sacarose, galactose, maltose, manose e
frutose) em uma concentracdo de 10%. Apds incubacdo a 37 °C durante 24 h-
48 h, a leitura do resultado foi verificada pela mudanca de coloracdo para
amarelo, indicando resultado positivo, ou coloracéo vermelho-rosada, indicando
resultado negativo.

A partir da fermentagcdo de carboidratos, os isolados foram avaliados
guanto ao seu perfil homofermentativo ou heterofermentativo. Para isso, os
isolados foram inoculados em tubos contendo meio MRS (Kasvi®, Brasil)
suplementado com 3% de glicose (Dinamica®, Brasil), acrescidos de tubo de
Durham. Apés incubagdo a 37 °C por 24h — 48 h, os isolados que se
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multiplicaram, turvando o caldo, e ndo produziram gas foram caracterizados
como homofermentativos, e os isolados que, além de turvar o caldo tiveram a
capacidade de produzir gas, formando bolhas dentro do tubo de Durham, foram
considerados heterofermentativos.

4.2.4 Andlises moleculares

A extracdo do DNA gendmico 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 cloroférmio
(Synth®, Brasil), etanol absoluto (Synth®, Brasil) e cloreto de so6dio 5M
(Synth®, Brasil). O pellet formado apos a extracao foi lavado com 125 L de
alcool 70% e incubado a 37 °C com eppendorf invertido para secagem. O
armazenamento foi realizado em freezer (-20 °C) ap0s eluicdo do pellet em 35
uL de agua ultra pura e adicdo de 1 uL de RNAse (Invitrogen®, Brasil).
4.2.4.1 Identificacdo de género e espécie

As amostras de DNA dos isolados selecionados foram enviadas a
empresa ACTgene analises moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil) para identificacdo genotipica 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 sequéncias depositadas no GenBank (NCBI BLAST).

4.2.4.2 Identificacdo do gene que codifica EPS

A identificacdo do gene que codifica EPS foi realizada através da
amplificacdo 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 yL green master mix
(Cellco®, Brasil), 2 uL de cada primer, 8,5 uL de agua livre de nucleasse e 2 L
de DNA bacteriano (=20 ng/pL), conforme instrucdo do fabricante do mix
utilizado. O processo consiste nas etapas de incubacéo inicial (94 °C/9 min); 5
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ciclos de: desnaturacao inicial (94 °C/30 s), anelamento (62 °C/30 s) e
extensao (72 °C/30 s); e 35 ciclos de: desnaturacdo (94 °C/30 s), anelamento
(52 °C/30 s), extensdo (72 °C/30 s) e extensdo final (72 °C/10 min). Apés o
procedimento, os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose (Vosough et al. 2022). Streptococcus thermophilus e agua

foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

4.2.5 Producéo, obtencao e quantificacdo de EPS em meio de cultura

A verificagdo da producdo de EPS foi realizada para os isolados que
além de apresentarem o gene de producdo de EPS, também apresentaram
resultado positivo no teste tecnologico citado no item 4.2.3. Para isso, foi
utilizada a metodologia proposta por Dabour et al. (2005) com modificacdes
propostas por Ali et al. (2020) e Lima et al. (2008) em relagdo ao tempo de
exposicdo ao etanol e a concentracdo de acido tricloroacético utilizada. Os
isolados foram cultivados em 500 mL de caldo MRS (Kasvi®, Brasil) e mantidos
a 37 °C por 72 h, sob condicbes anaerdbicas. A obtencédo do EPS produzido foi
realizada ap06s o periodo de incubacdo. Com esse propésito, o frasco foi
colocado em banho-maria a 100 °C por 30 min para inativar as enzimas
endogenas e dispersar o EPS ligado as células. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 5.000 g por 20 min a 4 °C, para separar as células microbianas

bem como as proteinas solidificadas.

Foi adicionado acido tricloroacético (Dinamica®, Brasil) 80% (v/v) na
amostra livre de células, em uma proporcao 1:6 (v/v), para precipitacdo de
proteinas, que foram retiradas através de centrifugacdo a 7.197 g por 35 min a
20 °C. O EPS suspenso no sobrenadante foi precipitado pela adicdo de dois
volumes de etanol (Dinamica®, Brasil) por volume de sobrenadante. E o
conteudo de EPS do sobrenadante, foi coletado via centrifugacéo a 7.197 g por

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

Para realizar a quantificacdo de EPS, o meétodo fenol-acido sulfarico
modificado com glicose como padréo foi utilizado para a determinacéo do teor
de acuUcares totais das amostras. O método consiste em misturar 1 mL da

amostra com 0,5 mL de solugdo aquosa de fenol (Dinamica®, Brasil) a 5% (5
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g/100 mL de agua destilada). Seguido de adicdo de 2,5 mL de &cido sulfarico
(Dindmica®, Brasil) (VI) a 95% (v/v), incubacdo a 20 + 2 °C por 10 min e,
agitacao por 30 s. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 20 min em
banho-maria a 25 °C. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de
onda A=490 nm. Agua destilada foi utilizada como controle de reacgéo (Dubois
et al., 1956).

Dentre os isolados que apresentaram maior producédo de EPS, somente
um foi selecionado para a etapa de avaliagdo dos efeitos das condicbes de

cultivo para producao de EPS.

4.2.6 Avaliacao dos efeitos da concentracdo de inoculo, temperatura e pH na

producao de EPS

Realizada a partir da alteracdo das condi¢cdes de cultivo do isolado em
meio MRS (Kasvi®, Brasil) durante 24 h de fermentagcdo. Os pardmetros
utilizados foram a variacdo da concentragdo do in6culo 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 interacado foram
avaliados utilizando o Planejamento Completo do tipo 22 de acordo com a
Tabela 1le 2.

Tabela 1 - Variaveis e niveis decodificados dos experimentos do Delineamento
Fatorial Completo para avaliacdo da producdo de exopolissacarideos

Niveis decodificados
Variaveis decodificadas

-1 0 +1
X1, concentracao de
. 2,5 3,0 3,5
inoculo (%)
X2, temperatura (°C) 32 36 40
X3, pH 5,0 6,0 7,0

29



Tabela 2 - Variaveis e niveis codificados dos experimentos do Delineamento
Fatorial Completo para avaliacdo da producdo de exopolissacarideos

Niveis e variaveis codificados

Ensaios

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
10

Para obtencdo e quantificacdo do EPS produzido nesta etapa, as

amostras passaram pelo mesmo processo descrito no item 4.2.5.

4.2.7 Otimizacao da producéo de EPS a partir da variacao de pH e temperatura

Realizada a partir da alteracdo das condi¢cdes de cultivo do isolado em
meio MRS (Kasvi®, Brasil) durante 24 h de fermentacdo. Com base nos
resultados obtidos no item 4.2.6, a concentracao de indculo foi fixada em 3% e
os parametros utilizados foram a variacdo da temperatura (30 °C, 36 °C e 42
°C) e pH (4,0, 5,0 e 6,0). Os efeitos principais e de interacdo foram avaliados
utilizando o planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional
(RCCD), com regido quadrada (22), regido estrela (pontos axiais - a) e ponto
central (PC). Os niveis codificados utilizados foram: -1 e 1 na regido 22, -1,41 e
1,41 na regido estrela, e 0 no PC. Foram utilizados quatro a e trés repeti¢coes
auténticas no PC, totalizando 11 experimentos (Tabelas 3 e 4). O numero de
experimentos (N) e a foram estimados utilizando o numero de variaveis
estudadas (k) e o numero de repeticdes no PC, conforme as seguintes

expressdes matematicas:
N=2¥+2*k+PC 1)
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a=4y2x (2)

Apds o desenvolvimento do RCCD, em ordem aleat6ria, a produgéo de
EPS foi avaliada, conforme apresentado no item 4.2.5. O Planejamento
Experimental bem como a resposta foram avaliados no software Design Expert
(verséao 6.0.4) para obter um modelo preditivo univariado, sendo esse modelo
avaliado quanto a significancia da regressao e falta de ajuste por Analise de
Variancia (ANOVA) com 95% de confianca, e a precisdo do modelo foi avaliada
por coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de determinacdo ajustado
(R?%justado). O modelo preditivo foi estimado, conforme a seguinte expressao

matematica:
y =By + ZiBix; + X Byxi + Lic; i Biyxix; t g (3)

Onde y € a resposta ou variavel dependente, x; e x; correspondem a
variavel independente, B,, 8, B; e f; sdo os parametros do modelo de
regresséo, ou coeficientes, e =, 0 erro determinado.

O software Statistica (versao 7.0) foi utilizado para plotar a relacao linear
entre os valores previstos pelo modelo preditivo e os valores observados, além
da superficie de resposta e curvas de contorno. Apos a identificacdo da
condicdo experimental, prevista pelo modelo preditivo como regido 6tima de
trabalho para obtengdo de maxima producdo de EPS, foi realizado a validacao
experimental com trés repeticbes auténticas. O resultado da validacdo e o
previsto pelo modelo, foram avaliados em teste t de Student com 95% de
confianga.

Tabela 3 - Variaveis e niveis decodificados dos experimentos do planejamento
Fatorial do tipo Composto Central Rotacional para avaliacdo da producdo de
exopolissacarideos

Niveis decodificados
Variaveis decodificadas

-1 0 +1
X1, temperatura (°C) 30 36 42
X2, pH 4,0 5,0 6,0
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Tabela 4 - Variaveis e niveis codificados dos experimentos do planejamento
Fatorial do tipo Composto Central Rotacional para avaliacdo da producdo de
exopolissacarideos

Niveis e variaveis codificados

Ensaios 1 %
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 obtencao e quantificacdo do EPS produzido nesta etapa, as amostras

passaram pelo mesmo processo descrito no item 4.2.5.
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5. Resultados e discussao

5.1 Isolamento e caracterizacdo de bactérias acido-laticas (BAL) provenientes
de kefir

A partir do isolamento realizado utilizando os gréos e o leite fermentado
de cinco amostras de kefir de diferentes cidades da regido Sul (RS/Brasil),
foram obtidos 44 isolados. Desses, 41 isolados apresentaram caracteristicas
Gram-Positivas e catalase negativa, resultado importante na caracterizacao de
BAL. Apenas 2 isolados apresentaram caracteristicas Gram-Negativas e um
isolado apresentou resultado positivo para a presenca da enzima catalase e

por esse motivo, foram excluidos do screaning.

De acordo com Xu et al. (2023), o kefir é produzido através da
fermentacdo de bactérias acido-laticas, leveduras e bactérias acéticas, que
atuam em simbiose, formando gréaos elasticos e viscosos com tamanho variavel
(0,5 a 3 cm), forma irregular e que pode apresentar coloragcéo entre branco e
amarelo claro. You et al. (2020) confirmaram a presenca de bactérias e
leveduras nos graos de kefir tibetano através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e realizaram o isolamento e caracterizacdo de trés BAL

utilizando kefir como matriz.

Xu et al. (2023) obtiveram 64 isolados de leveduras e 108 de BAL,
procedentes de seis amostras de kefir chinés, e identificaram as espécies
Lactobacillus helveticus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactococcus lactis e
Saccharomyces cerevisiae. Ja Gong (2018) isolou 22 leveduras e 51 bactérias
acido-laticas de 10 amostras de kefir chinés e identificou espécies de leveduras
como Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae, e especies de
BAL como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus kefir e Lacticaseibacillus

casei.

5.2 Testes de seguranca microbioldgica

Em relacdo aos testes de seguranca empregados, dos 41 isolados
testados, todos apresentaram resultado negativo para a presenca de DNase,
enzima capaz de degradar acido nucleicos (Chaudhuri; Singh, 1992); 40

isolados apresentaram resultado negativo para a presenca de gelatinase,
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enzima capaz de hidrolisar gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros
peptideos bioativos (Thrailkill et al., 2009); 28 isolados apresentaram perfil y-
hemolitico, 12 isolados apresentaram perfil a-hemolitico e apenas um isolado
apresentou perfil B-hemolitico. A hemolisina € uma enzima capaz de lisar
eritrocitos do sangue humano, podendo provocar lise parcial das hemacias (a-
hemolise) ou lise total (B-hemodlise). Quando ndo ha a presenca de hemolisinas,
o isolado é considerado y-hemolitico (Pradhan; Mallappa; Grover, 2020). Sendo
assim, os isolados (2/41) que apresentaram resultado positivo para a presenga
da enzima gelatinase e perfil $-hemolitico foram excluidos do screaning.

Entretanto, no teste de susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico,
apenas 14 isolados foram considerados seguros. Os outros 25 isolados
apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos testados, sendo eles
ampicilina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), clorafenicol (30 ug), eritromicina (15
Hg), gentamicina (10 pg), peniciina G (10 pg), vancomicina (30 pg) e
tetraciclina (30 pug).

Tabela 5 - Analise da susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico dos
isolados de bactérias acido-laticas 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
KLM®6 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

w
S



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: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente

Apesar das BAL serem geralmente consideradas seguras (GRAS), a
avaliacdo do potencial de viruléncia dos microrganismos prospectados é
indispensavel para garantir a seguranca microbiolégica dos isolados,
principalmente se o objetivo for a aplicacdo dos mesmos em produtos
alimenticios (Ferrari et al., 2016).

Santos (2023) investigou a producao das enzimas DNAse, coagulase e
hemolisina em 84 isolados de soro-fermento de queijo. Todos os isolados
apresentaram resultado negativo para DNAse. A atividade hemolitica foi
constatada em 40,45% dos isolados, sendo 5,95% considerados (3-hemoliticos
(lise total das hemacias) e 34,5% considerados a-hemoliticos (lise parcial das
hemacias). Os demais 59,5% nado apresentaram perfil hemolitico. Resultados
gue corroboram com os obtidos no presente estudo, visto que nao foi
observada a presenca da enzima DNAse e 68,3% apresentaram perfil y-
hemolitico, 29,3% apresentaram perfil a-hemolitico e 2,4% apresentaram perfil
B-hemolitico.

A hemodlise é um fator de viruléncia comumente encontrada em
patdégenos, entretanto a a-hemdlise ndo é considerada um risco, pois ocorre
através da reacdo do peroxido de hidrogénio, produzido pela bactéria, com a
hemoglobina, oxidando-a em metemoglobina verde, cor caracteristica do perfil
a-hemolitico (Pradhan; Mallappa; Grover, 2020).

Lima; Carbonera; Helbig (2022) avaliaram o perfil de expresséo de
viruléncia fenotipica de 73 isolados de BAL provenientes de gueijos artesanais
e obtiveram resultado negativo para a presenca da enzima gelatinase, o que se
assemelha ao resultado obtido no presente estudo, pois 97,6% (40/41)
apresentaram resultado negativo para a presenca desta enzima.

A avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos se faz necessaria devido a
preocupacdo acerca da troca de material genético entre espécies,
especialmente quando se trata de bactérias patogénicas. No entanto, essa

resisténcia pode ser intrinseca, expressa cromossomicamente e nao
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transferivel, ou adquirida através de (i) mutagbes no genoma bacteriano; (ii)
transferéncia de genes de resisténcia de plasmideos ou outros elementos
moveis. A resisténcia intrinseca ndo € preocupante, pois ndo € transferivel para
outros microrganismos, entretanto, a resisténcia adquirida € considerada um
fator de risco pois pode ser disseminada entre bactérias, e tornar resistente,
uma bactéria que normalmente seria susceptivel a determinado antimicrobiano
(Bernardeau et al., 2008; Pradhan; Mallappa; Grover, 2020).

As BAL possuem resisténcia intrinseca a vancomicina e a gentamicina,
caracteristica intransferivel entre espécies. Esta resisténcia pode ser atribuida
a presenca de enzimas relacionadas a d-alanina-d-alanina ligase, pois
impedem a ligacdo da vancomicina na extremidade citoplasmatica de suas
paredes celulares ou a auséncia de transporte de elétrons pelo citocromo, que
permite a captacdo do antimicrobiano (Talib et al., 2019; Tokatli et al., 2015).

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

~

resisténcia a antimicrobianos. Todos os isolados avaliados apresentaram
resisténcia a vancomicina e a gentamicina e susceptibilidade a ampicilina,
tetraciclina e penicilina. Resultado que corrobora com os resultados
apresentados na Tabela 5.

5.3 Testes tecnoldgicos
5.3.1 Avaliacéo da producéo de exopolissacarideos (EPS)

A avaliagdo da produgéo de EPS foi realizada para os 14 isolados
considerados seguros microbiologicamente. A producao de EPS foi observada
em 57,1% (8/14) dos isolados testados, onde o resultado positivo foi

considerado pelo aparecimento de colénias negras e opacas, conforme Figura
3.
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Figura 3 - Avaliacdo fenotipica da producdo de exopolissacarideos de isolado
de bactéria acido-latica de kefir

-

Fonte: O autor, 2023

Um estudo realizado por Vousough et al. (2022) avaliou a capacidade de
producédo de EPS de 143 isolados de BAL de kishk, produto lacteo popular na
culinaria 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 sdo 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 sintese desses metabdlitos depende da cepa
utilizada e também das condi¢cdes de cultivo empregadas como composicao do
meio, pH, temperatura e tempo de incubacéo (Patel et al., 2012; Vosough et al.
2022).

5.3.2 Fermentacédo de carboidratos

O teste de fermentacao 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 fermentacéo de carboidratos.
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Tabela 6 - Teste de fermentacdo de carboidratos em isolados de bactérias
acido-laticas 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 nao foi capaz de utilizar, como fonte de
carbono, a lactose suplementada no meio de cultivo. Enquanto que, o isolado
KLM2 néo foi capaz de fermentar os carboidratos maltose e galactose. Em
relacdo a producéo de gas, somente o isolado KPP1 ndo 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 fermentagdo de
carboidratos de 11 espécies isoladas de leite cru, e encontraram que parte das
espécies analisadas (3 e 5) ndo foram capazes de fermentar a maltose e
galactose, respectivamente. Da mesma forma, parte dos isolados (45%)
apresentaram perfil homofermentativo, caracterizado pela producdo de &cido
lactico como produto principal da fermentacgéo, e o restante (55%) apresentou

perfil heterofermentativo, caracterizado pela producao de &cido lactico, etanol e
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CO2, observado pela turvacdo do meio e producdo de gas no interior de tubos

de Durhan.

Figura 7- Fermentagdo de carboidratos (A) e producdo de gas pela
fermentacdo de glicose (B), dos isolados de bactérias acido-laticas de kefir

Fonte: O autor, 2023

Sabe-se que a sintese de compostos de interesse, como EPS, é
influenciada por condi¢cbes de cultivo como fonte de carbono, temperatura e
pH, que interferem tanto no rendimento quanto na composi¢cdo quimica desses
metabdlitos (Vuyst; Degeest, 1999; Ruas-Madiedo; Salazar; Clar, 2009). Com
isso, € importante salientar que a fonte de carbono considerada mais eficiente
para a producdo de EPS dependera do isolado de BAL utilizado. Em estudo
realizado por Grandi (2010), a maior producdo de EPS por Lactobacillus
helveticus foi observada utilizando frutose. Ja Degeest; Vuyst (2000) obtiveram
maior rendimento de EPS utilizando lactose para culturas de Streptococcus
thermophilus LYO3.

Do ponto de vista tecnoldgico, os testes de fermentacdo de carboidratos
e producédo de gas pela fermentacdo da glicose, sdo importantes visando a
aplicacdo desses isolados na producdo de alimentos, pois afetam as
caracteristicas do produto final, e direcionam a prospeccdo de novos produtos
a partir destas caracteristicas.
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5.4 Avaliacdo genotipica
5.4.1 Identificacdo de género e espécie dos isolados de BAL

Na Tabela 7 € possivel observar os resultados obtidos na identificagédo
molecular a partir do sequenciamento do gene 16S do rDNA dos isolados de

BAL, provenientes de diferentes amostras de kefir, e comparagdo com 0s
dados depositados no GenBank (NCBI BLAST).

Tabela 7 - ldentificagdo molecular dos isolados de bactérias acido-laticas
provenientes de kefir

N L Grau de Cddigo de

Isolado Género e espécie L

similaridade acesso

KPP1 Pediococcus pentosaceus 89,10% NC_008525.1

KLM1 Leuconostoc 97,20% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLM2 Leuconostoc 96,76% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLM3 Leuconostoc 97,67% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLM4 Leuconostoc 97,67% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLMS5 Leuconostoc 97,67% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLM6 Leuconostoc 97,21% NZ_CP028251.1
mesenteroides

KLM7 Leuconostoc 97,66% NZ_CP028251.1

mesenteroides

O isolado KPP1 foi identificado como Pediococcus pentosaceus sob
cbdigo de acesso NC_008525.1, com grau de similaridade de 89,10%. Ja os
demais isolados foram identificados como Leuconostoc mesenteroides sob
cédigo 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. J4 You et
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al. (2020) encontraram espécies como Lactobacillus helveticus, Lactococcus
lactis subsp. lactis e Lactobacillus pentosus utilizando kefir como matriz para
prospeccdo 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 género Leuconostoc sao heterofermentativas e produzem
acido lactico a partir da utilizacdo de lactose e citrato. Na industria de
alimentos, a espécie Leuconostoc mesenteroides € comumente utlizada como
cultura iniciadora na fermentacéo de produtos como manteiga e creme, visando
a producao de compostos como diacetil, acetoina 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 caracteristicas

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

Leuconostoc mesenteroides € também responsavel por sintetizar
dextrana, um exopolissacarideo de extrema importancia para uso médico e
industrial, capaz de incorporar grandes quantidades de agua e formar hidrogéis
(Diaz-Montes, 2021).

Enquanto que, estirpes do género Pediococcus sao usualmente
homofermentativas, podem produzir bacteriocinas e s&o utilizadas como
culturas iniciadoras na fermentacdo de embutidos carneos. Além disso, ha
estudos que indicam que a espécie Pediococcus pentosaceus pode ser
utilizada como bioconservante para alimentos, bem como atuar como

probidtico, oferencendo beneficios a saude do consumidor (Jiang et al., 2021).

5.4.2 Identificagdo do gene que codifica a produgéao de EPS

Os resultados da Reacéo 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 producdo de EPS em todos os isolados

testados.
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Figura 8 — Fotografia do gel de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene
gue codifica a producéo de exopolissacarideos em isolados de bactérias acido-
laticas de kefir (n=8)

M 1 2 3 4 5 6 . 8 CP CN CR M

M: Marcador; 1. KPP1; 2: KLM1; 3: KLM2; 4: KLM3; 5. KLM4; 6: KLM5; 7: KLMS6;
8: KLM7; CP: Controle positivo (Streptococcus thermophilus); CN: Controle negativo
(Staphylococcus epidermidis); CR: Controle de reacao (4gua)

O gene priming-GT codifica a enzima glicosil transferase, que é
responsavel por catalisar a transferéncia da primeira unidade de acucar para
uma molécula transportadora lipofilica ancorada na membrana celular para
producdo de EPS. Portanto, sabe-se que este gene desempenha um papel
essencial na producao de EPS, dado que foi confirmado pela ndo produgéo de
EPS apés mutacdes nestes genes (Vosough et al., 2022; Lebeer et al., 2009;
Harutoshi, 2013).

Vosough et al. (2022) avaliaram a presenca 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 presenca do
gene priming-GT em Streptococcus thermophilus isolado de leite cru.

5.5 Produgéao e quantificagéo de EPS

Os resultados obtidos para producédo de EPS a 37 °C durante o periodo
de 72 h de fermentacéo pelos 8 isolados em estudo estdo apresentados na
Tabela 8. A fermentacéo foi realizada em duplicata.

Tabela 8 - Producao de exopolissacarideos (EPS) pelos isolados de bactérias
acido-laticas de kefir (n=8) em caldo MRS por 72 h a 37 °C

Concentragéao de EPS (g/L)

Isolado .
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
KLMS 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 padréao

A producéo de EPS variou entre 0,239 g/L a 0,410 g/L. Os isolados que
apresentaram maior producdo de EPS foram KLM6, KLM7 e KLM5 produzindo
0,410 g/L, 0,374 g/L e 0,323 ¢/L, respectivamente. Comparando com a
literatura, a maior concentracdo de EPS obtida por You et al. (2020) foi de
0,185 g/L, utilizando uma cepa de Lactobacillus pentosus em matriz lactea,
durante 24 h.

Em estudo conduzido por Islam et al. (2021) foi avaliado as propriedades
tecnoldgicas de isolados de leite cru apds 72 h de fermentacédo a 37°C. Dentre
as espécies estudadas estavam Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum e Pediococcus
pentosaceus com producdo 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 producéo 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 tecnolégicas apresentadas, sendo eles a
regulacdo génica, a atividade enzimatica e a adaptacéo aos diferentes meios e
condicbes 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 Avaliacdo dos efeitos da concentracdo de indculo, temperatura e pH na

producao de EPS

O isolado KLM6 foi selecionado para a avaliacdo dos efeitos da

concentracdo de indculo, temperatura e pH, pois apresentou a maior producéo

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

possivel observar os valores reais e codificados das variaveis independentes e

os resultados para producao de EPS de cada ensaio.

Tabela 9 — Producdo de exopolissacarideos (EPS) a partir da variacdo da
concentracdo de inéculo, temperatura e pH pelo isolado KLM6 de bactéria

acido-latica de kefir

. Conc.er]tragéo Temperatura
Ensaio de inéculo °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 possivel avaliar os

efeitos principais e de interacdo (Figura 9) das variaveis analisadas através do

Planejamento Completo do tipo 2.
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Figura 9 — Efeitos das variaveis avaliadas para produgéo de exopolissacarideos
pelo isolado KLM6 de bactérias acido-laticas de kefir

Porcentagem Efeitos
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(1) concentracdo de indculo; (2) temperatura; (3) pH; (4) interacdo entre concentracdo de
in6culo e temperatura; (5) interagdo entre concentragdo de indculo e pH; (6) interac@o entre
temperatura e pH; (7) interacdo entre concentracéo de inéculo, temperatura e pH.

Na Figura 9 é possivel observar que somente o pH apresentou efeito
positivo (~ 90%) sobre a producdo de EPS. A interacdo entre concentracéo de
in6culo e temperatura apresentou um efeito de 5,7%, o que ndo é considerado
suficiente, entretanto é possivel que esse efeito seja aumentado pela

modificacdo dos valores das variaveis em questao.

O delineamento indicou que a producédo de EPS aumenta conforme o pH
€ diminuido, porém nao foi possivel obter essa informagdo para as demais
varidveis estudadas, pois a variagdo entre os valores utilizados foi muito
pequena, o que resultou em um efeito proximo de zero sobre a producédo do
metabdlito de interesse. Baseado nos efeitos principais e de interacdo obtidos,
foi possivel definir o intervalo mais adequado para as variaveis temperatura e
pH a ser utlizado na etapa de otimizagéo visando o aumento da producao de
EPS.

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

de EPS por um isolado de Enterococcus utilizando temperatura de 40 °C e

45



ajuste do pH em 4,5 na etapa de otimizacdo, obtendo uma concentracdo de
3,19 g/L de EPS. Enquanto que, Jiang et al. (2022) otimizaram a producdo do
metabdlito por um isolado de Lactiplantibacillus pentosus utilizando pH inicial
de 6,28, tempo de fermentacdo de 35,7 h e concentragdo de indculo de 3,8%,
obtendo concentracdo de 1,4 g/L de EPS. O que demonstra ser possivel, a

otimizacao da producéo de EPS, através das variaveis avaliadas neste estudo.

Na Tabela 10 é possivel observar os valores reais e codificados das
variaveis independentes e os resultados para producéo de EPS de cada ensaio
na etapa de otimizacdo, obtendo uma concentracdo de EPS maxima 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 — Producédo de exopolissacarideos (EPS) a partir da variacdo da
temperatura e pH pelo isolado KLM6 de bactéria acido-latica de kefir utilizando
planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional.

Temperatura

Ensaio °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 possivel avaliar os

efeitos principais e de interacdo (Figura 10) das varidveis analisadas de acordo
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com a superficie de resposta e contorno utilizando Planejamento Fatorial do

tipo Composto Central Rotacional.

Para isso, foi obtido um modelo quadratico de regressao significativo, o
valor critico Fs5 (5,05) € menor que o valor F obtido (6,50), conforme a ANOVA
(p=0,03) (Tabela 11). Além disso, o coeficiente quadratico para o fator
temperatura e o coeficiente da interacdo entre pH e temperatura do modelo
guadratico de regressdo foram significativos (p=0,008 e p=0,025,
respectivamente). O modelo apresentou falta de ajuste, sendo o valor critico de
Fs3 (5,41) menor que o valor F obtido (63,16), conforme a ANOVA (p=0,016).
Portanto, a regido experimental prevista pelo modelo quadratico apresentara
uma resposta divergente do valor real. Entretanto, seus residuos podem ser
considerados aleatorios (homocedasticos), sendo possivel o0 seu uso para
realizar previsdes do contetudo de EPS.

Tabela 11 - Andlise de Variancia do modelo quadratico de regressdo para
prever o conteldo de exopolissacarideos (EPS).

Fator SQ GL MQ Valor F Valor p
Modelo 0,427 5 0,085 6,504 0,030
pH 0,021 1 0,021 161 0,259
Temperatura 0,036 1 0,036 2,76 0,158
pH?2 0,039 1 0,039 2,98 0,145
Temperatura? 0,24 1 0,24 17,92 0,008
pH*Temperatura 0,13 1 0,13 9,98 0,025
Residuo 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 quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

O modelo quadratico de regressdo apresenta R?=0,8667 e
RZ3justado=0,7335, indicando que o contetido de EPS produzido e o contelido de
EPS previsto pelo modelo apresentam desvio de linearidade (Figura 10),
corroborando com a falta de ajuste (Tabela 11). Considerando apenas o0s
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coeficientes significativos e 0s seus erros previstos, foi obtido o seguinte

modelo quadratico de regressao preditivo conforme equacao (4):

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

Figura 10 - Relacéo linear entre os valores previstos pelo modelo de regressao

guadratico e os valores observados de exopolissacarideos (EPS).
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Este modelo quadratico foi utilizado para plotar uma superficie de
resposta (Figura 11a) e suas respectivas curvas de contorno (Figura 11b). A
superficie de resposta apresenta concavidade crescente em relacdo ao
conteudo de EPS observado, havendo uma dependéncia em relacdo as
variacbes na escala de pH e temperatura. A combinacédo desses dois fatores
indicou que sob condi¢gBes adversas ou deletérias, o isolado produz EPS.

Figura 11 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para o
Planejamento Fatorial do tipo Composto Central Rotacional de producdo de
exopolissacarideos (EPS).
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Considerando que o isolado KLM6 pode ser inativado em elevadas
temperaturas, o modelo quadratico preditivo foi utilizado para obter uma regiédo
experimental de maxima producéo 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 regiao experimental em pH 4,0 e temperatura de
30 °C, para se obter 0,79 g/L de EPS.

A validacdo consistiu em testar a regido experimental com réplicas
auténticas e quantificar o contetdo de EPS, obtendo-se 0,86 + 0,03 g/L de EPS
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(CVv=3,05%). Esse resultado apresentou diferenca significativa conforme o
teste t de Student (p=<0,05), confirmando a falta de ajuste do modelo quadratico.
Entretanto, apresar da divergéncia entre o valor previsto e o valor observado de
EPS, o resultado foi préximo e indica que o modelo pode ser utilizado.

Os resultados provenientes da etapa de otimizacdo indicaram um
aumento na producao de EPS, em funcdo da assossiacdo dos parametros pH e
temperatura, 0 que aponta que o estresse ambiental pode ser utilizado como

propulsor para o aumento da concentracdo de EPS obtido.

O rendimento da producéo 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 tecnolégicas apresentadas, sendo eles a
regulacdo génica, a atividade enzimatica e a adaptacéo aos diferentes meios e

condicdes de cultivo.

Com diferentes condi¢des, Oleksy-Sobczaky et al. (2020) observaram
gue o pH levemente &cido (~5,7) e temperatura branda (~25 °C) favoreceram a
sintese de EPS por cepas de L. rhamnosus, alcangando concentragdo maxima
de 0,95 g/L de EPS. Essas condi¢cdes sdo semelhantes as utilizadas na
validacdo da otimizacdo deste estudo, obtendo uma concentracéo 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 a concentracdo maxima atingida (0,841 g/L). Por
outro lado, ao otimizar a producdo de EPS pela mesma espécie L.
mesenteroides, mas com condi¢cdes que variaram em temperatura (30-37 °C),
tempo de fermentacdo (18-48 h) e concentracdo de in6culo (1%), ndo foi
observada diferenca na producdo do mesmo, entre as cepas (Derdak et al.,
2022). Portanto, os resultados obtidos reforcam a importancia das condicdes
de cultivo para assegurar uma producdo de EPS considerada economicamente

e tecnologicamente viavel.
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6. Concluséao

O kefir € um leite fermentado, cujo consumo traz beneficios a saude, que
podem estar relacionados aos microrganismos presentes no produto, como
bactérias acido-laticas, bactérias acéticas e leveduras, e também aos
metabdlitos gerados durante a fermentacdo. Sabe-se que fatores como a
origem dos grdos, 0os métodos de processamento e as condi¢cbes de

armazenamento podem influenciar na microbiota complexa dos grédos de kefir.

No presente estudo, 5 amostras de kefir procedentes da regiao Sul
foram obtidas para prospectar bactérias acido-laticas com potencial tecnoldgico
de producdo de exopolissacarideos. Com o screnning realizado, 41 isolados
apresentaram caracteristicas Gram-Positivas e catalase negativa. Destes,
somente 14 isolados apresentaram resultados satisfatorios quanto aos testes
de seguranca empregados e a capacidade de producao de exopolissacarideos

foi observada em 8 isolados, que foram identificados molecularmente.

Assim, o kefir pode ser considerado uma importante matriz alimentar
para isolar bactérias acido-laticas com potencial de producdo de
exopolissacarideos, no entanto observa-se que 65,8% dos isolados
apresentaram fatores de viruléncia em pelo menos um dos testes de
seguranca, 0 que € preocupante devido aos riscos que a presenca das
enzimas DNAse, gelatinase e hemolisina podem causar a saude humana. Além

dos problemas relacionados a transferéncia de genes de resisténcia a

antimicrobianos de uso clinico entre espécies.

O isolado KLMS6, identificado como Leuconostoc mesenteroides, foi
escolhido para a etapa de avaliagcdo dos efeitos da concentracdo de inoculo,
pH e temperatura sobre a producéo de exopolissacarideos devido a sua maior
capacidade de sintetizar este metabdlito em comparacdo com os demais
isolados testados. Caracteristica considerada importante em virtude de
propiciar propriedades reoldgicas e sensoriais fundamentais para aplicacdo em
alimentos lacteos fermentados. Dentre as variaveis avaliadas no delineamento
fatorial completo (2%) aplicado, apenas o pH apresentou efeito representativo

na producdo de exopolissacarideos (efeito de 90%). A partir destes resultados,
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foi realizada uma etapa de otimizacdo das condi¢cbes de cultivo, utilizando
planejamento fatorial do tipo composto central rotacional, visando aumentar o
rendimento desses compostos de interesse. Objetivo este que foi alcancado de
acordo com a superficie de resposta e contorno que indicaram um aumento de
rendimento de exopolissacarideos com reducdo de pH e aumento de
temperatura com concentracdo de indculo fixa em 3% durante o processo
fermentativo, obtendo uma concentracdo maxima de 0,841 g/L. Com isso,
pode-se concluir que o estresse ambiental pode ser utilizado a fim de aumentar
o rendimento de exopolissacarideos, possibilitando desta forma, sua aplicagéo

futura de forma eficiente na indUstria de alimentos.
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