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RESUMO

Os graos de kefir sdo caracterizados por uma matriz exopolissacaridica na qual se insere uma
complexa comunidade de bactérias e leveduras. A atividade destes micro-organismos
caracteriza os gréos de kefir e as bebidas por eles fermentadas, apresentando assim diversas
aplicacdes para a industria de alimentos. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade microbiologica e fisico-quimica de kefir; a atividade bioldgica da bebida, de
Lactobacillus spp. isolados de diferentes grdos e de exopolissacarideos. Nos graos de kefir de
leite e de 4gua acucarada, as bactérias e leveduras se apresentaram distribuidas na superficie e
no interior dos mesmos. As amostras de kefir de leite possuem contagem de BAL superior a
10’UFC/mL durante os 28 dias de armazenamento e apresentaram composi¢do quimica
conforme preconizado pela legislagdo. De modo geral, as amostras de kefir de agua possuem
contagem de BAL superior a 10’'UFC/mL, diminuindo durante o armazenamento com 28 dias.
As bebidas apresentam atividade antagonista, in vitro, contra Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Listeria monocytogenes (ATCC15313), Shigella flexneri
(ATCC 12022), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (ATCC14028), em &4gar MRS. A producédo de EPS foi verificada em diferentes
condicdes de crescimento por Lactobacillus spp. e extraidos diretamente de graos de kefir de
leite ou &gua acucarada. Estes possuem composicdo quimica e organizacao estrutural primaria
diversa. Lactobacillus spp. isolados de gréos de kefir sdo capazes de antagonizar a invasdo, mas
ndo a adesdo de S. Enteritidis in vitro, evidenciando potenciais propriedades probidticas. EPS
produzidos por lactobacilos isolados de graos de kefir e extraidos de grdos de kefir de agua
acucarada e de leite sdo capazes de exercer um efeito antagbnico in vitro contra a adesdo de
Salmonella em células Caco-2/TC-7. A anélise de metatranscriptdmica mostrou que as espécies
bacterianas mais ativas no kefir de leite de Curitiba (KLCU) foram L. mesenteroides (61,93%),
L. kefiranofaciens (3,86%), Yarrowia lipolytica (9,43%) e Saccharomyces cerevisiae (9,43%);
de Salvador (KLSA) L. mesenteroides (41,65%), L. kefiranofaciens (20,78%), Yarrowia
lipolytica (10,21%) e Saccharomyces cerevisiae (1,70%); no kefir de agua de Curitiba (KACU)
Oenococcus kitaharae (12,76%), Gluconobacter oxydans (7,77%) e Saccharomyces cerevisiae
(66,45%); de Salvador (KASA), Oenococcus kitaharae (14,69%), Gluconobacter oxydans
(4,42%) e Saccharomyces cerevisiae (72,9%). Genes transcritos da enzima glicosiltransferase,

envolvida na sintese de homopolissacarideo de glicose, foram encontrados nas amostras KACU



e KASA. Enquanto 0s genes transcritos das enzimas B-galactosidase, fosfoglucomutase, UDP-
glicose pirofosforilase, galactose-4-epimerase e UDP-galactose-4-epimerase, envolvidas na
sintese de hetepolissacarideo de glicose e galactose, foram encontrados nas amostras KLCU e
KLSA.

Palavras chave: Kefir, lactobacilos, exopolissacarideos, caracterizacdo



ABSTRACT

Kefir grains are characterized by an exopolysaccharide matrix in which is inserted a complex
community of bacteria and yeast. The activity of these microorganisms characterizes kefir
grains and drinks they ferment, presenting, in that manner, several applications for the food
industry. Thus, the objective of this study was to evaluate the microbiological quality and
physicochemical properties of kefir; the biological activity of the beverage and of Lactobacillus
spp. isolated from different grains and exopolysaccharides. In milk and water kefir, bacteria
and yeasts are distributed on the surface and inside its grain. Milk kefir samples have LAB
count greater than 10” CFU/mL during 28 days of storage and showed chemical composition in
accordance with national and international legislations. In general, water kefir samples have
LAB counts above 10" CFU/mL. However, this may decrease during 28 days’ storage.
Beverages show antagonistic activity in vitro against Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Listeria monocytogenes (ATCC15313), Shigella flexneri
(ATCC 12022), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) and Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (ATCC14028) in MRS agar. The production of EPS was observed in different
growth conditions of Lactobacillus spp. and was directly extracted from milk or water kefir
grains. These EPS have a diverse chemical composition and primary structural organization.
Lactobacillus spp. isolated from kefir grains are capable of antagonizing the invasion but not
the adhesion of S. Enteritidis in vitro, indicating potential probiotic properties. EPS produced
by lactobacilli isolated from kefir grains and extracted from water and milk kefir grains are able
to exert an antagonistic effect in vitro against Salmonella adhesion to Caco?2 cells/TC-7. The
metatranscriptomica analysis showed that the most active bacterial species in Curitiba milk
kefir (KLCU) were L. mesenteroides (61,93%), L kefiranofaciens (3,86%), Yarrowia lipolytica
(9,43%) and Saccharomyces cerevisiae (3,41%); Salvador (KLSA) L. mesenteroides (4,65%),
L. kefiranofaciens (20,78%), Yarrowia lipolytica (10.21%) and Saccharomyces cerevisiae
(1,70%); the water kefir Curitiba (KACU) Oenococcus kitaharae (12,76%), Gluconobacter
oxydans (7,77%) and Saccharomyces cerevisiae (66,45%); Salvador (KASA), Oenococcus
kitaharae (14,69%), Gluconobacter oxydans (4,42%) and Saccharomyces cerevisiae (72,9%).
Transcribed genes of glycosyltransferase enzyme involved in the synthesis of glucose

homopolysaccharide were found in KACU and KASA samples. While transcribed genes of f3-



galactosidase enzymes, phosphoglucomutase, UDP-glucose pyrophosphorylase, galactose-4-
epimerase and UDP-galactose-4-epimerase involved in the synthesis hetepolissacarideo glucose
and galactose, were found in KLCU and KLSA samples.

Keywords: Kefir, lactobacilli, exopolysaccharides, characterization



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - BiosSintese d0 UeXEraN0. .........cciveieiieiiieie e ese s se e sre e sae e e e sne e 32

Figura 2 - Representagdo esquematica de vias envolvidas no catabolismo de lactose (superior
esquerdo e direito) e biossintese de exopolissacarideos (inferior direito) por Lactococcus lactis
fermentadora de lactose (lactose transportada pelo sistema fosfoenoltransferase lactose
especifico) e em Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
ambas ndo fermentadoras de galactose (lactose transportada através do sistema de transporte
secundario antiporte 1actoSe/galactOSse). ........cviiieiririieerer e 33

Figura 3 - Modelo para a biossintese de heteropolissacarideos em Lactococcus lactis subsp.

=T £SO SPPORP RO PR TRPRR 35
Figura 4 — Fluxograma do processamento de bebidas fermentadas. ...........ccccceoevenereicnnnnnnn. 42
Figura 5 - Extragdo de exopolissacarideos de graos de kefir de leite de Salvador..................... 48

Figura 6 - Graos de kefir de leite, a esquerda, e de adgua acucarada, a direita, originados da
CIAAAE 0B SAIVAUON . .....cveeee ettt et e ettt b b ne e 55

Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura da porgdo externa e interna de gréos de kefir de
Lo Lo (oI =T 1 | ST URUSRRTSRPR 58

Figura 8 - Microscopia eletrdnica de varredura de grdos de kefir de leite do Brasil.................. 59
Figura 9 - Microscopia eletrdnica de varredura de graos de kefir de agua acucarada do Brasil.60
Figura 10 - Microscopia eletronica de transmissdo de gréos de kefir de leite do Brasil. .......... 61

Figura 11 - Microscopia eletronica de transmissao de graos de kefir de leite do Brasil, KLCU e

KLSA, FESPECLIVAMENTE. ... .eiiiieiiie ettt ettt e e e be e anb e e s beeasreesaeeanbeesnneasaeas 62

Figura 12 — Micro-organismos metabolicamente ativos em graos de kefir de leite do Brasil, por

microscopia eletronica de tranSMISSAOD. .......cceiereriiriireiiei et e 63

Figura 13 - Microscopia eletronica de transmisséo de gréos de kefir de leite do Brasil. Presenca

da camada S (cinza claro) em 1actobaCIOS. ........ccveiiieiiie i 65

Figura 14 - Producdo de exopolissacarideos em diferentes fontes de carboidratos (SMRS —
sacarose 8% p/v; MRS — glicose 2% p/v; IMRS — actose 5% P/V). ...cccveveiiveiiiieieeie e 79


file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755587
file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755587

Figura 15 — Perfil de corrida na cromatografia de camada delgada de padrbes de glicose e
galactose e de amostras de exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus spp. isolados de
GrA0S AE KETIT. .ottt b ettt e bbbt 82

Figura 16 — Perfil de corrida na cromatografia de camada delgada de padrbes de glicose e

galactose de exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus spp. isolados de gréos de kefir.83
Figura 17 - Espectros de IHRMN do EPS extraido de gréo de kefir de &gua de Salvador........ 87

Figura 18 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis aderida em
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) na presenc¢a ou ndo de Lactobacillus spp.
1SO1ATA0S T8 KETIN. ...ttt b nbe b e e eneas 92

Figura 19 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis aderidas em
células Caco-TC7 previamente incubadas ou ndo (CTL) com EPS produzidos por Lactobacillus
spp. (10P, 18P, 11P3, 1Z, 10P2, 19U e 17P2) isolados de grdos de kefir ou extraidos de grédos
de 4gua (KACU e KASA) e de leite (KLCU e KLSA). * (P < 0,05) ** (P < 0,01) *** (P <

Figura 20 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis invadindo
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) ou ndo (CTL) com Lactobacillus 10P,
10P2, 18P: L satsumensis; 11P3 e 17P2: L. perolens; 19U: L. mali. *** (P <0,001) ............... 93

Figura 21 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis invadindo
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) ou ndo (CTL) com EPS produzido por
Lactobacillus spp. (L. satsumensis (10P, 10P2 e 18P); L. perolens (11P3 e 17P2); L. mali
(19U)); L. diolivorans (1Z) ou extraidos de gréos de kefir de agua (KACU e KASA) e de leite
(KLSA). ottt ettt b bbb b et e s e bbb et et et Re et et a s b et et ene e r et e erenre s 93

Figura 22 - Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de leite de Curitiba
(I U TSRS 96

Figura 23 - Abundéancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas no kefir de leite de
CUNTIDA (KLCU). .ot b ettt b bbb enes 100

Figura 24 - Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de leite de Salvador
(LSA). etttk ekt b R bbb R ekt b Rt b ekttt et 101


file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755588
file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755588
file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755588
file:///C:/Users/Camila/Desktop/Qualificação/TESE%20FINAL.doc%23_Toc458755590

Figura 25 - Abundéancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas no kefir de leite de
T AV o o g (S S SO PRRR 103

Figura 26 - Abundancia relativa (%) de espécie bacterianas ativas no kefir de agua de Curitiba
(KACU). 1ttt b bbbt e Rt b et et st e s e et et e se e b e nbe e e reebe e 105

Figura 27 - Abundancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas na bebida fermentada de
agua com acucar de Curitiba (KACU). ..o 107

Figura 28 - Abundéancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de agua de Salvador

Figura 30 - Regressédo linear correspondente ao logaritmo dos pesos moleculares dos padrbes
de dextranos em funcdo do tempo de retencdo analisados por cromatografia liquida de alta

B BNICIA. .ot e e ——— e e e e e e e ——————aaaaaa 128

Figura 31 - Exemplo de uma das curvas padrfes utilizadas na determinacdo de residuos de
O 0 (] - VRSSO 129

Figura 32 - Exemplo de uma das curvas padrdes utilizadas na determinacao da concentracdo de

CANDOTAIALOS. ...ttt e ettt e e e e et e ettt e e e e e e e e et ee e e e e e e e ————aaaaeaaaaa 129

Figura 33 — Cromatogramas correspondentes a pesquisa de polissacarideos obtidos a partir de
bebidas fermentadas por grdos de kefir de Curitiba e Salvador, cultivados em agua com agucar

MNASCAVO € LBIEE. .ottt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeees 132

Figura 34 — Cromatogramas correspondentes a determinacdo das massas moleculares de

exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus e extraidos de gréos de kefir.........c............ 135

Figura 35 - Espectros de *HRMN do EPS produzido por L. diolivorans. Os valores expressos
sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (9) e a intensidade expressa pela

area (abaiXo dO SINAI).........coiiiiiiee et 135

Figura 36 - Espectros de 'HRMN do EPS produzido por L. satsumensis 10P. Os valores
expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta () e a intensidade

expressa pela area (abaixo do SINAL). ......coviiiiiciice e 136



Figura 37 - Espectros de *HRMN do EPS produzido por L. perolens 11P3. Os valores
expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (8) e a intensidade

expressa pela area (abaixo do SINAI). ..o 136

Figura 38 - Espectros de tHRMN do EPS produzido por L. mali 19U. Os valores expressos sao
referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (3) e a intensidade expressa pela area
(ADAIXO O SINAL. ..t ae s 137

Figura 39 - Espectros de *HRMN do EPS extraido de grdo de kefir de agua de Curitiba. Os
valores expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (8) e a

intensidade expressa pela area (abaixo do Sinal). .........ccccceeiieiiiiiii e 137

Figura 40 - Espectros de *HRMN do EPS extraido de grdo de kefir de leite de Salvador. Os
valores expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta () e a

intensidade expressa pela area (abaixo do Sinal). .........cccccevieiiiicii e 138

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Origens dos grdos de kefir cultivados em leite e &gua agucarada...............c.ceeveenien 41

Tabela 2 - Aumento da biomassa (grama) de graos de kefir de leite de diferentes origens em
funcgéo de cada cultivo (2 dias €ada) (N=3).....c.ooiririririeieee e 55

Tabela 3 — Aumento da biomassa (grama) de graos de kefir de dgua acucarada de diferentes

origens em func¢éo de cada cultivo (2 dias cada) (N=3) ......ccccceeviiiiiieiicie e 56

Tabela 4 - Densidade de BAL e leveduras, expressa em log de UFC/mL, em amostras de kefir

de leite produzidos com gréos de diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (n=4).............. 66

Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos de amostras de kefir de leite produzidos com grédos de

diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (N=4).....ccveiiieiiieiiie e 67

Tabela 6 — Requisitos microbiolégicos e fisico-quimicos de kefir de leite, com 48 horas de

fermentagao, € Padroes VIGENTES (NT4) ....ceiiiieieiiiesieree et 70



Tabela 7 — Enumeracdo de BAL e leveduras, expressa em log de UFC/mL, em amostras de

kefir de 4gua acucarada produzidos com gréos de diferentes origens, ao longo do tempo (dias)

Tabela 8 — Parametros fisico-quimicos de amostras de kefir de leite produzidos com gréos de

diferentes origens, ao Iongo do tempo (dias) (N=3)....cvcveiieiieieiie e 73

Tabela 9 — Caracterizacdo estrutural priméria de EPS em grdos de kefir de leite (KL) e de agua
acucarada (KA), determinadas mediante CLAE por exclusdo molecular..............cccoocevviennnns 74

Tabela 10 — Pesquisa de EPS em bebidas fermentadas de kefir de leite (KL) e de agua

acucarada (KA), determinadas mediante CLAE por exclusdo molecular...............cccccceeveieennens 76
Tabela 11 — Lactobacilos produtores de EPS em 4gar MRS contendo sacarose (SMRS)........... 79

Tabela 12 — Producéo de EPS em caldo SMRS, expressa em grama por litro por lactobacilos

1S01ad0S de Graos e KEFir .......cviiicie e 81

Tabela 13 — Pesquisa de residuos de proteina (mg/mL) em mostras de EPS produzida por

Lactobacillus spp., pelo método de Bradford............cccoeeiiiiiiiiieressee e 82

Tabela 14 - Concentragcdo de carboidratos (g/L) nas amostras de EPS produzidas por

=T (0] o 2= Lot 1 LU LS o o SO S PP 84

Tabela 15 - Massas moleculares (Da) determinadas por CLAE de exclusdao molecular, de EPS

obtidos a partir de micro-organismos isolados de kefir agua agucarada e de leite.................... 85

Tabela 16 - Composi¢do priméaria de EPS produzidos por Lactobacillus spp. e extraidos de

grdos de kefir de agua acucarada € de lEITE .........cecveiveiiiicce e 88

Tabela 17 — Genes expressos de enzimas envolvidas na sintese de heteropolissacarideos nas
amostras de kefir de leite de Curitiba (KLCU) e Salvador (KLSA). .....cccoeiviiieiiieninie 113



LISTA DE ABREVIATURAS

AGCC — Acidos graxos de cadeia curta

ATT — Acidez titulavel total

BAA — Bactéria acido acetica

BAL - Bactéria &cido latica

BAM - Bravo Archived Media

BDA — Agar batata dextrose

BED — Browser extensible dados

BHI — Agar brain heart infusion

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
C - Carbono

CO2 — Gés carbonico

°D — Graus Dornic

DMEM — Meio Dulbecco MEM

DMSO — Dimetil sulfoxido deuterado

EPS - Exopolissacarideo

FAQO — Organizacdo para agricultura e alimentacéo
FOS — Frutooligossacarideo

GT — Glicosiltransferase

GT1 - Glicosiltransferase familia 1

GRAS - Geralmente reconhecido como seguro
HEPS - Heteropolissacarideo

HOPS — Homopolissacarideo

IAL — Instituto Adolfo Lutz

KABH — Kefir de 4gua de Belo Horizonte
KACU - Kefir de 4gua de Curitiba

KASA — Kefir de agua de Salvador

KAVI — Kefir de 4gua de Vigosa

KEEG - Kyoto encyclopedia og genes and genomas
KLCU — Kefir de leite de Curitiba

KLDI - Kefir de leite de Divindpolis



KLSA — Kefir de leite de Salvador

KLVI- Kefir de leite de Vigosa

LAREMAR - Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucéao
MM —Massa molecular

MRS — Agar Man Rogosa Sharpe

IMRS — Agar Man Rogosa Sharpe modificado com lactose
sMRS — Agar Man Rogosa Sharpe modificado com sacarose
N - Nitrogénio

NaOH — Hidrdxido de sédio

NCBI - National Center for Biotechnology Information
NGS — Sequénciamento de nova geracéo

NIR —Espectroscopia de infra vermelho

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

OTO — Osmio tanino Gsmio

PCR - Reagédo em cadeia da polimerase

PBS — Tampéo fosfato salino

PoliA — Cauda poliadenilato

PEP/PTS — Fosfoenolpiruvato

mRNA — Acido ribonucleico mensageiro

rRNA - Acido ribonucleico ribossdmico

tRNA - Acido ribonucleico transportador

TMS — Tetrametil silano

UDP — Uridina difosfato

UGT - Uridina difosfato glicosiltransferase

UE — Unidades experimentais

UFC — Unidades Formadoras de Colbnia



INDICE

L INTRODUGAO ..o 18
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 19
75 R = | = OO 19
2.2 GRAOS DE KEFIR ....oiiiiieieeeiieseeesss st s s ten st s s asne st st ssneean 21
2.3 ALEGACOES PROBIOTICAS DO KEFIR.....cooveieievreereriereseesenesessssensn s, 24
2.4  EXOPOLISSACARIDEOS DE BACTERIAS LATICAS ......ooeeveeeeeeeeeeee e 26
241 DEXTRANO ....oooiieieieeeeeee et eee ettt n st 29
242 KEFIRANO ..ottt sttt 30
2.5  BIOSSINTESE DE EXOPOLISSACARIDEOS .......cooovvvevrieeceeeeressessnsen s, 31
2.6 IDENTIFICACAO DAS VIAS METABOLICAS ATIVAS EM UMA COMUNIDADE
MICROBIANA POR ANALISE TRANCRIPTOMICA .....cooviveeeeeeeeeeeeeeesesesee e 36
I O 12N = WAV @ X 1 =1 =Y TR 40
3.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oieieeeiieieessseesssveses s ies s assesses s 40
4, MATERIAL E METODOS ......ooisiieeieeieiieiieiesssessessessesss s sss s sessessessssnsnsnsnes 41
41 ORIGEM E MANUTENCAO DOS GRAOS DE KEFIR ........covevieieeerseesiesereseeene 41
4.2 TECNICAS DE PROCESSAMENTO DAS BEBIDAS FERMENTADAS................... 42
43 AVALIACAO DO AUMENTO DA BIOMASSA DOS GRAOS DE KEFIR DE LEITE
E AGUA ACUCARADA DE DIFERENTES ORIGENS EM FUNCAO DO TEMPO ........... 42
44  ORGANIZACAO MICROSCOPICA DOS GRAOS DE KEFIR ......ccccoovvvveiiesisieenn. 43
45 PRODUCAO DE KEFIR DE LEITE E AGUA ACUCARADA.........cocooovveeereeeeenns 44
46 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DAS BEBIDAS
FERMENTADAS . .....ooieiteeeveteetee ettt s st ne s s ns et sn e 45

4.7 PESQUISA DA PRESENCA DE EXOPOLISSACARIDEOS NAS
BEBIDAS FERMENTADAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE EXCLUSAO

MOLECULAR E DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR .......ccoovvereeerereeeea. 46
48 PESQUISAR E SELECIONAR ESTIRPES PRODUTORAS DE EPS ENTRE
LACTOBACILLUS SPP. ISOLADOS DE GRAOS DE KEFIR ........ccovurieereeeeeereeesenenenene 47
4.9.1 EXTRACAO DE EPS DE GRAOS DE KEFIR DE LEITE .......ccovveveeeeeeeveeeeeeienias 47

4.9.2 EXTRACAO DE EPS DE CULTURAS DE LACTOBACILLUS SPP. ISOLADOS DE
GRAOS DE KEFIR ..ottt sttt 48



410 DETERMINACAO DA PUREZA DOS EPS PRODUZIDOS POR LACTOBACILLUS
SPP. 49

4.10.1 PESQUISA DE RESIDUOS DE PROTEINA ......ooviieeeeeeeecee e esee e 49
4.10.2 PESQUISA DE MONOSSACARIDEOS .......c.ccoivuireeeesesiseesieniesesssiesssessessssssnseneees 49
411 QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS TOTAIS......oveirieiieeeeererssssessensieseniees 50
412 CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA PRIMARIA DE EPS POR
ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.........cocovvvevienieesnens 50

413 AVALIACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS BEBIDAS
CONTRA ALGUNS PATOGENOS ENVOLVIDOS EM DOENCAS TRANSMITIDAS POR
ALTIMENTOS ..ttt bbbttt b e n s e 50
414 AVALIACAO DO EFEITO DE LACTOBACILLUS SPP. E DE
EXOPOLISSACARIDEOS SOBRE A ADESAO E/OU INVASAO DE SALMONELLA

ENTERITIDIS SOROVAR ENTERITIDIS EM CELULAS CACO-2/TC-7 c.ovvererererrine, 51
4.14.1 DETERMINACAO DA ADESAO E INVASAO DE SALMONELLA ENTERITIDIS
SOROVAR ENTERITIDIS EM CELULAS CACO-2/TC-7.ovueveeeeeeeerereeseseves e 51

4.14.2 AVALIACAO DO EFEITO DE ACAO PROTETORA DE LACTOBACILLUS SPP. E
DE EXOPOLISSACARIDEOS SOBRE A ADESAO E/OU INVASAO DE SALMONELLA
ENTERITIDIS SOROVAR ENTERITIDIS EM CELULAS CACO-2/TC-7 w.vvverereereenans 52
4.15 IDENTIFICAR OS MICRO-ORGANISMOS METABOLICAMENTE ATIVOS NAS
DIFERENTES BEBIDAS FERMENTADAS E AQUELES QUE ESTAO ENVOLVIDOS NA

SINTESE DE EPS, POR ANALISE TRANSCRIPTOMICA .......ooveeeereeeeeereveeeee s 52
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooiuieieieeeeeeeeeeeeeesee s 54
51 AUMENTO DE BIOMASSA DOS GRAOS DE KEFIR.........ccoooeieeeeeseeeeeeeesesenenn. 54
52  MICROSCOPIA ELETRONICA DE GRAOS DE KEFIR ......cccovvveieeesreseeeerenneene 57

5.3 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DE BEBIDAS
FERMENTADAS PREPARADOS COM GRAOS DE KEFIR DE LEITE DE DIFERENTES
ORIGENS ...ttt ettt sttt sttt 65
5.4 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DE DIFERENTES
BEBIDAS FERMENTADAS PREPARADAS COM GRAOS DE KEFIR DE AGUA
Y10 107X 27N 0 NPT 71



5.5 PESQUISA DE EPS EM BEBIDAS FERMENTADAS COM GRAOS DE KEFIR DE

LEITE E DE AGUA ACUCARADA .......oooieeeeteee et esae s 74
5.6 PRODUCAO DE EPS POR LACTOBACILLUS SPP. ISOLADOS DE GRAOS DE
KEFTR o 78

5.7 DETERMINACAO DA PUREZA DOS EPS PRODUZIDOS POR LACTOBACILLUS
SPP. 81

5.8 QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS NOS EPS PRODUZIDOS POR
LACTOBACILLUS SPP....oiiiii s 84
59 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DE EPS PRODUZIDOS PELOS
LACTOBACILLUS SPP....oeeiei et 84
5.10 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL PRIMARIA DE EPS POR ESPECTROSCOPIA
DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) ....ococviiieieieeceeesese e 87
5.11 AVALIACAO, IN VITRO, A ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS BEBIDAS
FERMENTADAS CONTRA ALGUNS PATOGENOS ENVOLVIDOS EM DOENGAS
TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS ... 89
5.12 ACAO PROTETORA DE LACTOBACILLUS SPP. E SEUS RESPECTIVOS EPS
SOBRE A ADESAO E INVASAO DE SALMONELLA ENTERICA SOROVAR

ENTERITIDIS EM CULTURA DE CELULAS CACO-2/TC7 ...oooveveieeeeseeeeeseereesiennnenns 91
5.13 MICRO-ORGANISMOS METABOLICAMENTE ATIVOS NO KEFIR DE LEITE E
DE AGUA ACGUCARADA .......oooeeeeeeeteeeee e es st n st ane s st 95
5.14 AVALIACAO DA SINTESE DE EXPOLISSACARIDEOS.........ccoovvvvviesieriniirins 111
B.  CONCLUSODES.......ocooiiieecieeeeeees ettt 114
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooievieeeceeteeee e enessenn s, 115

APENDICE ... 128



18

1. INTRODUCAO

A producdo de kefir no Brasil ocorre de modo artesanal e fundamenta-se na tradicdo de cultivo
do gréo e producdo da bebida fermentada conforme as técnicas dos povos da regido do Caucaso.
O kefir é um produto lacteo obtido pela fermentacdo do leite, por meio da acdo de micro-
organismos inciadores presentes nos graos de kefir, embora outras matrizes alimentares, como
por exemplo agua com acglcar mascavo, também possam ser utilizadas no processo de
fermentacdo. Devido as suas alega¢des funcionais, a producéo destas bebidas fermentadas vem

sendo cada vez mais divulgada e revela uma ampla area de pesquisa ainda a ser estudada.

Apesar do valor nutricional e das alegacfes funcionais das bebidas fermentadas, o método
tradicional de obtencdo do kefir, a partir de fermentacbes sucessivas com re-inoculacdo dos
grdos gera produtos ndo padronizados. Isto pode ocorrer em funcéo da variacdo da composicao e
da quantidade da microbiota, tornando dificil a manutencdo do padrdo de identidade e qualidade
das bebidas fermentadas e consequentemente uma regulamentacéo especifica.

Dessa forma, estudos sobre a constituicdo dos grdos de kefir, de seus produtos fermentados
disponiveis no Brasil e de alguns efeitos biolégicos desses produtos podem contribuir para o
fornecimento de base cientifica para a producdo de bebidas fermentadas com alegacOes
funcionais de forma padronizada. Isto facilitaria a introducdo deste produto no mercado
consumidor brasileiro, em escala comercial e supriria uma grande demanda de consumidores que

buscam habitos alimentares mais saudaveis e envelhecimento com qualidade de vida.

Considerando que abordagens baseadas em cultivo podem ndo permitir o conhecimento dos
micro-organismos metabolicamente ativos nas bebidas fermentadas devido a exigéncia
nutricional e fisioldgica diferenciada da microbiota presente, neste estudo foi utilizada a
ferramenta de analise transcriptdmica para obter essa informacdo. Além disso, através dessa
técnica foi possivel avaliar, em diferentes bebidas fermentadas, a expressao de genes envolvidos

na biossintese de exopolissacarideos, metabdlitos com grande potencial biotecnolégico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Kefir

Kefir é um leite fermentado, originado nas montanhas do Caucaso. Tradicionalmente, durante
centenas de anos, foi produzido em sacos de couro e/ou em barris de carvalho, por meio da
fermentacdo dos leites de vaca, ovelha ou cabra, iniciada por grdos de cor branca amarelada e
insoltveis em agua. No final do século XIX, o kefir tornou-se popular na Europa central e oeste,
sendo muito consumido em Vvarios paises como Polbnia, Russia, Hungria e Escandinavia. As
culturas iniciadoras e os métodos de producdo se diferem nesses paises, produzindo assim
bebidas com diferentes qualidades e propriedades bioldgicas (Oberman e Libudzisz, 1998). A
bebida pronta para consumo apresenta aspecto cremoso e espesso, sabor levemente acido,
sensacdo refrescante, devido a solubilidade do gas carbdnico (CO2) no liquido, e pequena
quantidade de alcool (entre 0,08% e 2,0%) (Farnworth, 2005; Montanuci et al., 2010; Altay et
al., 2013). Como a producdo envolve diferentes processos fermentativos conduzidos por grupos
microbianos, a bebida pode apresentar em sua composicdo &cidos latico e acético, etanol,
dioxido de carbono e compostos aromaticos tais como acetaldeido, diacetil e acetoina na
tradicional producéo de kefir (Altay et al., 2013).

De acordo com o Codex Alimentarius (2010), kefir € um produto lacteo obtido pela fermentacédo
de leite, por meio da acdo de micro-organismos iniciadores presentes nos graos de kefir, tais
como: Lactobacillus kefiri, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter
crescendo em uma forte associacdo mutualistica. Os gréos de kefir também sdo constituidos por
leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo-fermentadoras
de lactose (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces exiguus). A
legislacdo brasileira considera também a presenca de Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp. e
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Brasil, 2007). A a¢do desses micro-organismos é
responsavel pela reducéo do pH do meio devido a producédo de acido latico, com precipitacdo de
da proteina caseina (coagulacéo), producéo de etanol e didxido de carbono (Brasil, 2007; Codex
Alimentarius, 2010). Esses micro-organismos iniciadores caracterizam o produto e devem
permanecer Vviaveis, ativos e abundantes durante todo o prazo de validade (Codex Alimentarius,
2010).
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A composicdo fisico-quimica e microbioldgica do kefir é influenciada pela microbiota iniciadora
e 0 mesmo deve apresentar teor minimo de 2,7% de proteina de leite, menos de 10% de gordura,
acidez titulavel minima de 0,6% (expressa em &cido latico), contagem minima de bactérias acido
laticas e leveduras de 107 e 10* unidades formadoras de coldnias (UFC/g), respectivamente
(Brasil, 2007; Codex Alimentarius, 2010). As propriedades fisico-quimicas e qualidade do kefir
sdo afetadas pela condi¢do microbioldgica dos gréos de kefir, pela proporcdo de grdo da cultura
iniciadora em relacdo a quantidade de leite, pelo tempo e a temperatura de incubacdo, pela

temperatura de armazenamento e condi¢6es higiénicas de processamento (Altay et al., 2013).

Magalhdes e colaboradores (2011), analisando as caracteristicas fisico-quimicas de kefir
preparado no Brasil, verificaram que as amostras no tempo zero e apos 24 horas de fermentacéo,
apresentaram, respectivamente, pH 6,61 e 4,42; 2,12% e 3,91% de proteina; 3,63% e 2,34% de
gordura; 0,21% e 0,22% de calcio; e acidez titulavel total (ATT), expressa em graus Dornic (°D),
de 26°D e 93°D. As principais razdes para diminuicdo do pH e aumento da ATT € a producéo de
acidos organicos, etanol, CO- e outros compostos volateis produzidos pela microbiota da bebida
kefir. O teor de gordura reduzido é devido a producdo de lipases pelos micro-organismos e o teor

de proteina aumentado é devido ao aumento da biomassa microbiana.

Tradicionalmente, na producdo de kefir, a cultura iniciadora deve ser produzida a partir dos
grdos de kefir. A massa dos grdos de kefir iniciadores afeta o pH, a viscosidade e o perfil
microbioldgico do produto final e ele aumenta ligeiramente ap6s cada incubacdo. Os grdos de
kefir (3-10% v/v) sdo adicionados ao leite e incubados a temperatura de 24-26°C, com agitacéo,
durante aproximadamente 24 horas, até que o pH atinja o valor de 4,7. A diminuicdo do pH
favorece o crescimento de lactobacilos. Posteriormente ao periodo de incubacdo, os grdos de
kefir sdo removidos por meio de peneiramento e sdo reutilizados como cultura iniciadora
subsequente para a proxima preparacao. A bebida final deve ser refrigerada (Guzel-Seydim et al.,
2000; Farnworth, 2005; Altay et al., 2013). Atualmente, a maior parte da produgéo comercial de
kefir envolve a utilizacdo de Kits liofilizados contendo culturas de bactérias laticas e leveduras
(Guzel-Seydim et al., 2011).
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Inimeras bebidas fermentadas que dependem de microbiota mista para fermentar solugdes de
acucar sdo conhecidas em todo o mundo. Similares em alguns aspectos ao kefir de leite, mas
fermentando sacarose em vez de lactose, estas bebidas sdo conhecidas como kefir de dgua, kefir
acucarado, cerveja de gengibre, tibico e/ou tibi. As culturas iniciadoras séo caracterizadas pela
associacdo de diferentes bactérias acido laticas (BAL), acido acéticas (BAA) e leveduras (Gulitz
etal., 2011; Coté et al., 2013).

A origem do kefir de 4gua permanece incerta. Existem algumas descri¢fes de graos semelhantes
chamados “plants gingerbeer” que soldados ingleses trouxeram de volta da guerra da Criméia,
em 1855 ou “graos Tibi”, que sdo conhecidos por se originarem de folhas de cacto mexicano
(Optunia). Também outros nomes distintos sdo considerados, como ‘“abelhas califérnias”,
“abelhas africanas”, “Ale nuts”, sementes de cerveja japonesa, e “grdos de kefir agucarados”, a
fim de diferencia-los dos graos utilizados para a fermentacéo de leite (Pidoux, 1989; Gulitz et al.,
2011). E assim, a denominacao de gréos de kefir de dgua acucarada sera considerada ao longo do
texto.

Os graos de kefir de agua acucarada sdo utilizados popularmente no México para producao de
bebidas refrescantes, de baixo teor alcodlico e acético, a partir da fermentacéo de dgua acucarada
na proporcdo de 3 a 10% (p/v). Se o periodo de fermentacdo prolonga-se, tem-se uma bebida
alcoolica e posteriormente vinagre. Sendo a distincdo de produtos causada devido difenrenca no

tempo de fermentacao (Rubio et al., 1993).

Os grdos de kefir também tém sido cultivados em soro lacteo, devido ao seu elevado valor
nutricional (50% dos constituintes do leite), pelo grande volume de producdo e por se tratar de
um problema quando dispensado de modo inadequado no meio ambiente. Assim, € uma
alternativa para a valorizacdo deste subproduto, para producdo de bebida alcoolica e alcool
potavel (Magalhaes et al., 2010).

2.2 Gréos de kefir

Os gréos de kefir de leite assemelham-se a couve-flor; possuem tamanho variavel, de 0,3 a mais

de 3,0 centimetros; formatos irregulares; cor branco-amarelada; textura viscosa e firme. Os graos
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sdo mantidos viaveis transferindo-os diariamente para o leite fresco e permitindo-lhes crescer por
aproximadamente 20 horas. Durante esse tempo, 0s grdos aumentam a sua massa. A replicacao €
necessaria para manter a viabilidade desses gréos, uma vez que gréos velhos e secos tém pouca
ou nenhuma capacidade para replicacdo. O processo de producao é em batelada, com reciclo do
inoculo e o nimero de reciclos € definido pela atividade fermentativa dos grdos (Oberman e
Libudzisz, 1998; Farnworth, 2005).

Os gréos de kefir de 4gua acucarada sdo formados por uma massa gelatinosa consistente, de cor
amarela transldcida, formato irregular e tamanho varidvel; sdo compostos, principalmente, por
uma matriz exopolissacaridea onde se encontram incorporadas diferentes bactérias e leveduras

que constituem uma associa¢do mutualistica estavel (Rubio et al., 1993).

Os exopolissacarideos sao polissacarideos produzidos por bactérias acido laticas e leveduras e
langados no meio externo. O polissacarideo responsavel pela matriz exopolissacaridea de graos
de kefir cultivados em leite é denominado kefirano (De Vuyst e Degeest, 1999; Cheirsilp et al.,
2003). Quando cultivados em agua com acUcar, a matriz exopolissacaridea € composta por
polimeros de acucares contendo residuos de D-glicose e D-frutose (De Vuyst e Degeest, 1999;
Gulitz et al., 2011).

A microbiota que compGe os grdos de kefir é relativamente constante ao longo do tempo, embora
possa haver variacdes sazonais que podem afetar a consisténcia do produto final. Analises de
perfis microbianos dos graos de kefir, cultura mée e kefir (bebida fermentada final) mostraram
que a densidade populacional de bactérias dos géneros Lactococcus e Lactobacillus e leveduras
diferem entre os trés. Isso, em parte, explica porque a producéo de kefir deve comecar com graos
de kefir, uma vez que a bebida final, ndo tem o ndmero ou complexidade dos micro-organismos
presentes nos grdos. Assim, ndo se recomenda a utilizacdo da bebida como uma cultura

iniciadora para a producdo de um novo lote de kefir (Farnworth, 2005).

Considera-se que a comunidade microbiana encontrada em grdos de kefir tem sido utilizada
como um exemplo de comunidade simbioética, devido ao fato das bactérias e leveduras do kefir

quando separadas como culturas puras, apresentarem uma diminuicdo da atividade bioquimica
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ou ndo crescerem no leite, o que dificulta os estudos das espécies microbianas dos graos de kefir.
Em geral, as bactérias laticas sdo mais numerosas (108-10° UFC/g) que as leveduras (10°-10°
UFC/g) e bactérias acéticas (10°-10° UFC/g), embora as condigdes da fermentacdo possam afetar

este padrdo (Koroleva, 1991).

Magalhées e colaboradores (2011) avaliando a diversidade microbiana da bebida kefir de leite
produzida no Brasil, por meio de uma abordagem combinada de métodos de identificacéo
fenotipica e genotipica, observaram que em 359 amostras de bactérias, 60,5% eram bactérias
laticas, 30,6% leveduras e 8,90% bactérias acéticas. Os autores relatam pela primeira vez, a
ocorréncia das leveduras Lachancea meyersii e Kazachstania aerobia no kefir e sugeriram que
estas espécies poderiam estar relacionadas com a assimilacdo de alguns acidos produzidos por

bactérias laticas.

Encontra-se nos grdos de kefir de leite uma diversidade microbioldgica elevada que inclui
bactérias laticas dos géneros Streptococcus (S. thermophilus), Lactococcus (L. lactis subsp.
lactis), Lactobacillus (L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. casei, L. brevis, L.
kefirgranum, L. parakefir, L. paracasei, L. mali, L. perolens, L. satsumensis) e Leuconostoc;
leveduras fermentadoras de lactose como Kluyveromyces marxianus var. lactis e néo
fermentadoras (Saccharomyces cerevisiae, Candida inconspicua e C. maris), bactérias acéticas
(Acetobacter syzygii e A. lovaniensis) e outros micro-organismos ainda ndo descritos (Garrote et
al., 2001; Simova et al., 2002; Miguel et al., 2010; Magalhaes et al., 2011; Zanirati et al., 2015).

Nos grdos de kefir de dgua, a microbiota inclui bactérias laticas dos géneros Lactococcus (L.
lactis), Lactobacillus (L. casei, L. diolivorans, L. hilgardii, L. kefiranofaciens, L. nagelii, L.
parabuchneri, L. parafarraginis, L. perolens, L. plantarum, L. satsumensis e L. mali),
Leuconostoc (L. mesenteroides e L. citreum); bactérias acéticas do género Acetobacter (A.
fabarum e A. orientalis); e leveduras Hanseniaspora valbyensis, Lachancea fermentati;

Sacaromyces cerevisiae e Zygotorulaspora florentina (Gulitz et al., 2011; Zanirati et al., 2015).

As leveduras tém um papel importante na elaboracéo de produtos lacteos fermentados, nos quais

podem fornecer nutrientes essenciais para 0 crescimento de outros micro-organismos, como
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aminoacidos e vitaminas, além de alterar o pH, secretar etanol e produzir didéxido de carbono
(COy). Apesar de menos estudadas do que as bactérias, é sabido que as leveduras presentes nos
grdos de kefir proporcionam um ambiente para o crescimento de bactérias, produzindo ainda

metabolitos que contribuem para o sabor e paladar de kefir (Farnworth, 2005).

2.3 Alegac0es probioticas do kefir

O kefir tem sido muito utilizado na Europa Oriental por sua suposta contribuicdo em beneficios
da saude. Entretanto, até recentemente, existia pouca evidéncia cientifica revisada para apoiar
estas contribuicdes. Farnworth da o exemplo de que na Russia, uma porc¢éo diaria de kefir € uma
pratica comum em muitos hospitais, pois acredita-se que seja um “promotor da satde”
(Farnworth, 2005). Entretanto, com o interesse sobre os efeitos benéficos a salde do kefir esta
crescendo e 0 numero de pesquisas relacionadas estd aumentando, hoje se tem algumas

evidéncias solidas quanto as contribuicdes do kefir a saide (Nielsen et al., 2014).

A Organizacdo para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (2001) definiram probidtico como micro-organismos vivos que quando administrados em
quantidade adequada conferem beneficios a salde do hospedeiro. Para a administracdo oral, 0s
micro-organismos probidticos devem ser resistentes aos sucos gastricos e capazes de crescer na
presenca de bile nas concentracdes normalmente encontradas no intestino. Além disso, 0s micro-
organismos devem possuir algumas caracteristicas adicionais relativas a seguranca e aos aspectos
tecnoldgicos, quesdo a ndo patogenicidade, a estabilidade genética, a auséncia de genes de
resisténcia a antibidticos transmissiveis, ndo invasividade, permanéncia em estado vidvel no
produto durante o processamento e armazenamento, facilidade de ser cultivado em grande escala
e, de preferéncia, que seja fago-resistente (Salminen e Isolauri,1996; FAO/WHO, 2001;
Abraham et al., 2010; Ganguly et al., 2011).

Uma das maneiras das bactérias probioticas exercerem a agdo protetora no intestino €
competindo com patdgenos por habitats ecoldgicos e por nutrientes. Em particular, a inibicao da
adesdo de agentes patogénicos ao epitélio intestinal pode muitas vezes ser suficiente para

prevenir a infecgdo. As bactérias probioticas podem realizar essa exclusdo ao se juntar as células
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intestinais, blogueando os sitios de ligacdo nos enterdcitos, ou agregando-se aos patdégenos no
lumen intestinal. Além disso, a capacidade de probioticos para aderir aos tecidos do hospedeiro
também aumenta o seu tempo de residéncia, permitindo que exercam os seus efeitos benéficos
durante mais tempo. Finalmente, a aderéncia de probioticos nos tecidos representa muitas vezes
um passo importante na modulacéo da resposta imune do hospedeiro contra agentes patogénicos
(Abraham et al., 2010).

Como modelo para avaliacdo da atividade antagonista contra patdégenos de potenciais
probidticos, estudos in vitro sdo realizados em culturas de células Caco-2. Estas células sdo
extraidas de adenocarcinoma de célon humano. Durante sua cultura em filtros permeéaveis e
porosos, elas se diferenciam espontaneamente em enterdcitos, formando uma membrana
composta de células em monocamada aderidas por juncbes e apresentam como vantagem a
rapida multiplicacdo celular (Balimane et al. 2000). Possuem ampla utilizacdo, porém esta
linhagem celular tem se mostrado heterogénea e altamente dependentes das condigdes de cultivo,
levando a varia¢Ges nas propriedades de transporte e permeabilidade, dificultando assim estudos
in vitro. A fim de reduzir a heterogeneidade da linhagem celular Caco-2, varios clones foram
isolados, entre eles, o clone TC-7 que consiste em uma populacdo mais homogénea, dando
origem a resultados menos variaveis e exibindo juncdes intercelulares mais desenvolvidas
(Zucco et al., 2005; Turco et al., 2011).

Este modelo de estudo in vitrofoi utilizado por Golowczyc e colaboradores (2007) para avaliar a
capacidade de estirpes de Lactobacillus kefiri isolados a partir de diferentes grdos de kefir, de
antagonizar a agdo de Salmonella enterica sorovar Enteritidis. A co-incubacdo de Salmonella
com L. kefiri diminuiu significativamente a capacidade da Salmonella em aderir e invadir essas
células. O pré-tratamento deste patdgeno com o sobrenadante da cultura reduziu a
desorganizacao das microvilosidades produzidas por Salmonella, sugerindo um papel protetor do
L. kefiri no processo de associagdo e invasdo (Golowczyc et al., 2007). O efeito antagonista
contra Salmonella spp. de soro lacteo fermentado com gréos de kefir e com trés estirpes isoladas
a partir deles, L. plantarum, L. kefiri e K. marxianus var. marxianus foram avaliadas em células
Caco-2/TC-7. Ambos os produtos fermentados interferiram na capacidade de Salmonella spp. de

se aderir e invadir as células Caco-2/TC-7 (Londero et al., 2014).
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Os efeitos do kefir foram testados contra uma estirpe toxigénica de Bacillus cereus. A incubacao
de leite com esporos de B. cereus e 5% de grdos de kefir impediu a germinacéo de esporos e
crescimento de formas vegetativas. Em contraste, quando 1% dos gréos de kefir foi utilizado,
estes efeitos ndo foram observados, embora outros fatores ndo possam ser excluido (Kakisu et
al., 2007).

Um consorcio de bacteérias laticas e leveduras isoladas de grédos de kefir foram testados contra a
invasdo de Shigella em cultura de células Hep-2. Uma mistura de cinco estirpes demonstrou uma
significativa inibigdo da internalizagdo da célula de Shigella flexneri e Shigella sonnei. A adi¢do
de estirpes individuais ou em mistura as células antes da adicdo de Shigella protegeu de modo
mais eficiente quando comparado a adicdo em conjunto com a Shigella sobre as células. Entre as
estirpes de kefir pesquisadas, L. plantarum CIDCA 83114 mostrou a inibicdo da invasdo mais
significativa. Estes resultados fornecem evidéncia para as potenciais propriedades inibidoras
preventivas de estirpes isoladas de kefir, contra as espécies de Shigella causadoras de doencas
(Kakisu et al., 2013).

Os efeitos benéficos associados ao consumo de kefir estdo relacionados aos micro-organismos
que constituem o grdo, bem como aos compostos bioativos que sdo produzidos durante a
fermentacdo. Dentre estes compostos os exopolissacarideos (EPS) apresentam funcgdes relevantes
(Abraham et al., 2012).

2.4 Exopolissacarideos de bactérias laticas

Exopolissacarideos (EPS) sdo polissacarideos produzidos por micro-organismos, incluindo
algumas bactérias laticas, que sdo secretados ao meio extracelular (De Vuyst e Degeest, 1999;
Abraham et al., 2010; Madhuri e Prahakar, 2014). Os EPS microbianos séo associados com a
superficie celular na forma de capsulas ou secretados para 0 meio extracelular na forma de muco
e, no ambiente natural das bactérias sdo produzidos para desempenhar um papel de protecédo da
célula microbiana contra dessecacdo, fagocitose, antibidticos ou compostos toxicos (etanol),

predacdo por protozoarios e estresse osmotico, além de participarem da aderéncia a superficies
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solidas, formacao de biofilme e reconhecimento celular (por exemplo, via ligacdo a uma lectina).
Exemplos de EPS microbianos importantes no processamento de alimentos sdo as gomas
dextranas, xantana, alginatos, glucanos e kefirano (De Vuyst e Degeest, 1999; Abraham et al.,
2010).

Uma das funges atribuidas as substancias polissacaridicas na inddstria de alimentos é o seu
papel como prebidtico para a saide humana. Prebidtico é definido como ingrediente alimentar
que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento ou a atividade de
um numero limitado de bactérias no célon para melhorar o estado de saude. Demonstrou-se que
a incorporacédo de prebidticos especificos na dieta pode estimular o crescimento de certos micro-
organismos benéficos no coélon, sendo os produtos finais da sua fermentacdo: acido latico,
hidrogénio, metano, dioxido de carbono e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente
acidos acetico, propibnico e butirico. Estes AGCC tém uma importante funcdo tréfica para os
colondcitos, contribuindo para a regulacdo do metabolismo lipidico e do agucar e, diminuindo o
pH e modulando a microbiota (Abraham et al., 2010).

Vaérios estudos indicam que os EPS se relacionam com a adaptacao e reconhecimento de fatores
ambientais e ndo como uma fonte de energia ou de carbono para o micro-organismo. Estes
constituem uma barreira hidrofilica que pode proteger as bactérias e estar envolvido na adeséao de
superficies, como a mucosa intestinal. Dada a estrutura quimica e o tipo de ligagcdes presente nos
EPS, eles dificilmente sdo hidrolisados pelas enzimas presentes no trato intestinal e, por isso,
podem atingir o intestino delgado onde pode exercer o efeito biolégico (Abraham et al., 2010).
Os seus efeitos benéficos incluem uma acdo protetora, sequestrando toxinas ou outros
metabolitos nocivos como substancias carcinogénicas, ou impedindo a adesdo de micro-
organismos patogénicos por bloqueio do receptor. Um efeito adicional que estes EPS exercem é
contribuindo com a ades&o microbiana de probiotico, favorecendo a colonizagéo e a permanéncia

por mais tempo no trato intestinal (Abraham, 2012).

Dependendo da sua composi¢do quimica, os EPS séo classificados em homopolissacarideos
(Hops) e heteropolissacarideos (Heps) (De Vuyst e Degeest, 1999; Abraham et al., 2010). Os
Hops consistem de quatro subgrupos, nomeados 1) a-D-glucanos com ligagdes a-(1—6) como

dextranos, mutanos, reuteranos e alternanos que sao produzidos por Leuconostoc dextranicum, L.
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mesenteroides, Lactobacillus brevis, L. fermentum, L. parabuchneri, L. reuteri, L. sakeli,
Streptococcus downei, S. gordonii, S. mutans, S. sanguis e S. sobrinus; 2) B-D-glucanos com
ligagdes B-(1—3), produzidos por L. brevis, L. diolivorans, Pediococcus damnosus, P. parvulus,
Streptococcus spp. e Oenococcus oeni; 3) B-D-frutanos, que incluem levanos B-(2—1) e inulinas
B-(2—1), produzidos por Leuconostoc citreum, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus panis,
Lactobacillus pontis, L. reuteri, Lactobacillus sanfranciscensis, Leuconostoc mesenteroides, S.
criceti, S. ratti, S. salivarius, S. mutans, e Weisella confusa; 4) outros, como poligalactanos,
compostos por unidades repetitivas, estruturalmente idénticos, com diferentes ligacdes
glicosidicas, produzidos por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactococcus lactis
subsp. lactis. Os Hops normalmente apresentam massa molecular elevada (até 10’ Da) com
diferente grau, tipo de ramificacdo e comprimento das cadeias polissacaridicas (De Vuyst e
Degeest, 1999; Ruas-Madiedo et al., 2008).

Os heteropolissacarideos (Heps) sdo compostos por unidades repetitivas, ramificadas ou nédo, de
mais de um tipo de residuos de acucar que, geralmente, é composto por D-galactose, D-glicose e
L-ramnose em diferentes propor¢des. As BAL mesdfilas que estdo relacionadas a producao deste
EPS séo Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Lactobacillus casei, L. paracasei, L.
rhamnosus, L. sakei, Lactococcus lactis subsp. cremoris e as BAL termofilicas sdo Lactobacillus
acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus
helveticus, Streptococcus thermophilus e Streptococcus macedonicus. Existe uma grande
diversidade de Heps no que diz respeito a sua composigdo, estrutura, massa molecular,

rendimento e funcionalidade (De Vuyst e Degeest, 1999; Ruas-Madiedo et al., 2008).

Alguns EPS possuem capacidade de dissolucdo ou dispersdo em agua, e de gelificacdo, em
baixas concentracdes, podendo assim contribuir para a formulacéo de produtos. Esses polimeros
também possuem efeitos secundarios como emulsificacédo, estabilizacdo, suspenséo de particulas,
controle da cristalizacéo, sinérese, encapsulamento e formacdo de biofilme. Outra aplicagdo € a
utilizagdo como aditivos naturais uma vez que eles s&o produzidos por micro-organismos
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) que por sua vez, poderiam exercer efeitos
benéficos para melhorar o estado de saude do individuo. As propriedades funcionais desses
polimeros em alimentos sdo determinadas pelas caracteristicas estruturais (De Vuyst e Degeest,
1999; Abraham, 2012).
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Ruas-Madiedo et al. (2010) mostraram que alguns EPS produzidos por BAL probiéticas foram
capazes de aumentar a associacdo de alguns enteropatdgenos ao muco intestinal, sugerindo que

este aumento poderia explicar o fenbmeno da exclusdo competitiva dado pelos probidticos.

2.4.1 Dextrano

O dextrano € um homopolissacarideo de glicose de origem bacteriolana, produzido por micro-
organismos que excretam a enzima dextranosacarase na presenca de sacarose. A enzima
dextranosacarase pode ser produzida por bactérias dos géneros Streptococcus, Lactobacillus e
Leuconostoc (Koepsell e Tsuchia, 1952). Estruturalmente, os dextranos sao definidos como o-D-
glucanos resultantes da polimerizacdo da glicose, em que predominantemente (cerca de 95%) as
ligacdes glicosidicas existentes sdo a-(1—6) e uma quantidade variavel de a-(1—2), a-(1—3) e

a-(1—4) nas ligagdes ramificadas (Santos et al., 2005; Sarwart et al., 2008).

O dextrano é produzido industrialmente pela fermentacdo de um meio de cultivo rico em
sacarose, sendo que o controle da massa molecular do dextrano pode ser feito com a
manipulacdo da composic¢do deste meio em termos da alteracdo do carboidrato. Quando o meio
contém somente sacarose as massas moleculares comumente sdo em torno de de 107 Da. Porém,
quando se utilizam outros agucares como a lactose, galactose e maltose juntos com a sacarose, 0s
valores variam entre 2,4 x 10° a 4,0 x 10° Da, possibilitando obter uma gama mais vasta de
dextranos (Santos et al., 2005; Sarwart et al., 2008).

Os dextranos podem ser utilizados como substitutos de plasma sanguineo, na producdo de
hidrogéis capazes de proporcionar uma liberagdo controlada de farmacos e proteinas, como
constituintes da fase estacionéria de coluna de separacdo para cromatografia, como agentes
emulsificantes e controladores de viscosidade na inddstria de alimentos, veiculos de
antimicrobianos e filmes bioativos (Koepsell e Tsuchia, 1952; Piermaria, 2008b; Campos et al.,
2013; Qianying et al., 2014; Chang et al., 2014).
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2.4.2 Kefirano

O kefirano € um heteropolissacarideo presente na matriz polissacaridea dos grdos de kefir de
leite. Possui massa molecular superior a 4,0x10°Da, efeitos benéficos para o consumidor e

grandes aplicacOes tecnoldgicas (De Vuyst e Degeest, 1999; Abraham, 2012).

A producdo de kefirano é atribuida a L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, embora os
primeiros trabalhos sejam relacionados a L. brevis (Piermaria, 2008). Este polissacarideo é um
glucogalactano ramificado, solivel em &gua. Devido a sua estrutura e o tipo de ligacdo quimica
presente, o kefirano ndo pode ser hidrolisado no trato digestivo superior e atinge o intestino

grosso intacto, onde pode exercer os seus efeitos bioldgicos (Abraham, 2012).

A extracdo do exopolissacarideo é um método simples e eficaz, no qual inicialmente se faz uma
centrifugacdo em temperatura ambiente para a retirada de micro-organismos e material em
suspensdo e, posteriormente se faz a precipatacdo alcoolica a frio. A adi¢éo de etanol modifica a
constante dielétrica de forma tal que os polissacarideos perdem a estabilidade e se precipitam. A
baixa temperatura facilita a precipitacédo e dificulta a re-dissolucdo. A separacdo do precipitado
(EPS) € realizada por centrifugacdo e o mesmo pode ser ou ndo liofilizado para estudos

subsequentes (Piermaria, 2008).

A cromatografia por exclusdo de tamanho é uma das técnicas mais amplamente utilizadas para
determinar a distribuicdo de tamanho molecular de polimeros de qualquer espéci, incluindo
polissacarideos. O mecanismo de separacdo depende do tamanho e da forma das moléculas da
amostra em relacdo ao tamanho e forma dos poros da fase estacionaria. O método utiliza padroes
de polimeros com massa molecular e tempo de retencdo conhecidos (Sepsey et al., 2014;
Bacskay et al., 2014).

Tecnologicamente, o kefirano pode ser utilizado como um aditivo alimentar para produto lacteo
fermentado, uma vez que melhora as propriedades reolégicas dos géis em leite acidificado
guimicamente, aumentando a sua viscosidade aparente e evitando a perda destes géis no

armazenamento (Rimada e Abraham, 2006).
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As atividades bioldgicas relacionadas ao kefirano provavelmente tém alguma ligacdo com a
atividade imunomoduladora desse polissacarideo. Vinderola et al. (2006) demonstraram que a
administracdo oral de kefirano induz uma resposta na mucosa intestinal, mantendo a homeostase
e aumentando os niveis de producdo da imunoglobulina IgA. Além disso, o polissacarideo
influencia na imunidade sistémica pelas mudancas nos padrdes de citocinas (IL-1a, IFNg, TNFa,
IL-6 e IL-10) liberadas na corrente sanguinea.

Outro aspecto relacionado ao kefirano ¢é a sua capacidade de interacdo com células epiteliais e
agentes patogénicos intestinais. Este polissacarideo é capaz de antagonizar 0s mecanismos de
viruléncia (necrose celular, desorganizacdo filamento de actina e destruicdo das
microvilosidades) de B. cereus em enterdcitos humanos em cultura de células (Caco-2), evitando
danos dos fatores citotoxicos produzidos por este micro-organismo ou interferindo na interacéo
entre B. cereus com células epiteliais intestinal (Medrano et al., 2008; Medrano et al., 2009).
Embora os mecanismos de protecdo ainda ndo sejam totalmente compreendidos, prop&e-se que
os EPS bacterianos agem blogueando os receptores na superficie de células eucaridticas ou

atuam como agente eliminador de toxina (Ruas-Madiedo et al., 2010).

2.5  Biossintese de exopolissacarideos

A biossintese de exopolissacarideos ocorre em diferentes fases de crescimento, depende das
condi¢Bes ambientais, do micro-organismo utilizado para a producdo e envolve um grande
namero de genes que codificam enzimas e proteinas de regulacdo que podem néo ser exclusivas

para a producdo e secrecao dos mesmos (Madhuri e Prahakar, 2014).

A biossintese de Hops, tais como dextranos, mutanos, alternanos e levanos, € um processo
extracelular, ocorre na presenca de sacarose e requer a presenca e atividade de enzimas altamente
especificas como as glicosil e frutosil transferases, para a biossintese de dextrano e levano,
respectivamente. Estas transferases estdo envolvidas na reacdo de polimerizagdo e a energia
necessaria para a reagdo de sintese é proveniente da hidrolise da sacarose e biossintese de

exopolissacarideos (Figura 1). O processo de biossintese de Hops ndo envolve transporte do
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acucar para o meio intracelular nem formacao de precursores ativados. As glicosil transferases
sdo normalmente constitutivas, porém ha casos de bactérias laticas cuja producdo da enzima é

induzida pela presenca de sacarose (De Vuyst e Degeest, 1999).

CH,OH ——CH, CH,
H O 4 HOHC _O _ H H OH| g O g HOH,C O _H
n —> % +n H
HONOH H 0 H HO CH,OH #EONOH  HALINon HA_ H HO A0
H H H H n H
N sacarose dextrano n frutose

Figura 1 - Biossintese do dextrano.
Fonte: De Vuyst e Degeest (1999).

Os Heps sdo constituidos de residuos de D-glicose, D-galactose e D-ramnose em diferentes
combinacbes e quantidades e sdo sintetizados por uma sequéncia complexa de interacdes,
envolvendo enzimas intracelulares. Em bactérias Gram positivo, essa biossintese é dividida em
quatro sequéncias de reacdo: o transporte de acucares para o citoplasma; a sintese de agucar-1-
fosfato; polimerizacdo dos residuos de aglcar e os processos envolvidos na exportacdo das
unidades repetidoras e montagem dos EPS (Figura 2) (De Vust e Degeest, 1999).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de vias envolvidas no catabolismo de lactose (superior
esquerdo e direito) e biossintese de exopolissacarideos (inferior direito) por Lactococcus lactis
fermentadora de lactose (lactose transportada pelo sistema fosfoenoltransferase lactose
especifico) e em Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
ambas ndo fermentadoras de galactose (lactose transportada através do sistema de transporte

secundario antiporte lactose/galactose).

Os numeros referem-se as enzimas envolvidas: 1, fosfo-B-galactosidase; 2, B-galactosidase; 3, glicoquinase; 4,
fosfoglucomutase; 5, UDP-glicose pirofosforilase; 6, UDP-galactose-4-epimerase; 7, DTDP-glicose pirofosforilase;
8, desidratase; 9, epimerase redutase; 10, fosfoglicose isomerase; 11, 6- fosfofrutoquinase; 12, frutose-1,6-
disfosfatase; 13, frutose-1,6-difosfato aldolase; 14, galactose-6-fosfato-isomerase; 15, tagatose-6-fosfato quinase;
16, tagatose-1,6-difosfato aldolase. Fonte: De Vuyst e Degeest (1999).

Bactérias laticas podem utilizar diversos monossacarideos e dissacarideos como fontes de
carbono. O movimento dessas fontes de carbono para o citoplasma a partir do meio circundante é
fortemente regulado por uma série de diferentes proteinas de controle e é realizado por trés

sistemas de transporte diferentes. No primeiro, o transporte do agucar é diretamente acoplado a
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hidrolise de ATP, via uma ATPase transporte-especifica. No segundo, a importacdo € acoplada
ao transporte de ions e outros solutos (sistemas simporte e antiporte). E o terceiro € o sistema
mais importante de transporte de agUcar em micro-organismos, denominado sistema
fosfoenolpiruvato fosfotransferase (PEP-PTS), que contém proteinas que sdo responsaveis pela
ligacdo, transporte transmembranar e fosforilagdo de uma variedade de acucares. Neste sistema,
o grupo fosfato € liberado a partir da conversdo de PEP em piruvato catalisada pela piruvato
quinase. A maioria das moléculas de acUcar introduzida no citoplasma das bactérias é
transformada em acgucar-6-fosfato e degradada pela via glicolitica. Poucos agucares-6-fosfato séo
convertidos em glicose-1-fosfato, unidade fundamental na formacdo de EPS (Madhuri e
Prabhakar, 2014).

Quando micro-organismos sdo cultivados em presenca de lactose, apds sua entrada na célula,
esse acucar € transformado em glicose-1-fosfato. A glicose-1-fosfato é o metabolito central para
a formacdo de nucleotideos de acucar, tais como UDP-glicose e dTDP-glicose pela acdo de
UDP-glicose pirofosforilase e dTDP-glicose pirofosforilase, respectivamente. A UDP-glicose
pode ser usada diretamente para formacéao de EPS ou ser transformada a UDP-galactose por acéo
da UDP-galactose-4-epimerase. A dTDP-glicose é transformada a dTDP-4-ceto-6-deoximanose
por acdo da desidratase e, na sequéncia, a dTDP-ramnose, por acdo da enzima redutase
epimerase (Figura 2) (De Vuyst e Degeest, 1999; Madhuri e Prabhakar, 2014). As enzimas que
participam da sintese de todos estes nucleotideos de acUcar sdo codificadas pelos genes galU,
galE, rfbA, rfbB, rfbC e rfbD. Os nucleotideos de acUcar, essenciais para varias vias metabolicas,
tém um papel essencial na biossintese de EPS devido a participacdo na ativacdo dos agucares,
necessaria para a polimerizacdo dos monossacarideos, bem como para a modificacdo dos
mesmos (epimerizacdo, descarboxilacdo, desidrogenacdo, etc). A perda da capacidade de
sintetizar nucleotideos de agucar usualmente leva & perda da capacidade de producdo de EPS
(Madhuri e Prabhakar, 2014).

A composicdo final dos heteropolissacarideos depende dos nucleotideos de agucar formados no
interior da celula e da sequéncia de montagem das unidades repetidas, que é dirigida por
glicosiltransferases altamente especificas (codificadas por genes do operon eps). Essas enzimas

promovem o acoplamento de monossacarideos ao transportador lipidico (isoprenoide),
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localizado na membrana citoplasmatica (Figura 3). As etapas finais de producdo de Heps em
bactérias laticas ainda ndo sdo totalmente conhecidas, mas ha indicios de que o processo seja
similar ao que ocorre em bactérias Gram negativo; as unidades de repeticdo ligadas ao lipidio
carreador sdo translocadas através da membrana pela acdo de enzimas de transporte
transmembranosas (flipases). Uma polimerase catalisa a ligacdo das unidades de repeticdo e,
finalmente, uma enzima catalisa o0 desacoplamento do polimero do lipidio e controla o

comprimento da cadeia (Madhuri e Prabhakar, 2014).
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Figura 3 - Modelo para a biossintese de heteropolissacarideos em Lactococcus lactis subsp.
lactis.

Legenda: C55-P, transportador lipidico; Glc, glicose; Gal, galactose; Rha, ramnose; UDP- Glc, UDP-Gal e TDP-
Rha sdo aclcares de nucledtidos. EPS (A, B, D, E, F, G, H, I, J e K) sdo enzimas envolvidas no processo de
transferéncia, polimerizacdo e exportacdo. Fonte: De Vuyst e Degeest (1999).

A producao e secrecdo dos EPS envolve uma complexa organizagdo génica. De forma geral, em
bactérias laticas existem em torno de 13 genes (epsA a epsM) responsaveis pelo direcionamento
da sintese de Heps que estdo organizados em um operon (operon eps), descrito inicialmente em
S. thermophilus. Esse operon pode estar localizado em plasmidios, como ocorre em bactérias
laticas mesofilicas (L. lactis e Lactobacillus casei) ou no cromossomo, como demonstrado para
bactérias laticas termofilicas (S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus). A organizacao,

direcdo transcricional e fungdes atribuidas aos produtos dos genes presentes nos diferentes
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operons eps ja descritos parecem ser altamente conservadas. Os genes parecem estar organizados
em quatro regides funcionais, sendo uma regido central com genes que codificam
glicosiltransferases especificas para a montagem das unidades de repeticdo, duas regides
flanqueadoras da regido central que demonstram homologia com enzimas envolvidas na
polimerizacéo e exportacdo e uma regido regulatoria localizada no inicio do operon (Welman e
Madox, 2003).

2.6 Identificacdo das vias metabolicas ativas em uma comunidade microbiana por analise
trancriptdmica

Transcriptoma é o conjunto de RNA mensageiro de uma célula. Esses dados podem ser
analisados e comparados em um determinado momento, como por exemplo, em diferentes
estagios de desenvolvimento e condigdes de crescimento. A compreensdo do transcriptoma é
essencial para a interpretacdo de elementos funcionais do genoma, como por exemplo a atividade

metabolica de um organismo (Madgan et al., 2010; Malone e Oliver, 2011).

O sequenciamento metagendmico revela importantes propriedades funcionais codificadas em
comunidades microbianas e a caracterizacdo destas propriedades requer analise dos componentes
ativos através de técnicas meta-Omicas como o metatranscriptoma. Os dados de
metatranscriptoma indicam qual dos genes codificados no metagenoma sé@o realmente transcritos
e quais sdo as potenciais vias metabdlicas ativas dentro de uma comunidade microbiana sob

certas condi¢fes ambientais (Ismaiel et al., 2014).

As bactérias tém estoques de RNA mensageiros (MRNA) que permitem avaliar a interagdo entre
0S Mmicro-organismos em resposta as alteracbes do seu meio ambiente. Em um estudo
metatranscriptdmico, pode-se utilizar o protocolo de RNA-Seq no MiSeq da Illumina. Neste, o
RNA total é isolado a partir da amostra e RNA estruturais (transportador e ribossomal) sdo entdo
removidos para enriquecer o MRNA, que é entdo transcrito reversamente em cDNA e
sequenciado utilizando plataformas de sequenciamento de nova geracdo (NGS) como o0s
sequenciadores Illumina. Este processo é conhecido como sequenciamento de profundidade e

proporciona sensibilidade e precisdo. Com estes resultados podemos obter um retrato amplo e
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preciso sobre os genes (e suas fun¢des) em uma comunidade microbiana (Malone e Oliver, 2011,
Ismaiel et al., 2014).

Um dos problemas em manipular o0 RNA ¢ a degradabilidade pela temperatura, luz UV e por
ribonucleases celulares. A instabilidade ocorre porque 0 mRNA forma uma estrutura linear, facil
de ser degradada por ribonucleases, diferentemente do RNA transportador (tRNA) e RNA
ribossomal (rRNA) que possuem estruturas altamente dobradas e estaveis (Madgan et al. 2010).
Por isso, € preciso tomar muito cuidado na manipulacdo da amostra e, caso a amostra esteja
degradada, o resultado é uma taxa muito baixa de reads mapeados. Outro problema é a presenca
do rRNA, uma vez que ele corresponde a uma grande quantidade da massa de RNA de uma
celula e, se ndo for removido da amostra, no final a maioria dos reads sera de RNA ribossomal, o
que normalmente n4o é objetivo do experimento. E possivel utilizar um kit de deplecio de rRNA
ou entdo fazer um enriquecimento do RNA com cauda poliadenilato (poliA). Alguns grupos de

estudo utilizam os dois para garantir a remogéo dos rRNA (Varuzza, 2013).

O kit de deplecdo de rRNA da Illumina consiste no tratamento das amostras com uma solucédo de
remocdo de rRNA. Nesta reacdo, ocorre hibridizacdo do rRNA com o probe e posterior
separacdo do hibridizado com beads magnéticas. Nas beads magnéticas se forma um pellet
composto pelo material hibridizado e o excesso de probe. A amostra purificada por deplecéo de

rRNA é entdo transferida e esta pronta para preparar a biblioteca (Illumina, 2014a).

A cauda poli-A é uma estrutura localizada na extremidade 3' da maioria
dos mRNA de eucariotos. Esta cauda serve para a ligacdo de proteinas especificas, as quais
possivelmente ddo ao mRNA protecdo contra a degradacdo enzimatica. No processo de
purificacdo com cauda poliA das moléculas mRNA utiliza-se oligonucleotideos ligados a beads
magnéticas realizando-se duas rodadas de purificacdo. Durante a segunda elui¢do da cauda poliA
do RNA, o RNA é também fragmentado e preparado para a sintese de cDNA (lllumina, 2014b).

No RNA-Seq, as amostras transcritas sdo diretamente sequenciadas. As sequéncias de
transcrigdo sdo entdo mapeadas com um genoma de referéncia. O mapemento com o genéma de

referéncia é contado para avaliar o nivel de expresséo do gene (Malone e Oliver, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/MRNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eucarioto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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A presenca nas bibliotecas de dados com ma qualidade ou sequéncias técnicas, tais como
adaptadores de NGS pode resultar em analise abaixo do ideal e estes dados podem ser removidos
com o programa Trimmomatic. O Trimmomatic é um eficiente software otimizado para dados do
Illumina (Bolger et al., 2014).

Apos a remocgdo das partes de ma qualidade e/ou dos adaptadores, faz-se o alinhamento dos
reads com o genoma de referéncia de bactérias laticas e leveduras, por exemplo, por meio do
programa Bowtie. Este corresponde a primeira etapa comparativa de muitas outras a serem

realizadas (Langmead et al., 2009; Langmead e Salzberg, 2012).

A contagem dos reads mapeados em cada genoma de referéncia pode ser feita no programa
Browser Extensible Dados (BED) ferramenta Multicov que relata a contagem de alinhamentos
de vérios arquivos Bravo Archived Media (BAM), nos quais as informacdes estdo codificadas
em formato binario para economizar espaco em disco e na memoria. O BED também pode ser
utilizado para comparagdo, manipulacdo e anotacdo de recursos genémicos, como anotacdes de

genes e alinhamento de sequéncias de reads (Quinlan e Hall, 2010).

As abordagens atuais para transcri¢cdo de reconstrucdo dependem do alinhamento de reads a um
genoma de referéncia, e sdo, portanto, inadequadas na auséncia do mesmo ou quando se tem
baixa porcentagem de alinhamento. O Trinity (software) é uma ferramenta para a reconstrucdo de
reads transcritos completos cujo genoma de referéncia ainda nao esta disponivel (Grabherr et al.,
2011; Haas et al., 2013). O préximo passo na analise dos dados é a identificacdo de regides
codificantes de proteinas, que pode ser feita no Genemark (Tang et al., 2015), que fornece
anotacdes de genes do genoma de bactérias, eucariotos e Archea. Assim, € possivel predizer os
genes nos contigs e, posteriormente, as proteinas por meio de uma busca em banco de dados,

como por exemplo o Uniprot.

Estudos recentes de metagendmica de genes de bactérias laticas, utilizando metodologia
diferente da descrita acima, indicam que a microbiota se altera durante a fermentacéo e descreve

0s principais produtos da fermentacdo heterolatica. Jung e colaboradores (2013), verificaram por
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meio do sequenciamento do rRNA 16S, que a microbiota fermentadora de vegetais (kimchi) é
dominada por seis espécies de BAL: Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus sakei, Weissella
koreensis, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc carnosum e Leuconostoc gasicomitatum e que esta
microbiota se altera durante 29 dias de fermentacdo. O sequenciamento do mRNA mostrou que
L. mesenteroides foi mais ativo durante o estdgio inicial da fermentacdo, ao passo que a
expressdo génica por L. sakei, W. koreensis foi elevada durante as etapas posteriores. Muitos
genes relacionados ao transporte e hidrolise de carboidratos e a fermentacdo de lactato foram
expressos de forma ativa, o que indica a fermentacdo heterolatica tipica. Estes resultados
contribuem para o conhecimento da populacdo ativa e da expressdo dos genes das BAL

responsaveis por um importante processo de fermentacéo.

Mendes e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia da temperatura de fermentacéo, a taxa de
agitacdo e adicdes de fontes de carbono, nas populacbes mistas de levedura Saccharomyces
cerevisiae e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus para conhecimento sobre suas interagdes
no processo de fermentacdo da lactose. Estes dois micro-organismos co-ocorrem nas
fermentacdes de kefir e foram estudados durante crescimento anaerébio em lactose e avaliados
por microarranjo de DNA. Ao combinar a analise fisioldgica e transcriptomica das duas estirpes
nas co-culturas, cinco mecanismos de interagcdo foram identificados: i) L. delbrueckii subsp.
bulgaricus hidrolisa a lactose, a qual ndo pode ser metabolizada por S. cerevisiae, para galactose
e glicose. Subsequentemente, a galactose, ndo pode ser metabolizada por L. delbrueckii. subsp.
bulgaricus, sendo entdo excretada e fornece uma fonte de carbono para a levedura. ii) Em
culturas puras, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sé cresce na presenca de concentragdes maiores
de CO.. Nas culturas mistas anaerobias, a levedura fornece este CO2 por meio de fermentacao
alcoolica. iii) a analise do consumo de aminoacidos a partir do meio definido indicaram que S.
cerevisiae fornece alanina a bactéria. iv) uma resposta branda, mas significativa baixa de ferro no
transcriptoma de levedura, foi consistente com o quelato de ferro ao lactato produzido por L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. v) a analise do transcriptoma de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
em culturas mistas mostrou uma elevada quantidade de transcritos envolvidos no metabolismo
lipidico, sugerindo que h& uma competicdo dos dois micro-organismos pelos 0s acidos graxos ou

producdo de substéncia protetora ao etanol produzido por S. cerevisiae. Este estudo demonstra
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que a analise do transcriptoma € uma ferramenta poderosa para investigar as interacGes

microbianas em populagfes mistas.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da qualidade microbioldgica e fisico-quimica de kefir e da atividade bioldgica da

bebida, de Lactobacillus spp. isolados de diferentes grdos e exopolissacarideos.

3.1  Objetivos especificos

i. Avaliar as caracteristicas de diferentes grdos de kefir e de bebidas fermentadas.

a.

Aumento da biomassa dos grdos de kefir de leite e de &gua agucarada de
diferentes origens em fungéo do tempo.

Organizacdo microscopica dos graos.

Caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas de bebidas fermentadas.
Pesquisa da presenca de EPS nas bebidas fermentadas por cromatografia liquida

de exclusdo molecular e determinagcdo da massa molecular.

ii. Producdo e caracterizacdo de exopolissacarideos

a.

Pesquisar estirpes produtoras de EPS entre Lactobacillus spp. isolados de gréos de
kefir.
Extrair e avaliar a estrutura priméaria de EPS obtidos de grdos de kefir e das

culturas de Lactobacillus spp. isolados dos mesmos.

iii.  Avaliacédo do efeito bioldgico de bebidas fermentadas e de exopolissacarideos

a.

Avaliar, in vitro, a atividade antagonista das bebidas contra alguns patdgenos
envolvidos em doencas transmitidas por alimentos.
Verificar o efeito de Lactobacillus spp. e de exopolissacarideos sobre a adeséo

e/ou invasdo de Salmonella enteritidis sorovar Enteritidis em células Caco-2/TC7.
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iv. Identificar os micro-organismos metabolicamente ativos nas diferentes bebidas
fermentadas e aqueles que estdo envolvidos na sintese de EPS, por analise

transcriptdmica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1  Origem e manutenc¢do dos grédos de kefir

Os gréos utilizados neste trabalho foram cultivados em duas matrizes alimentares, leite e dgua
acucarada, conforme indicacdo da origem. Os gréos de kefir de leite foram provenientes das
cidades de Curitiba, Divinopolis, Salvador e Vigosa, e codificados como KLCU, KLDI, KLSA e
KLVI, respectivamente. Os graos de kefir de agua acucarada foram provenientes das cidades de
Belo Horizonte, Curitiba, Salvador e Vicosa, e codificados como KABH, KACU, KASA e
KAVI, respectivamente (Tabela 1). Todos os grdos avaliados foram obtidos de ambientes
domeésticos, exceto os grdos provenientes da cidade de Vigosa, que foram cedidos pelo
Laboratorio de Produtos Lacteos Fermentados do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa. Quando do recebimento dos grdos, todos estavam sendo
cultivados no respectivo substrato ha pelo menos dois anos initerruptamente e permaneceram nas
mesmas condicdes de cultivo durante todo o periodo de experimentacdo. Aliquotas de cada grdo
ressuspendidas em leite ou dgua acucarada foram mantidas a -86°C, no Laboratdrio de Ecologia
e Fisiologia de Micro-organismos, do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal

de Minas Gerais.

Tabela 1 — Origens dos grdos de kefir cultivados em leite e 4gua agucarada.

Origem do Gréo Kefir de leite Kefir de 4gua agucarada
Curitiba X X
Belo Horizonte N&o se aplica X
Divinopolis X N&o se aplica
Salvador X X
Vicosa X X

Fonte: Zanirati et al. (2015).
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4.2  Técnicas de processamento das bebidas fermentadas

O kefir de leite foi preparado utilizando leite em p6 desnatado (Itambeé, Minas Gerais)
reconstituido com &gua destilada, na concentracdo de 10% p/v. O kefir de agua agucarada foi
preparado utilizando uma solugéo de acgtcar mascavo (Vitapdo, Minas Gerais) em agua destilada
(5% p/v). Os substratos foram esterilizados em temperatura de 121°C durante 15 minutos,
resfriados a temperatura ambiente (25°C) e a eles foram adicionados os grdos de kefir na
proporcéo de 3% p/v. As misturas foram incubadas por 24 horas a 25°C em incubadora B.O.D.
(Thelga, no Laboratorio de Genética de Molecular de Protozoérios Parasitas) e em seguida,
incubadas em temperatura de refrigeracdo, por mais 24 horas. Posteriormente, os grdos foram
retirados por peneiramento e as bebidas fermentadas mantidas sob refrigeracdo (7°C) durante o

armazenamento (Figura 4) (Farnorth, 2005).

Matriz Alimentar
(Leite ou 4gua agucarada)

l

Inoculacéao (3% p/v)

!
Fermentacdo (24hs/25°C)

!
Maturacdo (24hs/refrig.)

!

Remocéo do gréo

!

Bebida fermentada

!
Armazenamento (refrig.)

Figura 4 — Fluxograma do processamento de bebidas fermentadas.

4.3  Avaliacdo do aumento da biomassa dos gréos de kefir de leite e agua agucarada de

diferentes origens em fungéo do tempo

Os grédos foram propagados nas matrizes alimentares que foram preparadas conforme descrito

nas técnicas de producdo das bebidas fermentadas. OS graso foram adicionados as matrizes
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mantendo-se a proporcdo de 3% p/v, por meio do balanco de massa e feita a pesagem dos
mesmos a cada 48 horas, definindo-se assim cada cultivo (25°C/48 horas). A pesagem era
realizada apos a lavagem dos grdos com agua destilada autoclavada e secagem do excesso de
agua em papel toalha. De acordo com o peso, se calculava o volume de substrato a ser

adicionado posteriormente, mantendo-se a proporc¢éo de 3% p/v de gréo.

4.4  Organizacdo microscopica dos graos de kefir

Os graos de kefir (= 0,5g) cultivados em agua com acucar e leite foram fixados em 1mL de
solucéo de glutaraldeido 4% em 0,1M de tampéo fosfato (pH 7) por 4 horas a 25°C de acordo
com Bottazzi e Bianchi (1980). Apos fixacdo, os grdos foram armazenados em tampédo fosfato e
enviados para analise de microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo no Centro de

Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais.

O preparo do material bioldgico para microscopia eletronica de varredura foi realizado de acordo
com o0 metodo 6smio-tanino-6smio (OTO). Procedeu-se a remocdo do tampdo fosfato e as
amostras foram lavadas trés vezes (10 minutos cada) em tampé&o fosfato 0,1M. Fez-se a fixagéo
secundaria (tetréxido de 6smio 1% em tampdo fosfato 0,1M) por 1 hora a temperatura ambiente.
Fez-se a lavagem das amostras com tampéo fosfato 0,1M (trés vezes por 10 minutos cada).
Removeu-se o tampéo fosfato e imergiu-se as amostras em acido tanico 1% em tampdo fosfato
0,1M (20 minutos a temperatura ambiente). Fez-se a lavagem das amostras com tampédo fosfato
0,1M (trés — 10 minutos). Removeu-se o tampéo fosfato e imergiu-se as amostras em fixador
secundario (tetroxido de ésmio 1% em tampdo fosfato 0,1M) por uma hora a temperatura
ambiente. Removeu-se o fixador secundario e procedeu-se a lavagem trés vezes (10 minutos

cada) com agua destilada (Botazzi e Bianchi, 1980, adaptada).

Apos a fixagdo, as amostras foram desidratadas com alcool utilizando concentragdes crescentes
(35, 50, 70, 85 e 95%), sendo duas vezes de 10 minutos e a de 100% trés vezes de 10 minutos. A
secagem foi realizada em ponto critico de CO.. As amostras foram montadas em stub (didmetro
de 12,7mm, EMS) utilizando fita de carbono (8 x 20 mm, EMS) e cola de prata (EMS). A

metalizacdo foi realizada com 5nm de ouro. Posteriormente ao preparo, as amostras foram
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analisadas no Microscopio Eletronico de Varredura FEG - Quanta 200 Fei Tecnai, Oregon
(Botazzi e Bianchi, 1980, adaptada).

O preparo do material biolégico para microscopia eletrénica de transmissdo foi realizado de
acordo com o método dsmio-tanino-6smio (OTO). Procedeu-se a remogdo do tampédo fosfato e
as amostras foram lavadas trés vezes (10 minutos cada) em tampdo fosfato 0,1M. Fez-se a
fixacdo secundaria (tetroxido de 6smio 1% em tampdo fosfato 0,1M) por 1 hora a temperatura
ambiente. Repetiu-se esta etapa. Fez-se a lavagem das amostras com tampao fosfato 0,1M (trés
vezes — 10 minutos). Removeu-se o tampéo fosfato e imergiu-se as amostras em acetato de
uranila 2% em solucdo aquosa com 13,3% de sacarose, overnight a 4°C (Botazzi e Bianchi,
1980, adaptada).

Apbs a fixacdo, as amostras foram desidratadas com alcool utilizando concentragcfes crescentes
(17, 35, 50, 70, 85 e 95%), sendo duas vezes de 10 minutos e a de 100% trés vezes de 10
minutos. O spurr foi colocado em acetona de acordo com o esquema: durante 20 minutos (duas
vezes); um spurr em duas acetonas, durante no minimo duas horas; um spurr em uma acetona,
durante no minimo duas horas; dois spurr em uma acetona, overnight. Apos a desidratacao, o
spurr foi colocado na estufa a 60°C durante 24 horas para polimerizacdo. As amostras foram
cortadas no micr6tomo e posteriormente analisadas no Microscopio Eletrdnico de Transmisséo

Tecnai G2-12 Spirit Biotwin da Marca Fei Tecnai (Botazzi e Bianchi, 1980, adaptada).

4.5  Producdo de kefir de leite e agua agucarada

A producdo de kefir de leite foi realizada em esquema fatorial 4x4, em que os fatores foram a
origem dos grdos de kefir (Curitiba, Salvador, Vigosa e Divindpolis) e tempo de armazenamento
de armazenamento das bebidas fermentadas (1, 2, 7 e 28 dias). Os 16 tratamentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticOes, totalizando 64
unidades experimentais (UE). As repeticGes foram constituidas por diferentes bateladas de

processamento. As andlises laboratoriais foram realizadas em duplicata, totalizando 128 analises.

A producéo de kefir de 4gua acucarada foi realizada em esquema fatorial 4x4, em que os fatores
foram a origem dos gréos de kefir (Belo Horizonte, Curitiba, Salvador e Vigosa) e tempo de

armazenamento (1, 2, 7 e 28 dias). Os 16 tratamentos foram dispostos em delineamento
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inteiramente casualizado, com trés repeticdes, totalizando 48 UE. As repeticdes foram
constituidas por diferentes bateladas de processamento. As analises laboratoriais foram
realizadas em duplicata, totalizando 96 anéalises.

4.6  Caracterizagdo microbiologica e fisico-quimica das bebidas fermentadas

A caracterizacdo microbioldgica das bebidas foi realizada por meio da enumeracdo de BAL em
agar MRS (Acumedia, Lansing), apos incubacdo a 37°C durante 48 horas e leveduras em &gar
Batata Dextrose, acidificado com &cido tartarico (BDA, Acumedia, Lansing), apds incubacao a
25°C durante 5 dias, em duplicatas (Brasil, 2003).

As andlises fisico-quimicas realizadas em duplicata foram pH, acidez titulavel, gordura, proteina
e aclcares, no laboratério de Bromatologia de Alimentos da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais, de acordo com a metodologia do Instituto Adolf Lutz
(AL, 1985). As analises foram realizadas durante o processo de fermentagdo (0, 24 e 48 horas) e
apos sete e 28 dias de armazenamento a 7°C, o que corresponde aos tempos 0, 1, 2, 7 e 28 dias,

respectivamente.

As analises estatisticas foram realizadas no software SAS, versdo 9.2 (Statistical Analysis System
- SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), licenciado para a Universidade Federal de Vicosa, em nivel
de significancia de 5%. Os efeitos da origem dos graos de kefir, do tempo de armazenamento e
da interacdo entre eles sobre as caracteristicas de qualidade do kefir foram determinados por
meio da analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos, as médias foram comparadas
pelo Teste de Tukey, de acordo com o seguinte modelo:

Ya “H TV T T emque:

yijk = valor observado na origem do gréo de kefir i, no tempo de armazenamento j e na repeticéo
k(k=1,2,3);

K = média geral;

7i = efeito da origem do gréo de kefiri; i =1, 2, 3, 4;

yj = efeito do tempo de armazenamento j; i =1, 2, 3, 4;
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tyij = efeito da interagdo da origem do gréo de kefir i com o tempo de armazenamento j;
&ijk = erro experimental, pressuposto normal e independentemente distribuido com média zero e

variancia o2, associado a cada valor observado de yix. €~ NID (0, ¢?)

Posteriormente, foi realizada a analise de correlacéo entre as caracteristicas de qualidade do kefir

avaliadas, cujos coeficientes foram testados pelo teste t de Student.

4.7  Pesquisa da presenca de exopolissacarideos nas bebidas fermentadas por

cromatografia liquida de exclusdo molecular e determinagdo da massa molecular

As amostras utilizadas para a pesquisa da presenca de exopolissacarideos nas
bebidas fermentadas por cromatografia liquida de exclusdo molecular e determinacdo da massa
molecular foram elaboradas com graos provenientes de Curitiba e Salvador, por apresentar maior

diversidade microbiana, conforme descrito por Zanirati e colaboradores (2015).

Apbs o periodo de 48 horas de fermentacdo, sendo 24 horas a 25°C e 24 horas a 7°C, as bebidas
fermentadas de kefir de leite e de agua acucarada foram centrifugadas a 6500rpm durante 10
minutos. Os precipitados foram descartados e os sobrenadantes foram utilizados para pesquisa de
EPS. Os sobrenadantes foram filtrados duas vezes em filtro Chromafil Xtra (Macherey-Nagel,

Diren) com poros de 0,45um.

Conforme descrito por Piermaria (2008), a pesquisa foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), no cromatégrafo Water 1525 (Massachusetts), utilizando coluna de
filtracdo em gel OH-Pak SB 805HQ (Shodex, Japédo), detector de infra-vermelho, fase movel
composta por NOzNa 0,1M com fluxo constante de 0,95mL/min. e pressdo de 120-130psi.
Injetou-se 20pL de solucdo de polissacarideos de concentracdo de 0,5¢g/L e de cada bebida
fermentada. A curva de calibragcdo foi determinada com padrdes de dextrano (Alo 2770,
Phenomenex, Torrance), com massas moleculares de 3.800.000 a 97.000Da (APENDICE A).
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4.8  Pesquisar e selecionar estirpes produtoras de EPS entre Lactobacillus spp. isolados de
grdos de kefir

A selecdo dos micro-organismos produtores de EPS foi realizada utilizando 52 linhagens do
género Lactobacillus, que foram previamente isoladas de gréos de Kefir de diferentes localidades
brasileiras, cultivados em leite e 4gua acucarada e identificadas por Zanirati et al. (2015).

Os lactobacilos metabolicamente ativos, ap0s repiques sucessivos (2x) em caldo MRS
(Acumedia, Lansing) por 18 horas, em aerobiose, foram inoculados, por meio de estrias simples,
em trés diferentes meios: &gar MRS (Acumedia, Lansing), MRS modificado por substituicdo da
glicose (2%) por sacarose (8%) (SMRS) ou lactose (5%) (IMRS). As placas foram incubadas em
diferentes tensGes de oxigénio (aerobiose e anaerobiose) e temperatura (25°C e 37°C), por 48
horas. Foram considerados produtores de EPS os isolados que apresentaram colonias viscosas
nos meios acrescidos dos agUcares lactose ou sacarose (Paiva, 2013).

4.9  Extracdo e avaliacdo da estrutura primaria de EPS obtidos de gréos de kefir e das culturas

de Lactobacillus spp. isolados dos mesmos

49.1 Extracdo de EPS de grdos de kefir de leite

A extracdo de EPS dos grdos de kefir de leite (KLCU e KLSA), devido a maior diversidade
microbioldgica dos mesmos conforme descrito por Zanirati e colaboradores (2015), foi realizada
por meio do método de precipitacdo alcodlica a frio, descrito por Rimada e Abraham (2001). Os
grdos foram lavados com A&gua destilada, escorridos, secos com papel toalha, pesados e
adicionados em agua destilada na proporcdo de 10% p/v. Aqueceu-se em banho-maria a 100°C
durante cerca de 30 minutos. Durante este periodo, misturou-se a amostra para que 0s graos se
desfizessem. No final do aquecimento houve a formacéo de fio (filagem) (Figura 5A). A amostra
foi centrifugada em temperatura ambiente por 15 minutos a 10.000 g utilizando centrifuga
Avanti J25 (Beckman Coulter Inc., USA). O sobrenadante foi separado e a ele adicionou-se duas
vezes 0 seu volume de etanol 96°GL frio (-20°C) para precipitacdo do EPS (Figura 5B). Esta
solucdo se manteve a -20°C por 24 horas. Apés este periodo, observa-se formacgdo de gel que

corresponde ao EPS hidratado (Figura 5C). Descartou-se 0 material suspenso (EPS associado a
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proteinas) (Figura 5D). O EPS precipitado foi separado por centrifugacdo a 4°C durante 20
minutos a 10.062g e suspenso em duas vezes 0 volume de agua quente. Repetiu-se 0 processo de
precipitacdo, dissolucdo e centrifugacdo para eliminar residuos de carboidratos e proteina.
Separou-se uma aliquota para determinar o conteudo de acUcares totais, a auséncia de
carboidratos de baixa massa molecular e proteinas. Finalmente, as solucdes foram liofilizadas e

armazenadas em temperatura ambiente (Figura 5E).

A B C

Figura 5 - Extracdo de exopolissacarideos de gréos de kefir de leite de Salvador.
Figuras: (A) ponto final de aquecimento dos gréos, quando se observa formacéo de fio; (B) precipitacdo alcodlica a
frio de EPS; (C) gelificacdo ap6s 24h a -20°C; (D) EPS precipitado impuro que é descartado; (E) EPS liofilizado.

A extracdo de EPS dos gréos de agua (KACU e KASA), iniciou-se com a solubilizacdo dos
mesmos em NaOH 0,1M, separacdo das células de micro-organismos por centrifugacdo e

correcdo do pH para o valor de 7,0 com acido latico estéril 0,1M.

4.9.2 Extracdo de EPS de culturas de Lactobacillus spp. isolados de graos de kefir

Os lactobacilos produtores de EPS metabolicamente ativos, ap0s repiques sucessivos, foram
ativados, duas vezes, em caldo MRS (Acumedia, Lansing) por 18 horas, em aerobiose. Os micro-

organismos ativos foram inoculados (1,5% v/v) em caldo sMRS incubados em camara de
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anaerobiose a 37°C por 48 horas. Foram utilizados dois frascos contendo 200mL de meio cada
um. O EPS produzido em um frasco foi destinado a caracterizacdo estrutural e o do outro para a
determinacéo do rendimento da producéo (massa (g)) (Paiva, 2013).

Apbs o periodo de incubacéo, as células foram retiradas por centrifugacdo. Os EPS, presentes no
sobrenadante, foram extraidos por precipitacdo em dois volumes de etanol (95% v/v, Synth,
Diadema), acondicionamento a -20°C por 12 horas e centrifugagdo para descarte do
sobrenadante (Rimada e Abraham, 2001).

Os precipitados foram suspensos em agua Mili-Q, e re-precipitados em etanol mais duas vezes,
para remocdo de residuos de proteina e carboidratos simples. As amostras destinadas a
caracterizacdo estrutural foram liofilizadas (Liotop K105) e a massa, expressa em grama por litro

de sSMRS, foi determinada apds secagem a 37°C por 96 horas (Paiva, 2013).

4.10 Determinacgdo da pureza dos EPS produzidos por Lactobacillus spp.

A pureza foi determinada por meio da pesquisa de residuos de proteina e carboidratos de baixa
massa molecular nos EPS produzidos por Lactobacillus spp.

4.10.1 Pesquisa de residuos de proteina

A pesquisa de residuos de proteina foi feita pelo método colorimétrico de Bradford, que consiste
em comparar as amostras na concentracdo de 1%, com a curva padrdo de albumina nas
concentragdes 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0% (Bradford, 1976), por espectrofotometria (Biotek —
Synerg HT) a um comprimento de onda de 590nm (Apéndice B).

4.10.2 Pesquisa de monossacarideos

A pesquisa de carboidratos simples foi feita por meio de cromatografia de camada delgada
(Pasto e Johnson, 2003), em placas de silica gel 60 de 0,20 mm de espessura (Merck, Alemanha),
utilizando padr@es de glicose, galactose e sacarose (solugdo 1% p/v); fase movel composta por

uma solugdo de n-propanol, &cido acético e &gua, em uma proporcdo de 70:20:10,



50

respectivamente. A solucdo reveladora foi composta por acido p-aminobenzoico (0,7%) e acido

fosfdrico (3%) em etanol.

411 Quantificacdo de carboidratos totais

A quantificacdo de carboidratos das amostras (solugdes 1% p/v) foi realizada pelo método da
Antrona (Turula et al., 2010). Os carboidratos totais foram quantificados por espectrofotometria
(Biotek — Synerg HT) a um comprimento de onda de 620 nm, utilizando uma curva padréo de
glicose nas concentragdes 0, 100, 200, 300, 400 e 500ug/mL (Apéndice C).

4.12 Caracterizagdo da estrutura primaria de EPS por espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear

As analises foram realizadas em espectrémetro (Bruker Avance Ill), na frequéncia base de 400
MHz para o nucleo de hidrogénio, em sonda de deteccdo inversa multinuclear 5 mm, equipada
com gradiente de campo, no Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolugdo
(LAREMAR), do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os EPS liofilizados foram solubilizados em dimetil sulfoxido deuterado (DMSO, Sigma-Aldrich,
USA), os espectros foram obtidos a 70°C, com o tetrametilsilano (TMS) utilizado como
referéncia externa e 0s deslocamentos quimicos expressos em unidade de delta (5).

Foram realizados experimentos uni (RMN de 1H) e bidimensionais (1H/1H e 1H/13C) na
tentativa de propor a estrutura primaria destes EPS. A intensidade das ligacGes foi verificada por
meio da integracdo da area abaixo do espectro (sinal) (Adaptada de Paiva et al., 2016).

4.13 Avaliagdo, in vitro, da atividade antagonista das bebidas contra alguns patogenos

envolvidos em doengas transmitidas por alimentos

As bebidas foram utilizadas na determinacdo da atividade antimicrobiana, segundo metodologia
adaptada de Silva et al. (2009). Os micro-organismos reveladores Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Listeria monocytogenes (ATCC15313), Shigella
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flexneri (ATCC 12022), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Salmonella Typhimurium
(ATCC14028) foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, Mumbai) até a
densidade celular de 108UFC/mL. Cem microlitros das suspensdes destes micro-organismos
alvos foram uniformemente espalhados sobre placas contendo &gar MRS (Acumedia, Lansing) e
agar Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, Mumbai) e pocos de 6mm de didmetro foram
escavados com um tubo de pléstico estéril. As aliquotas de 50uL das bebidas fermentadas
originais, das bebidas fermentadas neutralizadas com solucdo de hidroxido de sodio (NaOH)
0,IM (pH 7,0) e também das bebidas fermentadas esterilizadas por filtracdo (0,45um), foram
transferidas para 0s pogos nas placas de agar previamente inoculadas com os micro-organismos
alvo. As placas foram incubadas a 37°C, em aerobiose e a presenca ou auséncia de halo de
inibico foi verificada apds 48 horas. Todas as determinacdes foram realizadas em duplicata.

4.14 Avaliacdo do efeito de Lactobacillus spp. e de exopolissacarideos sobre a adesdo e/ou

invasao de Salmonella enteritidis sorovar Enteritidis em células Caco-2/TC-7

4.14.1 Determinacdo da adesdo e invasdo de Salmonella enteritidis sorovar Enteritidis em células
Caco-2/TC-7

Os ensaios em cultivo celular foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos, Universidad Nacional de La Plata,
La Plata, Argentina. Os testes foram realizados em células Caco-2/TC-7, formadoras de
monocamada, em placas de cultura de 24 poc¢os (SPL Life Sciences, Korea). Ap6s confluéncia,
as células foram lavadas trés vezes com solugdo tampéo fosfato salino (PBS) estéril (pH 7,2) e
em seguida 50uL de suspensdo de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (1,5%x10’"UFC/mL) e
0,45mL do meio Dulbecco MEM (DMEM, Gibco Brl Life Technologies, Rockville) foram
adicionados a cada poco (controle do processo de ades&o) que continha cerca de 10° células por
poco, alcangando a multiplicidade de infeccdo (MOI) de S. Enteritidis em relacdo as celulas de
1,5:1. As placas foram incubadas em estufa durante uma hora a 37°C em atmosfera de 5% de
CO2 e 95% de ar atmosférico. Apos esse tempo, as celulas destinadas ao ensaio de adesdo foram
lavadas trés vezes com PBS estéril e lisadas pela adicdo de agua Milli-Q esteril. A seguir, as

suspensdes obtidas foram diluidas e aliquotas apropriadas foram plaqueadas em agar nutriente
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(Biokar Diagnostics, Allone) para determinar o nuimero de células viaveis de Salmonella
aderidas as células Caco2/TC-7 (Golowczyc et al., 2007; Londero et al., 2014).

A invasdo de S. Enteritidis foi medida por enumeracdo apenas de bactérias localizadas dentro das
células Caco-2/TC-7. Para tanto, a monocamada foi lavada e incubada por mais uma hora com S.
Enteritidis, conforme descrigcdo anterior. Em seguida, adicionou-se 0,5mL de gentamicina (100
pHg/mL em PBS) a cada pogo e a monocamada foi incubada novamente durante uma hora a 37°C
antes da lise das células e contagem do numero de células viaveis (controle do proesso de

invasdo) (Golowczyc et al., 2007; Londero et al., 2014).

4.14.2 Avaliacdo do efeito de acdo protetora de Lactobacillus spp. e de exopolissacarideos sobre

a adesdo e/ou invasdo de Salmonella enteritidis sorovar Enteritidis em células Caco-2/TC-7

O efeito protetor foi avaliado pelos seguintes experimentos: i) as células Caco2/TC-7 foram pré-
incubadas com estipes que apresentaram MOI médio de 50:1, durante uma hora a 37°C. As
estirpes estudadas foram L. satsumensis 10P; L. satsumensis 10P2; L. satsumensis 18P; L.
perolens 11P3; L. perolens 17P2 e L. mali 19U, cujas células foram suspensas em DMEM e, em
seguida, inoculadas com S. Enteritidis, de acordo com o ensaio controle. ii) as células Caco2/TC-
7 foram pré-incubadas durante uma hora a 37°C com cada EPS produzido pelos isolados citados
acima, na concentracdo de 1000 mg/L e, em seguida, inoculadas com S. Enteritidis, de acordo
com os ensaios controles; iii) as células Caco2/TC-7 foram pré-incubadas durante uma hora a
37°C com cada EPS extraido dos grdos de kefir de leite e de &gua acucarada de Curitiba e
Salvador (KLCU, KLSA, KACU e KASA), na concentragdo de 1000mg/L, e em seguida,
inoculadas com S. Enteritidis, de acordo com o0s ensaios controles descritos inicialmente
(adaptada de Golowczyc et al., 2007 e Londero et al., 2014).

4.15 Identificar os micro-organismos metabolicamente ativos nas diferentes bebidas

fermentadas e aqueles que estdo envolvidos na sintese de EPS, por analise transcriptbmica

A andlise transcriptdmica foi realizada nas bebidas fermentadas de grdos de kefir provenientes
das cidades de Curitiba e Salvador (KLCU, KLSA, KACU e KASA), cultivados em leite em pé
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desnatado reconstituido (10%p/v) e em solucdo de d&gua com agucar mascavo (5%p/v), conforme

descricdo anterior.

Dez mililitros das amostras de kefir de leite foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g na
centrifuga marca Eppendorf 5430R. Os pellets de kefir de dgua foram obtidos a partir da
centrifugacdo de 40mL da bebida na centrifuga marca Jouan B4. Os pellets foram
ressuspendidos em 40mL de de citrato de trissodico 2% e centrifugado a 4.000 x g. Os pellets
foram transferidos para tubos Eppendorf contendo 0,39 de beads de zirconio, lisados no
equipamento MP Fastprep-24 e o RNA foi extraido utilizando-se kit de extracdo da marca
Qiagen (RNAeasy n.74104), segundo recomendacgdes do fabricante (Leite et al., 2013b,
adaptada). O RNA extraido foi armazenado a -80°C até a elaboracéo das bibliotecas.

As amostras foram divididas em duas partes, sendo uma destinada a analise de bactérias e a outra
a de leveduras. A amostra bacteriana foi tratada com o kit de deplecdo de rRNA, da marca
Illumina (Illumina, 2014a) e a amostra de levedura foi enriquecida com cauda poliA (Illumina,
2014b).

As bibliotecas foram elaboradoras de acordo com protocolo de sequenciamento de amostras de
RNA (lllumina, 2014b), que consiste nas etapas de purificacdo e fragmentacdo de mRNA,
sintese de primeira cadeia de cDNA,; sintese da segunda cadeia de cDNA; reparacdo das
extremidades; adenilacdo; ligacdo de adaptadores; amplificacdo; validacdo da biblioteca;

normalizacdo e pool das bibliotecas; e analise das bibliotecas no equipamento MiSeq Illumina.

As sequéncias de ma qualidade e os adaptadores foram removidos no software Trimmomatic
(Bolger et al., 2014) e posteriormente mapeados com 0s genomas de referéncia no software
Bowtie2 (Langmead e Salzberg, 2012). A contagem dos reads mapeados em cada genoma de
referéncia foi realizada no software BEDtools Multicov (Quinlan e Hall, 2010).

O préximo passo foi identificar as comunidades microbianas ativas nas bebidas fermentadas por
meio de analise de similaridade dos reads transcritos com as sequéncias de nucleotideos

presentes no banco de dados, Refseg-genomic, do National Center for Biotechnology
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Information (NCBI), que foi realizada no Genemark (Tang et al., 2015). Considerando que o
read transcrito é similar ao de uma determinada espécie quando apresentou indice de identidade
e cobertura superior a 95%. Quando o read apresentou indice inferior a 95% os mesmos foram

considerados ndo classificados.

A identificacdo das provaveis enzimas envolvidas na sintese de exopolissacarideos também foi
realizada por meio de andlise de similaridade dos reads transcritos montados, porém com as
sequéncias de aminoacidos, no Genemark (Tang et al., 2015). Assim, foi possivel predizer os
genes nos contigs e, posteriormente, identificar as enzimas/proteinas e consequentemente as
espécies de micro-organismos as quais estas pertenciam por meio de pesquisa no banco de dados

Resource Protein Universal (UniProt).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Aumento de biomassa dos grdos de kefir

Os grédos de kefir avaliados neste estudo apresentaram caracteristicas macroscopicas similares
aos circulantes em outras regides do Brasil e em diferentes locais do mundo (Rubio et al., 1993;
Guzel-Seydim et al., 2005; Jianzhong et al., 2009; Magalh&es et al., 2010; Magalhaes et al.,
2011; Demirhan et al., 2013). Os grdos cultivados em leite eram pequenos, duros, de forma
irregular, cor branca amarelada, e se assemelhavam a pedacos de couve-flor e os graos cultivados
em &gua acucarada eram formados por uma massa gelatinosa consistente, de cor amarela

translucida, formato irregular e tamanho variavel (Figura 6).

O aumento da biomassa dos grdos de kefir esta relacionado ao processo metabdlico fermentativo
da microbiota associada aos graos de kefir. Desta forma, a velocidade de formag&o dos gréos é
estd diretamente relacionada ao rendimento da producdo da bebida fermentada. Diante disto,
avaliou-se 0 aumento da biomassa de gréos de kefir de leite e de agua agucarada, de diferentes

origens.
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Figura 6 - Graos de kefir de leite, a esquerda, e de 4gua agucarada, a direita, originados da cidade
de Salvador.

Na andlise de aumento de biomassa fresca dos grdos de kefir de leite ao longo de sucessivos
cultivos, a partir de cinco gramas de grdos, foi observado um perfil de crescimento similar para
0s quatro grdos avaliados, ndo havendo diferenca entre 0s pesos totais dos grdos ao longo do
tempo (p=0,5321) (Tabela 2). Observou-se duplicacdo da biomassa apds trés cultivos,
demostrando ser este um processo lento. Sugere-se que isto ocorra em funcdo da maior
complexidade da via metabdlica da lactose se comparada a da glicose, o que justifica 0 aumento

da biomassa ser lento.

Tabela 2 - Aumento da biomassa (grama) de grdos de kefir de leite de diferentes origens em
funcdo de cada cultivo (2 dias cada) (n=3)

NUmero de Cultivos

1 *

Origem 0 3 5 9
KLCU 5,00 + 0,00 8,52 +1,40 17,38 + 4,04 28,96 + 5,88
KLDI 5,00 £ 0,00 11,34+ 0,11 19,40 + 4,33 32,26 + 11,02
KLSA 5,00 + 0,00 8,38 £ 0,42 13,40 + 2,04 25,97 + 0,28
KLVI 5,00 £ 0,00 10,32+ 0,43 22,64 + 2,28 35,74 +6,31

*KLCU - Curitiba; KLDI — Divinépolis; KLSA — Salvador; KLVI — Vigosa

A velocidade de aumento da biomassa pode estar relacionada a microbiota presente no grao e a
capacidade da mesma de produzir EPS. Os micro-organismos presentes nos graos de leite sdo em
sua maioria constituidos por Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus kefiri, exceto
0 gréo de Vigosa que possui unicamente a presenca de Leuconostoc mesenteroides (Zanirati et
al., 2015).
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As condig0es de cultivo dos graos, como o0 meio de cultivo, tempo e temperatura de fermentagéo
podem influenciar no desenvolvimento dos mesmos (Farnorth, 2005). Em termos de composic¢ao
centesimal, o leite apresenta 5,3g de carboidratos; 3,47g de proteina; 0,82g de cinza; 0,09g de

lipidios; 136,3mg de calcio; 10,9mg de magnésio; e 2,5mg de colesterol (NEPA, 2011).

Guzel-Seydim e colaboradores (2011), analisando o efeito da adi¢do de isolado proteico de soro
(2%), inulina (2%) e com uma atmosfera de incubacdo dos gréos de 6% de CO., verificaram que
a adicdo de isolado proteico aumentou a biomassa dos grdos em 223%. A presenca de inulina e

do CO; ndo influenciou o desenvolvimento da biomassa.

Na analise de aumento de biomassa dos graos de kefir de agua acucarada, o grdo que apresentou
maior crescimento foi o de Curitiba, seguido pelo de Salvador, Vicosa e Belo Horizonte
(p<0,0001) (Tabela 3). Isto pode ser devido a maior diversidade de micro-organismos presentes
nos grdos de Curitiba (L. perolens, L. lactis, L. satsumensis, L. casei, L. parafarraginis) e
Salvador (6 = L. casei, L. perolens, L. satsumensis, L. lactis, Oenococcus oeni, L.
parafarraginis) se comparados aos de Vicosa (2 = L. mali, L. casei) e Belo Horizonte (2 = L.
casei, L. diolivorans), embora a producdo de EPS também esteja relacionada a presenca de
leveduras (Zanirati et al., 2012; Zanirati et al., 2015).

Tabela 3 — Aumento da biomassa (grama) de grdos de kefir de agua acucarada de diferentes
origens em funcéo de cada cultivo (2 dias cada) (n=3)

- Cultivos
Origem 0 1 > 3 7
KABH 500+0,0 7,04+£1,23 10,27 + 1,82 18,05+ 1,68 38,00 £ 6,22
KACU 500+0,0 11,32+ 2,13 25,62 + 8,65 58,14 + 18,0 130,25 + 20,82
KASA 5,00£0,0 10,35+ 1,51 19,85 + 2,96 46,65 = 9,50 113,86 = 8,72
KAVI 500+0,0 8,54 +0,91 13,40+ 2,10 26,91 £ 6,94 40,75 + 6,30

* KABH - Belo Horizonte; KACU — Curitiba; KASA — Salvador; KAVI — Vicosa

Inicialmente, pesou-se cinco gramas de grdos de kefir de agua de diferentes origens. Foi
necessario apenas um cultivo, para que os graos de Curitiba e Salvador duplicassem o peso e
dois cultivos para os gréos de Vicosa e Belo Horizonte para alcangarem o mesmo resultado. 1sso

demonstra uma elevada taxa de crescimento, quando comparado com graos originados de La
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Plata (Argentina), para o qual sdo necessarios dez cultivos para a duplicacdo da massa
(Piermaria, 2008).

O acucar mascavo possui em sua composicao centesimal (100g) 94,5% de carboidratos e outros
componentes que podem auxiliar no crescimento dos micro-organismos como 1,4% de cinzas;
0,8% de proteina; 0,127% de calcio; e 0,08% de magneésio (NEPA, 2011).

Estudos consideram a adicdo de sais minerais como o célcio, ferro, magnésio e zinco importante
para 0 aumento da biomassa de grdos de kefir. Demirhan e colaboradores (2011), verificaram
que o oxido de magnésio (MgO), na concentracdo de 0,30 g/L de Mg*?, proporcionou um
aumento de 46,3% de biomassa. Enquanto Payer et al. (2011), com a mesma concentragéo,

verificaram um aumento de 23% da biomassa.

Qutros fatores que influenciam no aumento de biomassa sdo os produtos gerados pelos micro-
organismos, como por exemplo, os EPS dextrano e kefirano. O dextrano é um polissacarideo de
glicose, produzido por micro-organismos que excretam a enzima dextranosacarase na presenca
de sacarose, que constitui a fonte de carboidrato do kefir de 4gua acucarada. E o kefirano é um

polissacarideo glucogalactano ramificado, presente no kefir de leite (De Vuyst e Deegest, 1999).

Quando se compara 0 aumento da biomassa dos graos de kefir de agua com os de leite, observa-
se que o de agua duplica de modo mais rapido que o de leite. Sugere-se que isto ocorra em
funcdo da fonte de carbono, ou seja, da menor complexidade da via metabdlica da glicose se
comparada a lactose. Pode ser também dependente das estirpes de bactérias e leveduras presentes

no grao e que irdo afetar no crescimento do mesmo.

5.2  Microscopia eletrénica de grédos de kefir

A distribuicdo dos micro-organismos dentro dos gréos de kefir tem sido estudada e os resultados
sdo controversos. Ha pesquisadores que apoiam a hipotese de que as leveduras sdo geralmente
encontradas na zona interior e intermediaria do grdo, com bactérias em forma de bastonete

predominantemente na superficie dos graos (Bottazzi e Bianchi, 1980). Outros investigadores
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descrevem que as leveduras estdo distribuidas na superficie e no interior dos gréos (Guzel-
Seydim et al., 2005; Magalhaes et al., 2011).
A
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Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura da porgdo externa e interna de gréos de kefir de
leite do Brasil.
Micrografia A e B: superficie externa de grdos de KLCU e KLSA, respectivamente. 1 - Bacilo, 2 — Levedura e 3 —
material granular: proteina coagulada. Micrografia C e D: porc¢do interna: grdos de KLSA fraturado. Presenca de
bactérias (bastonetes longos e curtos; bacilos em pares e leveduras). 1 — Porosidade. 2 - Material fibrilar: EPS
kefirano.

Na microscopia eletronica de varredura dos gréos cultivados em leite verificamos a presenca de
leveduras, tanto na superficie (Figura 7 A e B) quanto na porc¢éo interna (Figura 7 C e D), sendo
que a porcdo interna dos grdos foi obtida por meio da fratura criogénica dos mesmos. Além
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disso, na superficie dos graos de leite foram observadas bactérias com morfologia bacilar curta e
longa (Figura 7A - 1), leveduras (Figura 7A - 2) e material granular (Figura 7 A - 3), que foi
descrito como proteina coagulada por Leite et al. (2013a). Observamos na superficie dos gréos
de leite de Salvador um maior namero de leveduras do que nos graos de kefir de Curitiba (Figura
7 B). Observamos na porcdo interna dos gréos de leite (Figura 7 C) bastonetes longos e curtos,
diplobacilos, leveduras e, principalmente, uma estrutura fibrilar, porosa, na qual os micro-
organismos estdo aderidos, semelhante ao que foi observado por outros autores (Figura 7 D)
(Botazzi e Bianchi, 1980; Marshall et al., 1984; Guzel-Seydim et al., 2005; Jianzhong et al.,
2009; Magalhdes et al.,, 2011). As leveduras encontradas na porcdo interna dos graos se
mostraram de modo agrupado (Figura 8A) e/ou circundadas por bactérias (Figura 8B). Assim
como relatado por Guzel-Seydim et al. (2005), ndo foi observada a presenca de cocos nos gréos

de kefir de leite circulantes no Brasil e avaliados neste estudo.

A B

HV |Mag WD Spot Sig W - 10.0um ‘ HV Mag WD  Spot Sigl HFW . 5.0um
30.0 kV 5000x 20.2 mm_ 3.C 27 CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG 15.0 kV 10000x/19.5 mm 3.0 SE|13.52 ym CENTRO DE MIC! CO

Figura 8 - Microscopia eletrdnica de varredura de grdos de kefir de leite do Brasil.
Micrografia A: agrupamento de leveduras. Micrografia B: levedura em brotamento rodeada por bactérias.

Os gréos de kefir de agua apresentaram bactérias e leveduras aderidas a uma matriz que recobre
toda a superficie do gréo (Figura 9A) e também esté presente na porg¢éo interna (Figura 9B). Esta
matriz, externamente possui aparéncia lisa e sem formacdo de poros e, internamente, uma
estrutura esponjosa, similar ao descrito por Moinas et al. (1980). Os micro-organismos (bacterias

e leveduras) estdo presentes tanto na superficie (Figura 9, A e B) quanto na parte interna dos
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gréos (Figura 9, C e D), assim como nos gréos de leite avaliados neste trabalho. As leveduras
também se apresentaram com formato esférico e alongado (curto e longo) (Figura 9C). Assim
como observado por Magalhées et al. (2010), a densidade microbiana diminui & medida em que
se encaminha para o centro do grdo, com a predominancia de leveduras na por¢do mais externa
(Figura 9C).

A

g WD - *
x 19.8 mm S C! 20 D CRC e 30.0 S C PIA UFMG

g Oum "
CENTRO DE MI PIA UFMG 30 8 OPIA UFMG

Figura 9 - Microscopia eletrénica de varredura de graos de kefir de dgua acucarada do Brasil.
Micrografia A: superficie externa de grdo de KASA. 1 - Bacilo, 2 — Levedura e 3 — Cobertura polissacaridea.
Micrografia B: leveduras com morfologia alongada e esférica. Micrografia C: bactérias e leveduras aderidas ao EPS.
Micrografia D: Agrupamento de micro-organismos na porc¢do interna do grdo. 1-Agrupamento de bacilos, 2
diferentes morfologias de leveduras.
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Figura 10 - Microscopia eletrdnica de transmissao de graos de kefir de leite do Brasil.
Micrografia A e B: KLCU e KLSA, respectivamente. 1 - Bacilo, 2 — Levedura e 3 — material granular: proteina
coagulada.

Os achados da microscopia eletronica de varredura (MEV) foram confirmados pela microscopia
eletronica de transmissédo (MET). Verificou-se que os gréos de kefir de leite compreendem uma
cultura mista de bactérias e leveduras (Figura 10 A), com a presenca de bastonetes longos e
curtos (Figura 11, A e B) e leveduras com formato esférico e alongado (Figura 11, C e D). A
microbiota presente nos grdos, no momento da fixacdo, apresentava-se metabolicamente ativa, o
que pode ser evidenciado pela presencga de bactérias em processo de duplicacdo (Figura 12 A) e

leveduras em brotamento (Figura 12 B).

As observacgbes por MET podem mostrar a associagdo da microbiota presente no grao de kefir.
Verificou-se que os grdos de kefir compreendem uma cultura mista de bactérias e leveduras
(Figura 10A), com a presenga de bastonetes longos e curtos, com corte na posi¢do longitudinal
(Figura 10 A e B); e leveduras com formato esférico e alongado (Figura 10 C e D), sendo estes

resultados semelhantes aos encontrados por Ismaiel et al. (2011).
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Figura 11 - Microscopia eletronica de transmisséo de gréos de kefir de leite do Brasil, KLCU e
KLSA, respectivamente.

Micrografia A e B: Presenca de bastonetes longos e curtos, com corte longitudinal e transversal. Micrografia C e D:
Leveduras com formato esférico e alongado.
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Figura 12 — Micro-organismos metabolicamente ativos em grdos de kefir de leite do Brasil, por

microscopia eletronica de transmisséo.
Micrografia A e B: Grdos metabolicamente ativos, devido a presenca de bactérias em processo de duplicagdo e
leveduras em brotamento, respectivamente.

H& algum tempo, varios pesquisadores tém estudado a distribuicdo dos micro-organismos dentro
dos gréos de kefir por meio das técnicas de microscopia eletrénica e os resultados sdo, em sua
maioria, muito parecidos, porém com pequenas variacdes entre grdos de diferentes locais do
mundo, decorrentes das diversas maneiras de processar e/ou armazenar esses graos. Bottazzi e
Bianchi (1980) observaram que a microbiota dos graos de kefir de leite se concentrava mais na
superficie do que nas por¢des mais internas e que bactérias estavam em maior nimero que
leveduras. Esses autores, assim como Moinas et al. (1980), que estudaram gréos de kefir de agua
acucarada, verificaram a presenca de uma estrutura esponjosa fibrilar formando uma rede no
centro dos gréos e mais compacta nas bordas. Marshall et al. (1984) descreveram a presenca de
estruturas folhosas formadas por carboidratos nos grdos e formas cilindricas embebidas nessa
matriz. Rea et al (1996) verificaram ndo s6 uma variacdo na distribuicdo dos micro-organismos
entre o interior e 0 exterior de gréos circulantes na Irlanda, como também variacGes entre
diferentes cortes do interior ou do exterior. Formas bacterianas bacilares variadas e leveduras
foram observadas em todas as amostras por esses autores. Em outro estudo, gréos de kefir de
leite, também circulantes na Irlanda, foram divididos em trés por¢des (interna, intermediaria e

externa) antes de serem analisados por microscopia eletrénica de varredura. Os autores
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observaram bacilos (longos, curtos e curvos) e leveduras embebidos em um material fibrilar,
esponjoso, ramificado e interconectado, que se distribuia por todo o grdo. Bacilos foram
encontrados em todas as porc¢des dos grdos, no entanto, a populacdo de leveduras foi menor na
porcdo intermedidria e inexistente no interior dos grdos. Além disso, 0s autores observaram
bacilos longos e curvos mais no interior dos grdos, enquanto que na porcdo exterior
predominaram os bacilos curtos (Guzel-Seydim et al., 2005). Jianzhong et al. (2009), Ismaiel et
al. (2011) e Magalhaes et al. (2011) encontraram esse mesmo padréo de distribuicdo de micro-

organismos em grdos de kefir de leite provenientes do Tibet, Egito e Brasil, respectivamente.

De modo interessante neste estudo, a observacdo dos graos de kefir por microscopia eletronica
de transmissdo evidenciou a presenca de uma camada recobrindo a parede celular de algumas
células bacterianas de formato bacilar (Figura 13), similar em aparéncia e espessura ao que
Garrote e colaboradores (2004) evidenciaram em Lactobacillus kefir, isolado de grdos de kefir. A
presenca desta camada glicoproteica também ja foi demonstrada em Lactobacillus
kefiranofaciens, espécie presente nos grdos de kefir utilizados nesse estudo (Hyndnen e Palva,
2013; Zanirati et al., 2015). Conforme descrito na literatura, os lactobacilos podem apresentar
uma camada de superficie (camada S) que é um envelope celular proteico, ubiquamente
encontrado em outras espécies bacterianas Gram positivo e negativo e em Archaea. Quando
presente, ela forma a camada mais externa da célula, sendo ocasionalmente coberta apenas por
capsulas. A camada S € composta por numerosas subunidades idénticas de glicoproteinas, com
massa molecular de 40-200kDa, que formam uma matriz regular e altamente porosa. As
subunidades sdo mantidas em conjunto e ligadas a superficie subjacente das células através de
interacOes covalentes e ndo-covalentes. Dentre as funcdes atribuidas para a camada S, destaca-se
a diminuicdo da susceptibilidade a sucos gastricos e pancreaticos, e principalmente a mediagédo
da adesdo bacteriana a diferentes alvos, como por exemplo, outros micro-organismos, como 0s
presentes nos grdos de kefir ou enterécitos (Hynonen e Palva, 2013). Outros experimentos
devem ser feitos para se confirmar os resultados sugestivos da presenca de camada S em bacilos

presentes nos grédos de kefir avaliados neste estudo.
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Figura 13 - Microscopia eletronica de transmissédo de gréos de kefir de leite do Brasil. Presenca

da camada S (cinza claro) em lactobacilos.
1 — Parede celular (cinza escuro), medindo 35,8nm, camada S (cinza claro), 14,6nm; 2 - Parede celular (cinza
escuro), medindo 27,3nm, camada S (cinza claro), 17,3nm.

5.3  Caracterizacdo microbiologica e fisico-quimica de bebidas fermentadas preparados

com graos de kefir de leite de diferentes origens

Segundo o Codex Alimentarius (2010), os leites fermentados séo caracterizados de acordo com a
cultura iniciadora utilizada no processo de fermentacdo. As propriedades fisico-quimicas e a
qualidade do kefir sdo afetadas pela qualidade microbioldgica dos gréos de kefir, pela proporcao
de grdo adicionado ao leite, pelas condi¢Bes de incubacdo (tempo e temperatura), boas praticas

de fabricagéo e temperatura de armazenamento (Altay et al., 2013).

A verificacdo dos efeitos da atividade que os grdos provenientes de diferentes regides do Brasil
produziriam nas bebidas fermentadas, em termos microbiolégicos e fisico-quimicos, foi avaliada
por meio da enumeragédo de BAL e de leveduras, o pH, a acidez titulavel e os teores de lactose e
de proteina, durante o processo de fermentacdo com 24 e 48 horas (dias 1 e 2) e durante sete e 28
dias de armazenamento da bebida livre dos gréos, sob refrigeracéo (7°C). N&o houve (P > 0,05)
interacdo entre a origem dos gréos de kefir de leite e o tempo de armazenamento para todas as

caracteristicas avaliadas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Densidade de BAL e leveduras, expressa em log de UFC/mL, em amostras de kefir

de leite produzidos com gréos de diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (n=4)

Micro- - Tempo (dias) P value
organismos Amostras 1 2 7 28

KLCU 700+082a 7,58+049a 7,67+047a 7,18+088a 04890

BAL KLDI 722+112a 757+100a 733+122a 693+095a 08677

KLSA 6,77+037a 7,89+088a 7,55+1,00a 758+0,87a  0,3009

(Log UFC/mL) KLVI 6,84+066a 7,35+093a 747+133a 678+079a  0,6691

KLCU 541+019b 507+028a 605+017a 625+027a  0,0016

Leveduras KLDI 555+032b 622+022a 623+025a 636+025a  0,0039

(Log UFC/mL) KLSA 578+046a 612+027a 619+019a 613+044a 04139

KLVI 570+060a 600+047a 638+043a 642+055a  0,2097

*KLCU — Curitiba; KLDI — Divinépolis; KLSA — Salvador; KLVI — Vigosa
Letras minusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05)

A densidade de bactérias laticas (UFC/mL) aumentou significativamente até a ordem de
10’UFC/mL nas primeiras 24 horas de fermentagdo, se mantendo constante até o 28° dia de
armazenamento (Tabela 4). Em relacdo a tecnologia de alimentos, isto demonstra que o tempo de
fermentacdo pode ser de 24 horas, uma vez que nesta condi¢do, independente da origem, as
bebidas atenderam ao padrdo preconizado pela legislacdo nacional e internacional, que
estabelecem o minimo de 10’UFC/mL para bebidas fermentadas com alegacGes funcionais
(Brasil, 2002; Codex Alimentarius, 2010).

Tanto em termos de BAL quanto de leveduras, os niveis populacionais encontrados nas
diferentes bebidas analisadas estavam similares aos preconizados pelo Codex Alimentarius. O
namero de células viaveis de leveduras (UFC/mL) também nédo foi influenciado pela origem do
grdo de kefir (P > 0,05). Nas primeiras 24 horas de fermentacdo (dia 1), o nimero de leveduras
atingiu a ordem de 10°UFC/mL, aumentando para 108UFC/mL ap6s 48 horas de fermentagio
(dia 2) nas amostras KLCU e KLDI e permanecendo assim até o 28° dia de armazenamento
(Tabela 3). Os produtos do metabolismo das leveduras, combinado ao acido latico das bactérias,
contribuem para o sabor refrescante do tradicional kefir. Além disso, uma populacéo reduzida de
levedura no produto pode diminuir um significativo problema na industrializagdo deste produto,
uma vez que pode diminuir a liberacdo de gases produzidos por estes micro-organismos e,
consequentemente, o inchaco das embalagens das bebidas durante o armazenamento (Guzel-
Seydim et al., 2010).



67

Os valores de pH das bebidas variaram de 4,54 a 5,05, que € proximo ao pH 4,5, correspondente
ao pH de parada da fermentacdo de leites fermentados (Oliveira e Damin, 2003). Nas primeiras
24 horas de fermentacédo (dia 1), o valor do pH dos diferentes kefir reduziu a aproximadamente
4,70, se mantendo constante (P > 0,05) até o 28° dia de armazenamento (Tabela 5). De acordo
com Magra et al. (2012) a reducéo do pH ocorre inicialmente no processo de producéo de kefir e
é influenciada pela quantidade de grdo. A medida que o tempo vai passando, 0 pH se mantém
constante. Guzel-Seydim et al. (2010) também verificaram a redugdo gradual do pH até 4,6
durante o periodo de fermentacdo de 24 horas, sendo este tempo o suficiente para a formacéo de
sabor e de substancias aromaticas quando se utiliza uma taxa de inoculacdo de 2-5% de grdos de

kefir, o que corresponde a quantidade utilizada neste trabalho (3% p/v).

Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos de amostras de kefir de leite produzidos com grdos de
diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (n=4)

Tempo (dias)

Parametros Amostras 1 > 7 8 P value
KLCU 459+043a 468+044a 462+030a 454+026a 0,9443

KLDI 481+027a 4,68+0,30a 459+026a 454+019a 0,4948

pH KLSA 505+0,12a 497+0,14a 486+0,15a 4,76+0,20a 0,0922
KLVI 495+0,19a 4,86+0,23a 474+0,16a 4,64+022a 0,1975

) KLCU 0,74+0,37a 0,83+0,26a 1,02+0,33a 1,30+0,39a 0,1611
_Ac[deza KLDI 0,70+£0,20b 0,85+0,16ab 098+0,24ab 1,19+0,25a 0,0416
titulavel KLSA 0,59+0,15¢ 0,70+x0,11bc 0,84+0,03ab 1,02+0,08a 0,0004
KLVI 0,61+0,14c 0,75+0,11bc 0,88+0,10ab 1,07+0,13a 0,0012

KLCU ND*" 3,57+0,40 a 3,30+0,34a 2,77+049a 0,0623

X KLDI ND*" 3,32+0,47a 3,15+0,32a 2,82+0,28a 0,1966
Lactose KLSA ND*" 361+041a 344+023ab 287+x042b 0,0444
KLVI ND*" 3,55+050a 3,29+0,35a 290+043a 0,1480

KLCU ND*" 0,11+0,03a 0,10+0,01a 0,13+x0,01a 0,1792

A KLDI ND*" 0,11+0,04a 0,11+0,01a 0,12+0,02a 0,9995
Gordura KLSA ND* 0,11+0,04a 0,10+0,01a 0,13+x0,01a 0,5332
KLVI ND* 0,11+0,02a 0,11+0,02a 0,12+0,01a 0,2009

KLCU ND* 3,70£0,09a 3,61+0,08a 3,67+x0,22a 0,6778

- KLDI ND* 3,67+0,17a 3,79+0,09a 3,74+x0,09a 0,4275
Proteina KLSA ND* 3,68 +£0,07a 3,64+013a 3,69+0,12a 0,7602
KLVI ND* 3,73+0,13a 3,67+0,08a 3,60+0,16a 0,3938

*KLCU — Curitiba; KLDI — Divinopolis; KLSA — Salvador; KLVI — Vigosa # Acidez titulavel expressa como mg de

acido latico/mL; ® Lactose, gordura e proteina expressas como g/100g. ND™* Nao determinado.
Letras mindsculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Quando o pH atinge o ponto isoelétrico da caseina (= 4,7), principal proteina do leite, tem-Se a

formacdo de precipitado alterando-se a viscosidade das bebidas fermentadas de leite. O pH
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também influencia na microbiota presente na bebida, sendo que o baixo pH pode contribuir para
a diminuicdo da incidéncia de bactérias patogénicas e favorecer os lactobacilos (Sgarbieri, 2005;
Guzel - Seydim et al., 2010; Altay et al., 2013).

A acidez titulavel foi similar entre as bebidas, independente da origem do grdo de kefir (P >
0,05). No entanto, de forma geral, com o passar do tempo houve aumento significativo da acidez
das bebidas (P < 0,05) (Tabela 5). Esse aumento ocorre em razdo da atividade metabdlica de
bactérias laticas que se mantiveram abundantes e ativas durante todo o periodo. No kefir também
existem leveduras fermentadoras de lactose, porém esta populacao favorece mais a formacéo de
etanol (Magalhé&es et al. 2011).

A quantidade e os tipos de acidos organicos produzidos durante o processo de fermentacdo
dependem das espécies de micro-organismos e das condi¢cdes de crescimento. O efeito
antimicrobiano dos &cidos organicos é devido a reducdo do pH e também da forma ndo
dissociada que é capaz de difundir na membrana plasmatica de modo passivo, diminuindo o pH
intracelular (Madgan et al., 2010). O equilibrio das formas dissociada e ndo dissociada e a
extensdo da dissociacdao depende do pH do meio. Em baixo pH, uma grande quantidade de &cido
latico permanece na forma ndo dissociada (Partanen et al., 2003). Outros acidos organicos, como
0 acético, propibnico e butirico, também podem ser produzidos por via metabodlica
heterofermentativa (Guzel-Seydim et al., 2000). Eles possuem maior efeito antagbnico se
comparado ao 4&cido latico devido ao maior pKa: latico (pKa 3,54); acético (pKa 4,75);
propidnico (pKa 4,87) e butirico (pKa 4,82) (Namazian e Heidary, 2003). O &cido acético pode
agir sinergicamente com o 4&cido latico diminuindo o pH do meio e consequentemente,

aumentando a toxicidade do acido acético (Adam, 1988).

O teor de lactose das bebidas ndo foi alterado pela origem do grdo de kefir (P > 0,05). No
entanto, de forma geral, houve reducdo do teor da lactose com o passar do tempo (P < 0,05)
(Tabela 5). A lactose é o principal carboidrato presente no leite. E considerado como o substrato
mais facil de ser metabolizado pelas bactérias laticas, que o transformam em acido latico. A
hidrolise enzimatica da lactose € um processo de grande interesse tecnologico, ja que o0s
compostos resultantes sdo facilmente fermentaveis e absorvidos pelo intestino humano. A -

galactosidase ou lactase é a principal enzima responsavel por essa hidrélise. Trata-se de uma
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oxidase que hidrolisa a ligagdo B-1,4-glicosidica e libera glicose e galactose, moléculas que o
homem e as bactérias metabolizam com facilidade se comparada a lactose (Orddfiez et al., 2005).
Uma vez consumida a lactose, gera-se acido latico e, consequentemente, eleva-se a acidez
titulavel reduz-se o pH do produto final. Como esperado, em nosso processo de producao dos

diferentes kefir, a acidez titulavel e o pH estavam inversamente correlacionados (P < 0,05).

A producdo do acido latico deriva principalmente da fermentacdo da glicose e com a utilizacéo
do citrato, se tem uma melhoria das caracteristicas sensoriais devido a producdo de diacetil e
acetoina (Guzel-Seydim et al., 2000; De Voz e Hugenholtz, 2004).

Irigoyen e colaboradores (2005) verificaram no kefir que parte da lactose foi consumida durante
0 periodo de fermentacdo de 24 horas do kefir, diminuindo cerca de 25% em relacdo ao nivel
inicial presente no leite. Apds esse tempo, 0S nhiveis se mantiveram praticamente constantes
durante o periodo de 21 dias de armazenamento. Nas bebidas analisadas aqui a queda do teor de
lactose em 48 horas foi de aproximadamente 29,50%. Isto ocorre devido ao fato deste aclcar ser
utilizado no metabolismo microbiano, com formacdo de acido latico e para formar o kefirano,
que é o polimero caracteristico do kefir, utilizado para gerar novos granulos durante o processo
de fermentacdo. Uma reducéo do teor de lactose de 4,5% para 3,35% (aproximadamente 25% de
reducdo) também foi verificada durante 24 horas de fermentacdo de kefir por Magalhées et al.
(2011), e foi correlacionada com a producéo de acido latico, cido acético e etanol. Mascarenhas
(2011) demonstrou que no leite fermentado por gréos kefir de leite durante 24, 48 e 72 horas, o
teor de lactose caiu para 3,90%, 3,57% e 3,45%, respectivamente. Essa queda foi bem maior que
a observada durante o processo de producgédo de iogurte natural, no qual o teor de lactose do leite
que era de 4,81% caiu para 4,6%. Esses dados somados nos permitem afirmar que o0s

microrganismos envolvidos na producéo de kefir séo mais eficientes em metabolizar a lactose.

A reducdo do teor de lactose em produtos lacteos é objetivo de muitas pesquisas devido ao fato
da intolerancia a lactose afetar uma significativa da populacdo adulta em todo o mundo
(Schaafsma, 2008; EFSA, 2010; Martins et al., 2012). Os produtos lacteos fermentados sdo uma

alternativa para uma dieta com reduzido teor de lactose para esses pacientes (EFSA, 2010).
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Em relacdo ao teor de gordura, este kefir pode ser classificado como leite fermentado desnatado,
uma vez que foi utilizado leite desnatado cujo conteudo de matéria gorda foi inferior 0,5%
(Brasil, 2007) (Tabela 5). Esses leites fermentados tendem a apresentar textura mais fragil e
quebradica e normalmente sdo utilizados espessantes para melhorar as propriedades reologicas
(Gutierrez et al., 2012). Magra et al. (2012) verificaram que o teor de gordura, até 3,5%, pode
contribuir para o aumento da viscosidade do produto e que nas condi¢des avaliadas, nédo

influencia na contagem de bactérias e leveduras durante 14 dias de armazenamento.

O teor de proteina das bebidas ndo se alterou em funcéo da origem dos grédos de kefir e do tempo
de armazenamento (P > 0,05) (Tabela 5). Magalhdes et al. (2011) discutiram que pode haver
acréscimo devido ao aumento da biomassa microbiana, no entanto, isso ndo foi observado em

nenhuma das bebidas analisadas.

De modo geral, independente da origem do grdo, os leites fermentados no presente estudo
atenderam aos requisitos estabelecidos pela legislacdo nacional e internacional (Brasil, 2007;
Codex Alimentarius 2010) (Tabela 6), ap6s 48 horas de fermentacéo.

Tabela 6 — Requisitos microbioldgicos e fisico-quimicos de kefir de leite, com 48 horas de
fermentacao, e padrbes vigentes (n=4)

RTIQ Codex
Parametros KLCU KLDI KLSA KLVI . Alimentarius
(Brasil, 2007) (2010)
BAL (UFC/mL) 3,80x 10" 3,71x10" 7,76x10" 2,24 x10’ Min. 107 Min. 107
Leveduras 9,33x10° 1,67x10° 1,32x10%° 1,00 x 106 Min. 10* Min. 10
(UFC/mL)
Acidez titulavel 0,83+0,26 0,85+0,16 0,70+0,11 0,75%+0,11 05a15 Min. 0,6
(%)
Teor de proteina  3,70+0,09 3,67+0,17 368+0,07 3,73+0,13 Min. 2,9 Min. 2,7
(%)
Teor de gordura  0,11+0,03 0,11+0,04 0,11+0,04 0,11+£0,02 Deacordocom Inferiora10
(%) 0 conteudo de
matéria gorda
da matéria-
prima
Teor de lactose  3,39+0,42 360+039 357+041 356047 n.e n.e.
(%)
pH 4,68+028 498+0,15 469+041 485+0,22 n.e n.e.

KLCU - Curitiba; KLDI - Divinépolis; KLSA — Salvador; KLVI - Vicosa; RTIQ = Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Fermentado; n.e. = ndo especificado
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Diante da auséncia de especificacao legislativa em relacdo ao requisito pH, sugere-se a adogéo

do valor 4,6, tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho.

5.4 Caracterizagdo microbioldgica e fisico-quimica de diferentes bebidas fermentadas
preparadas com gréos de kefir de agua acucarada

Atualmente, as pesquisas e as informacgfes cientificas sobre kefir de agua ainda sdo muito
limitadas (Laureys e De Vuyst, 2014). Neste nicho ecoldgico, os micro-organismos sdao bem
adaptados, formando um consorcio onde sdo capazes de crescer e mutuamente fornecerem
nutrientes essenciais. O sinergismo ocorre entre 0s principais representantes que sao 0S
lactobacilos e as leveduras e esses sdo responsaveis pela caracterizacdo da bebida fermentada e

pelas alegacGes probidtica da bebida fermentada (Stadie et al., 2013; Laureys e De Vuyst, 2014).

Em todas as bebidas avaliadas, independente da origem do grdo de kefir, as BAL atingiram o
nivel populacional de 10°UFC/mL nas primeiras 24 horas de fermentagdo (dia 1), aumentando
para 10°'UFC/mL no dia 2, porém, reduzindo novamente para o nivel de 108UFC/mL durante o
periodo de armazenamento de 28 dias (Tabela 7). Estes valores coincidem com os encontrados
por Laureys e De Vuyst (2014) que, ap6s o processo fermentativo, verificaram contagens em
torno de 6,9 + 0,1 logio UFC/mL.

Tabela 7 — Enumeracdo de BAL e leveduras, expressa em log de UFC/mL, em amostras de kefir
de dgua acucarada produzidos com gréaos de diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (n=3)

Micro- - Tempo (dias)
organismos Amostras 1 2 7 28 P Value
KABH 6,25+1,02a 741+030a 6,43+0,19a 6,13+0,37 a 0,0885
BAL KACU 584+076a  7,19+017a 656+054a  6,15+1,03a 0,1821
KASA

(Log UFC/mL) S 6,44 +0,18 ¢ 759+025a 7,13+0,23ab 6,64 +0,15hc 0,0006
KAVI 6,27+013ab  7,32+04la 7,12+070a 6,00+0,10 b 0,0112
KABH 6,13+049b  646+0,17ab 6,70+0,14ab  6,87+02la 0,0559
Leveduras KACU 6,27 +0,38a 6,46+022a  6,69+0,09a 6.84+0,33a 0,1351
KASA 727

(Log UFC/mL) S 6,86 + 0,23 a 7,11+053a 6,99+046a 7,13+054a 0.8
KAVI 5,89+0,80 a 6,27+043a 6,58+055a 6,82+0,52a 0,3143

* KABH - Belo Horizonte; KACU — Curitiba; KASA — Salvador; KAVI — Vigosa

Letras mindsculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O numero de células viaveis de leveduras (UFC/mL) ndo foi influenciado pela origem do gréo de
kefir e tampouco pelo tempo de armazenamento (P > 0,05), mantendo-se em torno de 10°
UFC/mL (Tabela 7).

Nos gréos de kefir, os lactobacilos favorecem o crescimento das leveduras devido a acidificacdo
do meio e a presenca de leveduras age em prol do crescimento dessas bactérias por meio do
fornecimento de vitamina B6 e aminoacidos essenciais, caracterizando assim uma interacao
mutualistica entre os mesmos (Stadie et al., 2013). Uma associacdo fisica destes micro-
organismos também pode ocorrer em funcdo da producdo de polissacarideos. Esta associacdo
pode ser baseada em diferentes interacGes moleculares como o ajustamento do ambiente fisico-
quimico (mudanca de pH), intera¢cbes mutualisticas, producgédo de diferentes metabdlitos que ndo
seriam produzidos se 0 micro-organismo estivesse sendo cultivado sozinho (Frey-klett et al.,
2011).

De acordo com a tabela 8, a acidez titulavel, expressa em percentagem de &cido latico, ndo foi
influenciada pela origem do grdo de kefir (P > 0,05). De modo geral, observa-se um leve
aumento da acidez durante o armazenamento. O acido latico é responsavel pelo sabor refrescante
do kefir de agua e € o principal metabdlito produzido pelas espécies bacterianas, embora uma
pequena quantidade de etanol, acetato e manitol possa ser também produzida (Laureys e De
Vuyst, 2014). A metabolizacdo do lactato é realizada pelas leveduras que podem produzir etanol
e dioxido de carbono, principalmente e pequenas quantidades de glicerol e de acido acético. O
glicerol é uma molécula de sabor ligeiramente doce que pode contribuir para a viscosidade da
bebida fermentada, mas aparentemente ndo parece influenciar no sabor e aroma. Os mesmos
autores relataram que os compostos volateis mais prevalentes foram acetato de etila, 2-
metilpropanol, alcool isoamilico, acetato de isoamilico, hexanoato de etila, octanoato de etila, e
decanoato de etila, que pode ser de importancia no que diz respeito ao aroma do produto final,

sendo o ester octanoato de etila encontrado com maior frequéncia.
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Tabela 8 — Parametros fisico-quimicos de amostras de kefir de leite produzidos com grédos de
diferentes origens, ao longo do tempo (dias) (n=3)

Tempo (dias)

A *

Parametros Amostras 1 5 7 28 P value
Acidez KABH 0,08+0,03b 0,10+0,02b 0,13+0,03b 0,22+0,03a 0,0025
titulavel KACU 0,06 £0,02a 0,08+0,01a 0,11+001a 0,17x0,03a 0,4921

(mg de 4cido KASA 0,05+0,01b 0,08+0,02ab 0,13+0,04ab 0,18%+0,02a 0,0397

latico/100mL) KAVI 0,06 £0,03a 0,09+0,03a 0,11+0,02a 0,14+£0,02a 0,1666
KABH 4,33+0,50a 402+0,19a 382+0,08a 3,71+0,21a 0,1141

H KACU 457+0,22a 434+0,12ab 4,12+0,13ab 3,99+0,24b 0,0206

P KASA 457+0,32a 435+0,24a 406+0,38a 391+0,39a 0,1551
KAVI 461+055a 439+045a 412+034a 4,00+£0,40a 0,3848

*KLCU — Curitiba; KLDI — Divinépolis; KLSA — Salvador; KLVI — Vigosa
Letras mindsculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05)

De modo geral, o pH ndo foi influenciado pela origem do grdo de kefir e nem pelo tempo de
armazenamento (P > 0,05), exceto KACU. Partindo, inicialmente, de 6,5 até o pH no final do
armazenamento em torno de 4,0. Este perfil de queda de pH é semelhante ao verificado por
Magalhées e colaboradores (2011) cujo pH da bebida passou para 4,42 £ 0,01 em 24 horas.
Laureys e De Vuyst (2014) verificaram um maior decréscimo em 24 horas, atingindo o valor de

3,8. A reducdo ocorreu até 72 horas, com pH final de 3,4.

Além da &gua com acucar mascavo, o grao de kefir de dgua ja foi utilizado na fermentacdo de
outros sucos e/ou extratos, como por exemplo, cebola, cenoura, erva-doce, meldo, morango,
tomate, uva (Corona et al., 2016; Randazo et al., 2016) e nestes estudos os valores de pH
variaram de 3,48 a 4,11, apds 48 horas de fermentacdo a 25°C.

N&o hé legislacdo vigente que dispde sobre o padrdo de identidade e qualidade especifico para o
kefir de &gua e diante disto, este trabalho propde que o kefir de agua deve apresentar,
aproximadamente, contagem de BAL e leveduras na ordem de 10’ e 10° de UFC/mL, acidez de
0,12mg de é&cido latico/mL e pH proximo a 4,0. Desta forma, esta bebida podendo ser
considerada como um produto que apresenta grande potencial no desenvolvimento de novos

produtos com alegagdes funcionais.
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55  Pesquisa de EPS em bebidas fermentadas com grdos de kefir de leite e de &gua
acucarada

Pressupondo-se a presenca de EPS nas bebidas produzidas com diferentes graos de kefir, tentou-
se determinar a massa molecular (MM) desses EPS por cromatografia por exclusdo de tamanho
(filtracdo em gel) em sobrenadantes de quatro bebidas ap6s 48 horas de fermentagdo (duas de
agua com acgucar mascavo e duas de leite). A cromatografia por exclusdo de tamanho é uma das
técnicas mais amplamente utilizadas para determinar a distribuicdo de tamanho molecular de
polimeros de qualquer espécie. O mecanismo de separacdo depende do tamanho e da forma das
moléculas da amostra em relacdo ao tamanho e forma dos poros da fase estacionaria. O método
utiliza padrées de polimeros com massa molecular e tempo de retencdo conhecidos (Sepsey et
al., 2014; Bacskay et al., 2014). Neste trabalho, os dextranos utilizados como referéncia, na
concentragdo de 0,5%, apresentavam massas moleculares que variaram de 3.800.000 a
97.000Da, com tempos de retencdo de 8,28 a 10,12 minutos (Apéndice A).

Nas condi¢cbes avaliadas, os EPS presentes nos grdos de kefir eluiram da coluna em tempo
anterior ao padrdo de maior massa molecular e, portanto, apresentam massa molecular elevada e
superior a 10°Da. Logo, as massas moleculares foram estimadas por encontrarem-se fora da

curva de calibracdo (Tabela 9 e Apéndice D).

Tabela 9 — Caracterizacdo estrutural primaria de EPS em gréos de kefir de leite (KL) e de dgua
acucarada (KA), determinadas mediante CLAE por exclusdo molecular

Tempo de retencdo Percentual de cada fracéo

* **

Amostra (minutos) MM (Da) na amostra (%)
KLCU 7,90 5,88 x10° 100
KLSA 7,69 8,60x10° 100
KACU 6,28 1,12x10°8 100
KASA 6,32 1,02x108 100

*KLCU - Curitiba; KLSA — Salvador; KACU — Curitiba; KASA — Salvador ** Valores de MM (Da) das amostras
sdo estimados, uma vez que os tempos de retencdo dos mesmaos extrapolaram a curva de calibragdo

Os resultados das massas molares dos EPS extraidos dos gréos de kefir de leite séo semelhantes
as trés amostras analisadas por Piermaria (2008), que apresentaram valores superiores a
4x10%Da. A partir de grios de kefir de leite pode-se extrair, por meio de técnicas simples de

extracdo e precipitacdo alcodlica, quantidades importantes de EPS de elevada massa molecular,
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que permitem caracteriza-lo do ponto de vista fisico-quimico e estudar suas propriedades

funcionais e a possibilidade de ser um aditivo alimentar (Piermaria, 2008).

Os EPS da mesma matriz alimentar (leite ou agua agucarada) apresentam massas molares
semelhantes e quando se compara as matrizes entre si, observa-se que a composicdo do meio
influencia na caracterizacdo estrutural do EPS. A quantidade e o tipo de polimero que é
produzido sdo influenciados pelas condi¢cdes de crescimento (pH, temperatura e tempo de
incubacdo) e da composicdo do meio, mais especificamente da proporcdo de carbono (C) e
nitrogénio (N) (De Vuyst e Degeest, 1999).

A relacdo C/N no meio de cultura influencia grandemente na producdo de EPS. Uma elevada
concentracdo de nitrogénio € necessaria para um rapido crescimento celular. Entretanto, meios
contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo teor de nitrogénio favorecem o acumulo de
polimero. Em geral, 0s processos industriais procuram utilizar meios que disponibilizem
condicBes tanto para o crescimento onde é requerida uma maior concentracdo de nitrogénio,
como para producdo de EPS, onde maior concentracao de carbono é necessaria (Nitschke et al.,
2001).

Nitschke e colaboradores (2001) avaliando a produgdo de goma xantana propuseram um sistema
combinado em duas etapas: utilizando soro integral na primeira etapa, o qual continha cerca
0,35% proteina e soro filtrado (0,18% proteina) na segunda etapa. Os resultados mostraram que
na primeira etapa obteve-se o rendimento, expresso em massa de goma xantana por kilograma de
acucar consumido (g/Kg), de 13g/kg de xantana e um rendimento de 45%. Foi demonstrado que
no inicio do processo, 0 uso do soro integral favoreceu o crescimento celular, enquanto que na
segunda fase, a adigdo de soro filtrado contendo menor concentracdo de proteinas favoreceu o

acumulo de EPS.

As fontes de carboidratos como glicose e lactose influenciam na producdo de EPS. Entretanto,
ndo somente fontes naturais de carbono, mas combinacBes de monossacarideos podem
influenciar na biossintese e na estrutura de EPS. Diferenca de composicdo de EPS pode

influenciar na massa molecular, como por exemplo EPS de elevada massa molecular, composto
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por galactose, glicose e ramnose na proporcdo de 5,0:1,0:1,0 e EPS de baixa massa molecular

com 0S mesmos compostos porém na proporcao de 11,0:1,0:4,0 (De Vuyst e Degeest, 1999).

Nas condigdes avaliadas, os polissacarideos presentes nas bebidas fermentadas eluiram da coluna
em tempo posterior ao padrdo de menor massa molecular e, portanto, apresentam massa
molecular inferior a 10°Da (Tabela 10 e Apéndice D). Logo, n&o foi possivel determinar a massa

molecular com precisdo, porque as amostras encontraram-se fora da curva de calibragéo.

Tabela 10 — Pesquisa de EPS em bebidas fermentadas de kefir de leite (KL) e de agua agucarada
(KA), determinadas mediante CLAE por exclusdo molecular

Tempo de retengdo Percentual de cada fragédo na

* **
Amostra (minutos) MM (Da) amostra (%)
KLCU 10,97 2,24x10* 100,00
11,32 1,20x10* 44,88
KLSA 11,69 6,17x10° 54,90
12,47 1,48x10° 0,22
KACU 13,04 5,25x10? 100
11,76 5,37x10° 99,63
KASA ' ' ‘
13,06 5,13x10? 0,37
Sacarose*** 11,71 3,38x10? 100

* KLCU — Curitiba; KLSA — Salvador; KACU — Curitiba; KASA - Salvador **MM padr&o superior 3,72x10%; MM
padrédo inferior 9,55x10%; os valores de MM das amostras sdo estimados, uma vez que os tempos de retencdo dos
mesmos extrapolaram a curva de calibracdo **Controle negativo (auséncia de polimeros)

Os sobrenadantes das bebidas analisadas, em sua maioria, apresentaram predominancia de um
pico de eluicdo. No entanto, se as amostras forem comparadas com a sacarose (342,2Da), que
possui tempo de retencdo de 11,70 minutos, pode-se inferir que os carboidratos presentes nas
amostras s@o de baixa massa molecular e que se assemelham mais a carboidratos simples do que

a polimeros.

Bebidas preparadas com leite (KLCU e KLSA) continham EPS de baixa massa molar, cujos
valores variaram entre 10% e 10°Da. Nas amostras preparadas com agua acucarada (KACU e
KASA) foram encontrados oligossacarideos com baixo grau de polimerizacdo, cujas massas

moleculares foram menores que 103 Da.

De acordo com a producéo de EPS nos grdos que contribuem para o aumento da biomassa, com
a caracterizacdo estrutural primaria por meio da determinacdo da MM dos mesmos e

considerando os EPS destas bebidas fermentadas, pode-se propor que o EPS presente nos graos
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possui pouca dispersdo em solucdo aquosa e que a presenca do mesmo nas bebidas ocorre em

funcdo da capacidade especifica de algumas estirpes microbianas.

Espécies dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Oenococcus identificadas
nestes graos de kefir por Zaniratti e colaboradores (2015), podem estar relacionadas com a

producdo destes polimeros e também podem contribuir na caracterizacao da bebida.

Resultados similares foram obtidos por Piermaria (2008) ao verificar que dentre 15 amostras de
leite fermentado por diferentes estirpes de lactobacilos, sendo cinco L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e 10 L. plantarum, apenas uma apresentou polissacarideo com massa molecular
superior a 4x10°Da, todas as outras apresentaram carboidratos de massa molecular inferior a 10*
Da.

As carateristicas dos EPS sdo influenciadas pelas estirpes microbianas presentes nos graos.
Hamet e colaboradores (2015) analisaram a MM de EPS em leites fermentados produzidos por
28 estirpes de Lactobacillus. Nove linhagens de L. plantarum produziram exclusivamente EPS
com MM entre 10* e 10°Da, trés entre 10* e 10°Da e duas inferiores a 10*Da e entre 10* e 10°Da.
Os EPS de cinco linhagens de L. kefiranofaciens apresentaram MM inferiores a 10*Da e entre
10* e 10°Da e quatro outras linhagens produziram apenas EPS inferiores a 10°Da. Quatro
linhagens de L. paracasei produziram EPS que variaram entre 10*a valores superiores a 10°Da e
uma entre 10* e 10°Da. Os leites fermentados que continham EPS com as maiores MM

apresentaram bebidas com maior viscosidade.

Uma das fungbes atribuidas as substancias polissacaridicas é o seu papel como prebidtico,
definido como ingrediente alimentar que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento ou a atividade de um namero limitado de bactérias no colon para
melhorar o estado de salde. Demonstrou-se que a incorporacdo de prebioticos especificos na
dieta pode estimular o crescimento de certos micro-organismos benéficos no cdlon, sendo 0s
produtos finais da sua fermentag&o &cido latico, hidrogénio, metano, didxido de carbono e acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente acidos acético, propidnico e butirico. Estes

AGCC tém uma importante fungdo tréfica para os colondcitos, contribuindo para a regulagdo do
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metabolismo lipidico e do agucar, diminuindo o pH e modulando a microbiota (Abraham et al.,
2010).

Os EPS produzidos por BAL sdo capazes de neutralizar o efeito de certos agentes patogénicos,
quer seja pela sua capacidade de interagir com as células do epitélio intestinal ou sequestro de
toxinas ou de outros metabolitos prejudiciais (Abraham et al., 2010). Medrano et al. (2009),
avaliando a capacidade do kefirano em cultura de células Caco-2, verificaram que ele protegeu
significativamente as células infectadas dos efeitos citopaticos induzidos por B. cereus, tais
como necrose celular, desorganizacdo da F-actina e das microvilosidades, apesar da presenca do
kefirano ndo modificar a aderéncia dos micro-organismos as células. Estes resultados poderiam
ser atribuidos a capacidade de interacdo do kefirano com células procariotas e eucariotas
antagonizando assim interacfes necessarias para efeitos biolégicos maximos. Estas descobertas
incentivam mais pesquisas sobre 0 uso de EPS bacterianos para antagonizar fatores de viruléncia
associados a interacfes de bactéria-célula. Ruas-Madiedo et al. (2010), mostraram que alguns
EPS produzidos por BAL probidticas foram capazes de aumentar a associacdo de alguns
enteropatdgenos ao muco intestinal, sugerindo que este aumento poderia explicar o fenémeno da

exclusdo competitiva dado pelos probidticos.

Outra aplicacdo de estirpes produtoras de EPS € na indUstria de alimentos. Qin et al. (2011)
verificaram que S. thermophilus isolados de grdos de kefir produziram EPS de 2,5x10*Da. A
bebida fermentada pela estirpe produtora de EPS apresentou menor susceptibilidade a separacédo
do soro lacteo, viscosidade mais elevada, e maiores escores sensoriais do que a bebida
fermentada por estirpe ndo produtora de EPS.

5.6  Producdo de EPS por Lactobacillus spp. isolados de gréos de kefir

A capacidade de producdo de EPS por Lactobacillus spp. isolados de gréos de kefir de leite e
agua acucarada foi avaliada variando-se a fonte de carbono (glicose, sacarose ou lactose), a
atmosfera (aerobiose e anaerobiose) e a temperatura de cultivo (25°C e 37°C). Os isolados foram
considerados produtores de EPS quando apresentaram coldnias viscosas na superficie do agar
MRS acrescido de acucar (Figura 14). Dos 52 isolados avaliados, a produgdo de EPS foi

verificada em 17 (32,7%), com aparecimento de colbnias viscosas apenas em agar SMRS e de
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forma independente da atmosfera de cultivo (aerobiose e anaerobiose) e da temperatura (25°C e

37°C). Isso demonstra que linhagens produtoras de EPS, o fazem em diferentes condi¢cOes de

crescimento, inclusive nas condicdes de elaboracgdo das bebidas fermentadas (25°C, aerobiose).

Figura 14 - Producdo de exopolissacarideos em diferentes fontes de carboidratos (SMRS —
sacarose 8% p/v; MRS — glicose 2% p/v; IMRS — lactose 5% p/v).

Tabela 11 — Lactobacilos produtores de EPS em agar MRS contendo sacarose (SMRS)

Origem do Gréo

Kefir de leite”

Kefir de 4gua agucarada”

Curitiba

nenhuma linhagem produtora

L satsumensis 18P

L. perolens 19 P

L. perolens 17P2

L. parafarraginis 16PA
L. perolens 16P3A

Belo Horizonte

Nao se aplica™

L. diolivorans 1Z

Divindpolis nenhuma linhagem produtora Na&o se aplica™
L. perolens 13PA
L. satsumensis 23P3 L. perolens 11P
Salvador L. mali 23PA L. perolens 11P3
L. casei 22P2 L. satsumensis 10P2
L. satsumensis 10P
) L. mali 19U

Vicosa nenhuma linhagem produtora L mali 22U

L. mali 21U1

" codigo de identificacdo de cada isolado de Lactobacillus por Zanirati et al. (2012) ™ amostras de grdos de kefir

inexistentes

Os micro-organismos produtores de EPS em sMRS foram: seis isolados de L. perolens, quatro de

L. mali, quatro de L. satsumensis, um de L. parafarraginis, um de L. diolivorans e um de L.
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casei, provenientes de grdos de kefir cultivados em leite ou agua com aglUcar mascavo, de

diferentes localidades brasileiras (Belo Horizonte, Curitiba, Salvador e Vigosa) (Tabela 11).

Nas placas de agar MRS contendo lactose (IMRS), foi observado o crescimento de todos os
isolados. Porém, ndo houve producéo de EPS. Neste meio esperava-se uma producdo de Heps,
como o kefirano ou heteropolissacarideos semelhantes. Wang et al. (2008) conseguiram
encontrar, entre BAL, L. kefiranofaciens produtor de Heps contendo glicose e galactose,
utilizando um meio a base de soro de leite suplementado com lactose, glicose, triptona, cisteina e
uma série de sais metalicos além de incubacdo por sete a nove dias, a 30°C em anaerobiose.
Cheirsilp et al. (2003), por sua vez, estudaram a otimizagdo da producéo de kefirano em cultura
mista de L. kefiranofaciens com Saccharomyces cerevisiae, uma vez que a producdo de kefirano
é reconhecidamente dependente de etanol, além de condicBes anaerobias. Entre os isolados
testados neste trabalho, havia culturas de L. kefiranofaciens. No entanto, nenhuma delas
demonstrou ser capaz de produzir EPS nas condi¢Oes avaliadas. Assim, sugere-se que se
usassemos outras condi¢Oes de cultivo (tempo, temperatura e tensdo de oxigénio) detectariamos

linhagens produtoras de EPS no meio contendo lactose.

O rendimento da producéo de EPS, expressa em grama por litro (g/L), variou de 3,62 g/L a 36,30
o/L entre os lactobacilos testados (Tabela 12). L. satsumensis 10P, proveniente de grdos de kefir
de &gua acucarada de Salvador, produziu 36,30 g/L o0 que corresponde a 10 vezes mais a
quantidade produzida por L. mali 21U1 (3,62 g/L), isolado de grdos de kefir de dgua acucarada
de Vicosa. Esses valores sdo semelhantes aos encontrados por Paiva (2013) que verificou a

producdo de EPS de cinco lactobacilos e encontrou rendimento de 2,55 a 34,1 g/L.

Santos et al. (2005), avaliando a producdo de dextrano por Leuconostoc mesenteroides em
diferentes condicgdes de cultivo (maltose, lactose, galactose e sacarose), verificaram valores de
6,88 a 7,66g/L. Em outro estudo, a producdo de EPS em leite fermentado por cinco estirpes de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus variou de 12,2+22mg/L a 38,7+1,6mg/L, enquanto por dez
estirpes de L. plantarum os valores variaram de 19,3+4,1mg/L a 102,8+6,1 mg/L (Piermaria,
2008), sendo tais valores bastante distintos, apesar de ter utilizado a mesma técnica de extracdo
de EPS (precipitacdo alcoolica). A explicacdo para a distincdo de rendimento decorre da

quantidade de inoculo adicionada e das condicdes de cultivo, onde se observou variagdo na fonte
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de carbono, tensdo de oxigénio e nos parametros de incubacdo. No presente estudo, utilizou-se
1,5% (v/v) de micro-organismos ativos, sacarose como fonte de carbono e incubagdo em
anaerobiose a 37°C durante 48 horas. Enquanto Piermaria (2008) utilizou in6culo de 1% (v/v),

lactose como fonte de carbono e incubacdo em aerobiose a 37°C até se atingir o pH 4,0.

Tabela 12 — Producdo de EPS em caldo sMRS, expressa em grama por litro por lactobacilos
isolados de gréos de kefir

Origem do Micro-organismo** Producéo de EPS (g/L)

Grao*

L. satsumensis 10P 36,30

L. perolens 11P3 33,73

KASA L. satsumensis 10P2 33,72

L. perolens 11P 30,57

L. perolens 13PA 23,00

L. satsumensis 23P3 28,89

KLSA L. casei 22P2 28,10

L. mali 23PA 20,09

L satsumensis 18P 19,47

L. perolens 17P2 18,23

KACU L. perolens 16P3A 7,70

L. perolens 19P 6,25

L. parafarraginis 16PA 5,88

KABH L. diolivorans 1Z 9,27

L. mali 19U 5,06

KAVI L. mali 22U 4,90

L. mali 21U1 3,62

* KASA — kefir de agua de Salvador; KLSA — kefir de leite de Salvador; KACU — kefir de agua de Curitiba; KABH
— kefir de 4gua de Belo Horizonte; KAVI — Kefir de agua de Vigosa **O ndmero de células vidveis (UFC/mL)
variou de 2,0x107 a 8,0x10”

5.7 Determinacéo da pureza dos EPS produzidos por Lactobacillus spp.

Todos os EPS extraidos de sobrenadante das culturas apresentaram baixo teor de proteina
residual (Tabela 13). A pesquisa de carboidratos simples nos EPS néo revelou presenca de
glicose, sacarose ou galactose em nenhuma das amostras (Figura 15 e 16) e, por esse motivo,

todas foram utilizadas com confiabilidade em estudos posteriores.
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Tabela 13 — Pesquisa de residuos de proteina (mg/mL) em mostras de EPS produzida por
Lactobacillus spp., pelo método de Bradford

Micro-organismo Amostras Absorvancia (590nm) Concentracdo de proteina (mg/L)
L. diolivorans 17 0,242 0,000
L. satsumensis 10P 0,243 0,002
L. satsumensis 10P2 0,241 0,000

L. perolens 11P 0,241 0,000
L. perolens 11P3 0,243 0,002
L. perolens 13PA 0,242 0,001
L. parafarraginens 16PA 0,242 0,000
L. perolens 16P3A 0,241 0,000
L. perolens 17P2 0,243 0,002
L satusumensis 18P 0,242 0,000
L. perolens 19P 0,242 0,000
L. mali 19U 0,244 0,005

L. mali 21U1 0,242 0,000

L. casei 22P2 0,241 0,000

L. mali 22U 0,242 0,001

L. mali 23P3 0,243 0,002

L. satsumensis 23PA 0,242 0,000

Glicose Galactose 10P 10P2 18P 11P3 19U 17P2 17

Figura 15 — Perfil de corrida na cromatografia de camada delgada de padrdes de glicose e
galactose e de amostras de exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus spp. isolados
de gréos de kefir.



83

Glicose Sacarose 23PA  13PA 23P3  16PA 16P3A  19P 22U 21U1 11P  22P2

Figura 16 — Perfil de corrida na cromatografia de camada delgada de padrbes de glicose e
galactose de exopolissacarideos produzidos por Lactobacillus spp. isolados de gréos de kefir.

Isto demonstra a eficiéncia do método de extracdo, no qual inicialmente se faz uma centrifugacéo
em temperatura ambiente para a retirada de micro-organismos e material em suspensao e,
posteriormente se faz a precipatacdo a frio com dois volumes de etanol. A adicdo de etanol
modifica a constante dielétrica de forma tal que os polissacarideos perdem a estabilidade e se
precipitam. A baixa temperatura facilita a precipitacéo e dificulta a re-dissolucdo. A separagéo
do precipitado (EPS) € realizada por centrifugacdo e o precipitado obtido pode ser dissolvido em

agua destilada quente (Piermaria, 2008).

No entanto, no caso dos grdos de agua, o pH das amostras solubilizadas em NaOH ficou muito
elevado (pH~14) e nesta condigdo extrema ndo se pode realizar a determinacdo da massa
molecular dos EPS, uma vez que este pH pode danificar a coluna de separag¢do do cromatografo
e tampouco pode-se utilizar tais amostras nos ensaios em culturas de celulas. Por esse motivo,
apos a solubilizacédo fez-se a neutralizacdo das solugdes até o pH 7,0 com &cido cloridrico 0,1M.
Com a neutralizagdo, as amostras continuaram homogéneas, sem a formacdo de precipitados e
puderam continuar sendo estudadas. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante filtrado

em filtros estéreis Chromafil Xtra de 0,45um.
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Devido ao fato das amostras terem sido obtidas a partir do mesmo método de extracdo, por
apresentarem auséncia de proteina e de monossacarideos, e por terem sido preparadas na mesma
concentracdo (cerca de 10g/L) e apresentarem carboidratos em sua composicdo (Tabela 14), isto

demonstra que a substancia extraida do meio de cultura € um exopolissacarideo.

Tabela 14 - Concentragdo de carboidratos (g/L) nas amostras de EPS produzidas por

Lactobacillus spp.

5.9

A massa molecular (MM) é um dos fatores que determinam as propriedades funcionais dos EPS
(De Vuyst e Degeest, 1999). A determinacdo da mesma foi realizada nas amostras produzidas
pelos isolados L. satsumensis (10P, 10P2, 18P); L. perolens (11P3, 17P2); L. mali (19U); L.
diolivorans (1Z) e nos EPS obtidos dos gréos de kefir de agua e de leite de Curitiba e Salvador

Quantificacdo de carboidratos nos EPS produzidos por Lactobacillus spp.

Micro-organismo Amostra Concentracio média (g/L) + ¢
L. diolivorans 17 9,49 +0,14
L. satsumensis 10P 9,50 + 0,46
L. satsumensis 10P2 921+1,12
L. perolens 11P 8,48 + 0,63
L. perolens 11P3 8,54 +0,84
L. perolens 13PA 8,91+2,70
L. parafarraginens 16PA 8,43+0,80
L. perolens 16P3A 7,45+ 0,93
L. perolens 17P2 6,42 + 0,45
L satusumensis 18P 8,97 +1,37
L. perolens 19P 7,94 +0,54
L. mali 19U 8,14 + 0,08
L. mali 21U1 7,43 +0,45
L. casei 22P2 6,58 + 0,55
L. mali 22U 7,64+1,37
L. mali 23PA 8,07 £ 0,86
L. satsumensis 23P3 9,28 +2,48
Média geral 8,20 +1,02

(Tabela 15 e Apéndice E).

Determinacdo da massa molecular de EPS produzidos pelos Lactobacillus spp.
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Tabela 15 - Massas moleculares (Da) determinadas por CLAE de exclusdo molecular, de EPS
obtidos a partir de micro-organismos isolados de kefir &gua acucarada e de leite

Micro- Tempo de Percentual de cada
. . Amostra retencéo M.M (Da) fracdo na amostra
organismo/Origem (minutos) (%)
8,674 1,44 x 10%a 38,42
10P
L. satsumensis/KASA 10,999 2,13x 10%b 61,58
10P2 10,967 2,25x 10%b 100
6,528 7,09 x 107 * 79,63
L. satsumensis/fKACU 18P
11,05 1,94 x10%b 20,37
6,514 7,27 x 107 * 43,45
L. perolens/KASA 11P3
10,933 2,40 x 10*b 56,55
6,5 7,46 x 107 * 27,08
L. perolens/KACU 17P2
10,946 2,34 x10%b 72,92
L. mali/KAVI 19U 6,624 5,96 x 107 * 100
L. diolivorans/KABH 1z 6,523 7,15x10"* 100

*Valores estimados por extrapolacéo da curva
Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A MM dos EPS analisados neste estudo revelou uma grande diversidade entre 0s mesmos. As
BAL produzem EPS cujas fracdes variaram de 1,94x10* a 7,46 x 107 Da. As culturas de micro-
organismos, mesmo estando na mesma condicdo de cultivo, apresentaram diferencas, inclusive
na mesma estirpe. Pode-se observar que todas as culturas possuiram fra¢fes de elevada massa
molecular (>10° Da), com excec¢do da amostra 10P2 que apresenta uma fracdo de baixa massa

molecular (=10* Da).

As amostras 18P, 11P3, 17P2, 19U e 1Z apresentaram fracbes com massas moleculares
superiores a 10° Da e, portanto, estdo fora dos padrdes utilizados na curva de calibragdo. Desta
maneira, seus valores ndo podem ser determinados com exatiddo e diante disto, seus valores

foram determinados por extrapolacdo da curva, sendo portanto estes dados estimados.

A presenca de duas fragdes distintas na cromatografia de exclusao molecular ndo € incomum. Na

anélise de massa molecular de EPS extraidos de grdo de kefir de 4gua agucarada de La Plata
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(Buenos Aires/Argentina) foram detectados dois picos, um correspondente a uma massa

molecular de 9,7 x 10* Da e outro correspondente a 1,12 x 10° Da (Piermaria, 2008).

Mozzi et al. (2006) avaliaram a producdo de Heps por 31 estirpes de bactérias laticas que
incluem as espécies: L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. debrueckii subsp. lactis, L. helveticus e
S. thermophilus) e demonstraram grande diversidade na massa molecular dos EPS produzidos.
Apenas cinco estirpes produziram EPS com alta massa molecular, sendo elas 1,19 x 10° 1,80 x
105; 1,78 x 10°; 2,2 x 10° e uma superior a 5,0 x 10° demonstrando que a producéo de EPS de
baixa massa molecular é mais provavel de ocorrer do que a de alta. Em nossas amostras, a

prevaléncia de massas moleculares elevadas foi maior.

A massa molecular € um dos fatores determinantes nas propriedades funcionais do EPS,
entretanto as propriedades fisicas e reoldgicas dos EPS em solucéo estdo relacionadas a estrutura
tridimensional e estes estudos podem beneficar a industria de alimentos, por exemplo (De Vuyst
e Degeest, 1999).

Os micro-organismos Lactobacillus satsumensis (10P e 18P), L. perolens (11P3 e 17P2) parecem
produzir EPS com diferentes massas moleculares quando cultivadas em sMRS, a 37°C e em
anaerobiose (Tabelal4). Resultados semelhantes foram observados por Grobben et al. (1995 e
1996), que relataram a producdo de diferentes composi¢bes de EPS a partir da mesma estirpe,

dependendo das condicdes de fermentacdo utilizadas e da técnica de extracdo aplicada.

Uma das principais aplicacdes destas estirpes produtoras de EPS poderia ser na inddstria de
alimentos. Na qual, a bebida fermentada por BAL produtora de EPS de 2,5x10%°Da pode
apresentar menor susceptibilidade a separagdo do soro lacteo, viscosidade mais elevada, e
maiores escores sensoriais do que a bebida fermentada por estirpe ndo produtora de EPS (Qin et
al., 2011).
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5.10 Caracterizacdo estrutural priméria de EPS por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN)

A composic¢do primaria dos EPS produzidos por Lactobacillus spp. e extraidos de grdos de kefir
de leite e de &gua acucarada foi obtida por integracdo da area abaixo dos sinais dos espectros
(Figura 17 e Apéndice F) e estdo apresentadas na Tabela 16. De modo geral, os EPS de
Lactobacillus spp. isolados de grdos de kefir de leite e de agua agucarada sdo formados em sua
sua maioria por a-D-glicose, com ligacbes a (1-6), assim como a maioria dos polissacarideos

encontrados na literatura (Das e Goyal, 2014).
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Figura 17 - Espectros de 1HRMN do EPS extraido de grdo de kefir de agua de Salvador.
Os valores expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (8) e a a intensidade expresse
pela area (abaixo do sinal).

Lactobacillus perolens (16P3A) e L. mali (21U) produziram EPS formados predominantemente
por a-D-glicose, que representa 0 padrdo caracteristico de homopolissacarideos, enquanto as
outras BAL pesquisadas podem ter produzido EPS com perfil heteropolissacarideos, que é

caracterizado pela presenca de outras hexoses, além da glicose.

A biossintese de do homopolissacarideo dextrano, que é formado predominantemente por a-D-

glicose requer a sacarose como substrato especifico e a alta especificidade da enzima
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glicosiltransferase esta envolvida na reacdo de polimerizacdo. Enquanto os Heps podem ser
produzidos por glicose, galactose, ramnose e N-acetyl-galactosamina. Estes precursores séo
formados no citoplasma e muitas enzimas e/ou proteinas estdo envolvidas na biossintese e
secrecdo deste composto que ndo é exclusiva para esta via metabdlica (De Vuyst e Deegest,
1999).

Tabela 16 - Composicdo primaria de EPS produzidos por Lactobacillus spp. e extraidos de graos
de kefir de 4gua agucarada e de leite

Gréo Micro-organismos Proporg¢io (<) e Tipo de carboidrato
KLSA L. mali 23PA 97% a-glicose + 3% outros”
KABH L. diolivorans 1Z 94% a-glicose + 6% outros”
KACU L. perolens 16P3A 99% a-glicose + 1% outros”
L. satsumensis 18P 95% a-glicose + 5% outros”
L. satsumensis 10P 88% a-glicose + 12 outros”
L. satsumensis 10P2 99% a-glicose + 1% outros”
KASA L. perolens 11P 90% a-glicose + 10% outros”
L. perolens 11P3 96% oa-glicose + 4% outros”
L. perolens 13PA 92% o-glicose + 8% outros”
KAV L. mali 19U 88% a-glicose + 12% outroi*
L. mali 21U1 99% a-glicose + 1% outros
Grao de Kefir Proporg¢io (<) e Tipo de carboidrato
KACU 99% a-glicose + 1% outros
KASA 99% a-glicose + 1% outros
KLCU N&o elucidada (6 diferentes picos na mesma proporcao)

KLSA Né&o elucidada (6 diferentes picos na mesma propor¢éo)

“Um ou mais monémeros ainda néo identificados e/ou outras conformacgdes

Os EPS de grdos de kefir de agua acucarada de Curitiba e Salvador sdo formados
predominantemente por a-glicose e por isso podem ser classificados também como dextrano,
com predominancia a-D-glicose, com ligacdes a (1-6). Os dextranos se diferenciam dos outros
Hop (mutano e alternano, por exemplo) devido a presenca de ramificacdes e da porcentagem e
dos tipos de ligacBes quimicas presentes. Os mutanos, sdo glucanos insollveis devido a
presenca de muitas ligacdes a-(1—3) e auséncia de ligagdo continua de a-(1—6); e altenanos por

causa da alternancia de liga¢des a-(1—6) por a-(1—3) (Robty, 1998; Leathers e Coté, 2008).

Os EPS de graos de leite, KLCU e KLSA, sdo semelhantes entre si, porém a composicao

primaria ndo foi elucidada. As amostram apresentam seis picos que podem ser diferentes
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carboidratos ou 0 mesmo carboidrato em diferentes conformac6es. Na maioria dos estudos,
considera-se que o EPS extraido dos grdos de kefir seja o kefirano, que é um
heteropolissacarideo composto por quantidades iguais de glicose e galactose (Rimada e
Abraham, 2001; Piermaria et al., 2008b; Ghasemlou et al., 2011).

Paiva e colaboradores (2016) utilizaram a espectroscopia de infra vermelho (NIR) para
complementagdo dos resultados obtidos RMN e distingao de a-glucano. Neste estudo, o EPS 1PS
produzido por L. kefiranofasciens isolado de kefir de leite é diferente dos EPS 10P e 10P2
produzido por L. satsumensis isolados de graos de kefir de d&gua acucarada, apesar de apresentar

a mesma massa molecular.

5.11 Awvaliacdo, in vitro, a atividade antagonista das bebidas fermentadas contra alguns
patdgenos envolvidos em doencas transmitidas por alimentos

A avaliacdo, in vitro, da atividade antagonista das bebidas fermentadas de kefir de leite e de agua
acucarada contra alguns patdgenos frequentemente envolvidos em doencgas transmitidas por
alimentos foi verificada pela presenca de halo de inibicdo. Quando o teste foi realizado no agar
MRS, observou-se que todas as bebidas fermentadas durante 48 horas, indiferente da regido de
origem dos graos, inibiram o crescimento de todos os patdgenos. No entanto, quando as bebidas
foram previamente filtradas e/ou neutralizadas com NaOH 0,1N (pH=7), ndo se constatou a
presenca de halo de inibi¢do. Isso indica que o efeito antagonista pode ser devido a acidos

organicos gerados durante a producdo da bebida.

A atividade antagonista de kefir ja foi anteriormente verificada frente a varios patdgenos, tais
como E. coli, B. cereus, L. monocytogenes, S. Enteritidis, S. Typhimurium, Salmonella Typhi e
Staphylococcus aureus (Rodrigues et al., 2005; Ulosoy et al., 2007; Silva et al., 2009; Santos et
al., 2013).

N&o houve atividade antagonista quando se realizou 0 mesmo procedimento em agar BHI. Isto
pode ter ocorrido porque bactérias laticas crescem melhor em dgar MRS do que em agar BHI.

Portanto, a producdo de acidos organicos deve estar prejudicada nesse segundo meio e,
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consequentemente, a inibicdo dos patogenos. Dessa forma, esse resultado reforca que a inibicdo
dos patdgenos provavelmente pode ser atribuida a produgdo de metabdlitos como os &cidos
organicos (&cido latico e acético), que diminuem o pH do meio e agem como substancias

antimicrobianas devido a sua capacidade de acidificagdo citoplasmatica.

A quantidade e os tipos de &cidos organicos produzidos durante o processo de fermentacao
dependem das espécies de micro-organismos e das condi¢cBes de crescimento. O efeito
antimicrobiano dos &cidos organicos é devido a reducdo do pH e também da forma nao
dissociada que é capaz de difundir na membrana plasmatica de modo passivo, diminuindo o pH
intracelular (Madgan et al., 2010). O equilibrio das formas dissociada e ndo dissociada e a
extensdo da dissociacao depende do pH do meio. Em baixo pH, uma grande quantidade de &cido

latico permanece na forma nédo dissociada (Partanen et al., 2003).

O kefir de leite apresentou pH em torno de 4,6 e o de 4gua proximo a 4,3, sendo que tais valores
podem contribuir com a atividade antimicrobiana dos patdgenos avaliados. Outros &cidos
organicos, como 0 acético, propionico e butirico, também podem ser produzidos por via
metabolica heterofermentativa (Guzel-Seydim et al., 2000). Eles possuem maior efeito
antagdnico se comparado ao acido latico devido ao maior pKa (latico (pKa 3,54); acético (pKa
4,75); propidnico (pKa 4,87), butirico (pKa 4,82) (Namazian e Heidary, 2003). O &cido acético
pode agir sinergicamente com o acido latico diminuindo o pH do meio e consequentemente,

aumenta a toxicidade do acido acético (Adam, 1988).

Garrote e colaboradores (2000) em estudo da acdo de acidos organicos, ndo observaram efeito
inibitério quando utilizaram sobrenadantes neutralizados e concluiram que apesar do acido latico

ser importante para a inibicdo, a presenca de &cido acético potencializa o efeito inibitorio.

A membrana plasmatica dos micro-organismos é relativamente impermeavel aos ions H* e OH",
Dessa forma, a concentracdo citoplasmatica desses ions permanece razoavelmente constante,
apesar da grande variacdo que pode ocorrer no meio extracelular (Madgan et al., 2010). Os
acidos fortes ndo causam muitos problemas a célula quando comparados aos fracos, pois se

dissociam facilmente, liberando prétons, os quais ndo conseguem se difundir pela membrana,
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ndo alcancando, assim, o citoplasma. Os acidos fracos sdo mais danosos por se apresentarem
majoritariamente na sua forma nédo dissociada (em determinados valores de pH) no meio externo
e com isso conseguirem se difundir pela membrana plasmética. Devido ao pH do citoplasma, o
acido sofre desprotonacdo e a liberacdo de H* afeta o metabolismo celular ao diminuir o pH
intracelular. A acidez citoplasmatica pode interferir em processos vitais para a célula como a
transcricdo do DNA, a sintese de proteinas e as atividades enziméticas. Dependendo dos danos
causados e da capacidade da célula de se adaptar ao aumento da concentracdo de protons

citoplasmatico, os prejuizos causados podem levar a sua inativacdo (Madgan et al., 2010).

Muitos autores, ja atrbibuiram a atividade inibitéria de Lactobacillus sobre o crescimento de
outros micro-organismos, ao acido latico. Devido ao pH das bebidas fermentadas de leite e d4gua
acucarada (pH 4,6 e 4,3, respectivamente), o acido latico nas amostras apresenta-se na forma nédo
ndo dissociada e sendo portanto, capaz de penetrar na membrana plasméatica e causar a

acidificacéo intracelular.

5.12 Acdo protetora de Lactobacillus spp. e seus respectivos EPS sobre a adesdo e invasdo

de Salmonella enterica sorovar Enteritidis em cultura de células CACO-2/TC7

A adesdo e a invasdo de Salmonella spp. no epitélio intestinal representam um passo critico para
o inicio do processo de infeccdo (Londero et al., 2014). Assim, a acdo protetora de Lactobacillus
spp. isolados de grdos de kefir e de EPS produzidos por estes e extraidos dos grdos de kefir de
leite e de 4gua acucarada foi avaliada em células Caco-2/TC7. N&o se observou diminuicdo da
adesdo de S. Enteritidis as células Caco2-TC7, quando tratadas previamente (1h, 37°C) com
Lactobacillus spp. (Figura 18), demonstrando auséncia de efeito protetor dos isolados nas

condicdes avaliadas.

Em contrapartida, uma agéo protetora da adesdo de S. Enteritidis foi verificada quando se testou
alguns EPS produzidos pelos isolados 10P, 18P e 11P3 e extraidos dos grdos KACU, KASA,
KLCU e KLSA (Figura 19). A capacidade do EPS de aderir as bactérias ou enterdcitos poderia
ser responsavel pelo efeito protetor observado, por interferir em algum sitio de ligagcdo sobre a

superficie da célula eucariotica (Abraham et al., 2010).
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Figura 18 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis aderida em
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) na presenca ou ndo de Lactobacillus spp.

isolados de kefir.
Legenda: CTL: Controle; 10P, 10P2, 18P: L satsumensis; 11P3 e 17P2: L. perolens; 19U: L. mali)
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Figura 19 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis aderidas em
células Caco-TC7 previamente incubadas ou ndo (CTL) com EPS produzidos por Lactobacillus
spp. (10P, 18P, 11P3, 1Z, 10P2, 19U e 17P2) isolados de graos de kefir ou extraidos de graos de
agua (KACU e KASA) e de leite (KLCU e KLSA). * (P <0,05) ** (P < 0,01) *** (P < 0,001)

Observou-se também uma reducdo do nimero de S. Enteritidis que invadiram as células Caco2-

TC7 previamente incubadas com lactobacilos isolados de grédos de kefir de agua agucarada
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(Figura 20), com EPS produzidos por esses isolados ou com EPS extraidos dos grdos de kefir de

agua acucarada e de leite de Curitiba e Salvador (Figura 21).

**k%
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Figura 20 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis invadindo
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) ou ndo (CTL) com Lactobacillus 10P,
10P2, 18P: L satsumensis; 11P3 e 17P2: L. perolens; 19U: L. mali. *** (P < 0,001)
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Figura 21 — Densidade (logio UFC/mL) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis invadindo
células Caco-TC7 previamente incubadas (1h, 37°C) ou ndo (CTL) com EPS produzido por
Lactobacillus spp. (L. satsumensis (10P, 10P2 e 18P); L. perolens (11P3 e 17P2); L. mali (19V));
L. diolivorans (1Z) ou extraidos de graos de kefir de agua (KACU e KASA) e de leite (KLSA).
*** (P < 0,001)
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A capacidade de prevencdo da adesdo e da invasdo de S. Enteritidis em células Caco2/TC7 pode
ser influenciada pela capacidade de adeséo e enumeragcdo de BAL (Golowczyc et al., 2007;
Londero et al., 2014). Aparentemente, quando se aumenta a propor¢do entre probidtico e
patogeno, a capacidade de adesdo e invasdo deste ultimo diminui, ou seja, a capacidade de
protecdo das células epiteliais do intestino contra a invasdao de Salmonella spp. é dose
dependente (Coconnier et al., 1993; Londero et al., 2014). Londero et al. (2014) demonstraram
que ndo houve protecdo das células Caco-2/TC7 por BAL e leveduras de soro lacteo fermentado
com gréos de kefir nas concentragdes respectivas de 10" UFC/mL e 108UFC/mL contra a adesio
e a invasdo de S. Enteritidis, enquanto que o efeito protetor foi observado quando utilizou-se

concentracdo dez vezes maior dos micro-organismos probiotico.

Neste trabalho nds demonstramos que L. satsumensis 10P, 10P2 e 18P, L. perolens 11P3 e 17P2
e L. mali 19U sdo capazes de antagonizar a invasdo de S. enterica sorovar Enteritidis in vitro, o
que demonstra que podemos obter um kefir com propriedades probidticas se utilizarmos essas
estirpes como culturas iniciadoras (Figura 20).

Os EPS extraidos das culturas e dos graos de kefir exerceram um efeito inibitorio in vitro sobre
a adesdo e invasdo de S. enterica sorovar Enteritidis em células Caco-2/TC-7 (Figura 19 e 21)
enquanto, paradoxalmente, os lactobacilos produtores somente protegem contra a invasao
(Figura 20). A diminuicdo da adesdo do enteropatégeno parece estar relacionada a presenca do
EPS e como os lactobacilos foram cultivados em meio MRS sem adi¢do de sacarose (carboidrato
indutor) isto pode desfavorecer a producdo de EPS. Assim, experimentos nos quais 0S
lactobacilos sejam cultivados em meio contendo sacarose antes da inoculacdo na cultura de

células podem ajudar a esclarecer o fenébmeno.

Embora 0 mecanismo protetor ainda nao seja compreendido, sugere-se que os EPS poderiam agir
bloqueando os receptores na superficie de células eucarioticas, conforme o efeito protetor
proposto por Ruas-Madiedo e colaboradores (2010). As infec¢bes por Salmonella séo iniciadas
qguando o patdgeno invade o epitélio intestinal. As células M representam a principal porta de
entrada (Kaufmann et al.,, 2001). As membranas apicais de células M sdo relativamente

acessiveis para bactérias presentes no limen uma vez que possuem quantidades reduzidas de
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muco e IgA. A acessibilidade a superficie das células M ¢é reforcada pela presenca de uma borda
irregular e um glicocélix mais fino do que dos enterdcitos vizinhos. As microvilosidades
irregulares das células M também tornam a superficie apical destas células mais maleavel do que
a dos enterocitos e isto pode facilitar os rearranjos do citoesqueleto e membrana que sdo

necessarios para a invasdo eficiente da Salmonella (Jepson e Clark, 2001).

A Salmonella induz o englobamento celular e a formag&o do vactolo. O vacuolo é direcionado
para a porcdo basal e a bactéria é exocitada e em seguida fagocitada pelo macrofago. No
macrofago ela se multiplica e induz a apoptose do mesmo, pela ativacdo da caspase-1. Tem-se
uma resposta inflamatdria inicial induzida pela producdo de IL-1 e IL-18. Esta resposta
inflamatoria inicial é ainda agravada por uma infinidade de citocinas, a maioria das quais sdo
induzidas por LPS. Apds a lise do macrofago, a bactéria é liberada e a mesma induz a sua
penetracdo na porcdo basal dos enterdcitos, com formacdo de vaclolo. E um patdgeno
intracelular que se dissemina para as células adjacentes a medida que as células hospedeiras
morrem. Outra forma de disseminacéo é atraves das células dendriticas (Kaufmann et al., 2001).

5.13 Micro-organismos metabolicamente ativos no kefir de leite e de agua agucarada

Kefir € um produto lacteo fermentado que € produzido por uma mistura de bactérias produtoras
de acidos latico e acético e de leveduras (Kim et al. 2015). As comunidades microbianas ativas
nos grdos de kefir de leite e de dgua de Curitiba (KLCU e KACU) e Salvador (KLSA e KASA)
foram identificadas por meio de analise de similaridade dos reads transcritos com as sequéncias
de nucleotideos presentes no banco de dados, Refseqg-genomic, do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Considerou-se que o read transcrito € similar ao de uma
determinada espécie quando apresentou indice de identidade e cobertura superior a 95%. Quando

o0 read apresentou indice inferior a 95% os mesmos foram considerados néo classificados.

A comunidade de bactérias ativas no kefir de leite de Curitiba (KLCU), determinada por meio da
abundancia relativa (%), é formada por bactérias laticas e acéticas (Figura 22). Foi observada

uma maior prevaléncia de bacteérias laticas (70,18%) do que de bactérias acéticas (3,10%).
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Figura 22 - Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de leite de Curitiba
(KLCU).
Legenda: (HE) heterofermentativa; (HO) homofermentativa

As bactérias do acido latico apresentam a caracteristica de produzir &cido latico a partir de
hexoses e, por serem organismos fermentadores, obtém sua energia a partir da fosforilacdo de
substratos durante a oxidacdo de carboidratos. Os organismos homofermentativos (HO)
contribuem exclusivamente com a producdo de &cido latico e consequentemente com a
acidificacdo do meio, enquanto os heterofermentativos (HE) contribuem além da producdo de
acido latico, com a formacdo de etanol e gas carbénico. Quando os HE utilizam o citrato como
fonte de carbono, produzem diacetil e a acetoina que sdo substancias responsaveis por parte do
aroma e sabor de diversos derivados do lacteos (Jay, 2005; Bosh et al., 2006; Mendes et al.,
2008; Choi et al., 2012; Van der Borgert et al., 2013; Anandharaj e Sivasankari, 2014; Capuani
etal., 2014).

Leuconostoc mesenteroides é a espécie predominante (61,93%) no kefir de leite produzido com
grdos provenientes de Curitiba (Figura 22). Esta espécie é heterofermentativa, possui grande
importancia na producdo de flavor de alimentos fermentados e a capacidade de produzir o

exopolissacarideo glucano, contendo principalmente ligagdes glicosidicas a-1,6 com


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anandharaj%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24613732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sivasankari%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24613732
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ramifica¢des em a-1,3. Este EPS possui aplicacdo promissora como espessante para melhoria da
textura de produtos lacteos (Jung et al. 2014; Kang et al. 2014). A capacidade de producdo de
EPS também pode ser atribuida as espécies Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus lactis
subsp. cremoris e Lactobacillus parakefiri (De Vuyst e Degeest, 1999; Wang et al., 2011; Paulo
etal., 2012; Abraham, 2012).

A presenca de bactérias acido acéticas (BAA) em Kkefir ja foi descrita em varios trabalhos,
inclusive no Brasil, porém a sua relevancia ainda é pouco discutida (Magalhées et al. 2010;
Magalhaes et al. 2011; Altay et al. 2013). A producdo do acido acético pode contribuir com a
atividade antagonista contra micro-organismos patogénicos devido a reducdo do pH do meio e
também da forma ndo dissociada que € capaz de difundir na membrana plasmética de modo
passivo, diminuindo o pH intracelular (citoplasma) do patégeno (Madgan et al. 2010). Porém, o
mesmo nao possui apenas um papel positivo na producdo de alimentos fermentados, uma vez
que o pode produzir um off-flavor de vinagre, o que pode influenciar nas caracteristicas
sensoriais de bebidas fermentadas (Sengun e Karabiyikli, 2011).

As BAA séo bactérias quimiorganotréficas, que produzem altas concentracGes de acido acético a
partir de etanol. S&o Gram negativo, aerdbicas, ndo formadoras de esporos, com forma de
bastonete, de ocorréncia Unica, em pares ou em cadeias. Possuem temperatura Otima de
crescimento entre 25°C e 30°C e pH 6timo entre 5,0 e 6,5, enquanto algumas estirpes podem

crescer em valores mais baixos de pH entre 3,0 e 4,0 (Sengun e Karabiyikli, 2011).

Na classificagdo atual, BAA pertencem a familia Acetobacteraceae e 0s
géneros Acetobacter e Gluconobacter sdo os que possuem mais espécies identificadas (Garrity et
al., 2004). A principal diferenca fisioldgica entre estes géneros se deve ao fato do Acetobacter
oxidar o etanol em &acido acético e, subsequentemente, completar a oxidacdo de &cido acético em
agua e gas carbonico. Por outro lado, o género Gluconobacter é incapaz de realizar a oxidacao
completa do acido acético. Isto ocorre porque as BAA tém duas enzimas que desempenham um
papel no processo de oxidacdo, a alcool desidrogenase e a aldeido desidrogenase. A atividade da

enzima alcool desidrogenase de Acetobacter é mais estavel sob &cido acético do que a de
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Gluconobacter, o que explica a maior producdo de acido acético por Acetobacter (Sengun e
Karabiyikli, 2011).

Outras 94 espécies e dois géneros de bactérias também estdo ativas no kefir, porém estdo
presentes em menor quantidade (1,87%) (Figura 22). Estes micro-organismos sdo: Acetobacter
sp. (0,16%), Lactobacillus kefiri (0,16%), Lactobacillus plantarum (0,14%), Acetobacter
ghanensis (0,13%), Lactococcus lactis subsp. lactis (0,13%), Lactobacillus helveticus (0,12%),
Leuconostoc pseudomesenteroides (0,11%), Tetragenococcus muriaticus (0,09%), Leuconostoc
inhae (0,09%), Acetobacter pasteurianus (0,07%), Acetobacter tropicalis (0,07%), Acetobacter
syzygii  (0,05%), Acetobacter malorum (0,04%), Leuconostoc argentinum (0,04%),
Gluconobacter oxydans (0,04%), Pediococcus damnosus (0,03%), Leuconostoc gasicomitatum
(0,03%), Komagataeibacter intermedius (0,02%), Acetobacter cibinongensis (0,02%),
Leuconostoc gelidum (0,02%), Lactobacillus parabuchneri (0,02%), Gluconacetobacter
europaeus (0,02%), Weissella paramesenteroides (0,017%), Lactobacillus collinoides (0,017%),
Lactobacillus paracasei (0,014%), Gluconacetobacter xylinus (0,012%), Lactobacillus buchneri
(0,012%), Acetobacter senegalensis (0,010%), Lactobacillus brevis (0,010%), Komagataeibacter
xylinus (0,008%), Acetobacter nitrogenifigen (0,008%), Acetobacter aceti (0,007%),
Gluconobacter japonicus (0,007%), Lactobacillus parafarraginis (0,007%), Leuconostoc
carnosum (0,006%), Bacillus cereus (0,006%), Lactobacillus gallinarum (0,006%),
Lactobacillus coryniformis (0,005%), Weissella hellenica (0,005%), Streptococcus macedonicus
(0,005%), Acetobacter pomorum (0,005%), Lactobacillus paucivorans (0,005%), Lactobacillus
equigenerosi  (0,005%), Lactobacillus sakei (0,005%), Leuconostoc citreum (0,004%),
Enterococcus faecalis (0,004%), Weissella sp. (0,004%), Gluconacetobacter hansenii (0,004%),
Acetobacter cerevisiae (0,004%), Gluconobacter albidus (0,004%), Lactobacillus kisonensis
(0,004%), Lactococcus lactis (0,003%), Lactobacillus acetotolerans (0,003%), Acetobacter
indonesiensis  (0,003%), Lactococcus raffinolactis (0,0035), Enterococcus malodoratus
(0,002%), Lactobacillus malefermentans (0,002%), Lactobacillus dextrinicus (0,002%),
Lactococcus garvieae (0,002%), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (0,002%),
Pediococcus lolii (0,002%), Lactobacillus mali (0,002%), Lactobacillus sunkii (0,002%),
Lactobacillus casei (0,002%), Acetobacter orleanensis (0,002%), Komagataeibacter europaeus
(0,0015%), Lactobacillus fermentum (0,0014%), Gluconobacter cerinus (0,001%),
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Lactobacillus versmoldensis (0,001%), Lactobacillus acidipiscis (0,001%), Lactobacillus
rhamnosus (0,001%), Leuconostoc lactis (0,0009%), Gluconacetobacter diazotrophicus
(0,0008%), Lactobacillus mindensis (0,0007%), Lactobacillus paralimentarius (0,0007%),
Lactobacillus namurensis (0,0007%), Lactobacillus pentosus (0,0006%), Gluconacetobacter
oboediens (0,0006%), Streptococcus thermophilus (0,0005%), Gluconobacter thailandicus
(0,0004%), Enterococcus durans (0,0003%), Pediococcus acidilactici (0,0003%), Leuconostoc
kimchii (0,0003%), Listeria monocytogenes (0,0002%), Pediococcus claussenii (0,0002%),
Lactobacillus crustorum (0,0002%), Lactobacillus zeae (0,0002%), Streptococcus agalactiae
(0,0002%), Propionibacterium acnes (0,0002%), Lactobacillus paracollinoides (0,0001%),
Lactobacillus paraplantarum (0,0001%), Lactobacillus fructivorans (0,0001%), Lactobacillus
oligofermentans (0,0001%), Lactobacillus sp. (0,0001%), Streptococcus gallolyticus (0,0001%)
e Weissella cibaria (0,0001%). Entre estes, destaca-se 0s micro-organismos patogénicos
Bacillus cereus (intoxicacdo e infeccdo alimentar) e Listeria monocytogenes (infeccdo

alimentar).

As outras espécies identificadas (3,08%) na amostra sdo leveduras, fungos filamentosos e outros
organismos. Os reads ndo classificados (21,76%) (Figura 22) sdo constituidos pelos reads que

apresentaram identidade inferior a 95% e 0s ndo mapeados.

Em relacdo as leveduras, no KLCU, observa-se maior atividade da Yarrowia lipolytica (9,43%) e
Saccharomyces cerevisiae (3,41%) (Figura 23). Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente
aerobia, heterolética e incapaz de crescer acima 32°C. O nome da espécie se origina da sua
capacidade de hidrolisar lipideos, embora também possa hidrolisar proteinas. Foi classificada
como micro-organismo geralmente considerado como seguro (GRAS) pela American Food and
Drug Administration (FDA) para a producdo de acido citrico. Na natureza, as estirpes de Y.
lipolytica sdo muitas vezes isoladas de produtos lacteos e em meios ricos em lipideos (Nicaud,
2012). Uma vez que no cultivo dos gréos foi utilizado leite desnatado, a presenca desta levedura

pode ser justificada pela atividade proteolitica.
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Figura 23 - Abundancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas no kefir de leite de Curitiba
(KLCU).

S. cerevisiae ja foi isolada a partir de varios tipos de alimentos fermentados. Estes alimentos
fermentados podem ser divididos em trés grupos, fermentado amiladceo ndo-alcodlico, bebidas
alcoolicas e leite fermentado. As possiveis fungbes da S. cerevisiae nestes alimentos sdo:
producdo de compostos de aroma (ésteres, alcoois, acidos organicos, aldeidos, cetonas entre
outros), fermentacdo de carboidratos com formacdo de alcoois, estimulacdo das bactérias
produtoras de &cido latico proporcionando metabdlitos essenciais (piruvato, aminoacidos e
vitaminas) e até mesmo propriedades probidticas. De modo geral, S. cerevisiae é incapaz de
crescer em leite. No entanto, isolados podem metabolizar lactato e serem cultivados em meio

contendo galactose (Jespersen, 2003).

A presenca de S. cerevisiae exerce um efeito positivo sobre o crescimento e producdo de
kefirano por L. kefiranofaciens, quando comparado com a cultura pura. A principal explicacdo é
devido a remogédo continua do &cido devido ao consumo do mesmo por S. cerevisiae 0 que
mantém o pH do meio mais elevado, favorecendo a condicdo 6tima para produgdo de kefirano

por L. kefiranofaciens que é em pH 5 (Cheirsilp et al., 2003).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Alde%C3%ADdo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cetona
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As outras espécies de leveduras identificadas (0,05%) foram Pichia kluyveri (0,04%) e
Vanderwaltozyma polyspora (0,01%), embora a maioria dos reads ndo tenham sido classificados
(85,74%). As outras espécies identificadas (1,38%) sdo constituidas por bactérias e outros

organismos distintos (Figura 23).

A comunidade de bactérias ativas no kefir de leite de Salvador (KLSA), determinada por meio
da abundéncia relativa (%), é formada por bactérias laticas e acéticas (Figura 24). Observando-se

uma maior prevaléncia de bactérias laticas (67,69%) do que de bactérias acéticas (1,03%).
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Figura 24 - Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de leite de Salvador
(KLSA).
Legenda: (HE) heterofermentativa; (HO) homofermentativa

De modo geral, as bactérias ativas no grdo de KLSA assemelham-se as encontradas no KLCU,
destacando-se a espécie Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus kefiranofaciens. Uma maior
atividade destes micro-organismos pode estar relacionada a maior capacidade de producdo do
EPS kefirano.

Outras 75 espécies e 2 géneros de bactérias tambem estéo ativas no kefir, porém estdo presentes
em menor quantidade (1,67%) (Figura 24). Estas bactérias sdo: Lactobacillus kefiri (0,23%),

Leuconostoc pseudomesenteroides (0,19%), Leuconostoc gelidum (0,19%), Lactobacillus
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fermentum (0,13%), Lactobacillus rhamnosus (0,12%), Lactobacillus parabuchneri (0,10%),
Lactobacillus gallinarum (0,08%), Lactococcus lactis subsp. lactis (0,06%), Streptococcus
macedonicus (0,06%), Leuconostoc inhae (0,06%), Leuconostoc argentinum (0,06%),
Lactobacillus brevis (0,04%), Lactobacillus acetotolerans (0,035%), Lactobacillus collinoides
(0,02%), Leuconostoc gasicomitatum (0,02%), Lactobacillus coryniformis (0,018%),
Lactobacillus paracasei (0,016%), Pediococcus damnosus (0,015%), Bifidobacterium crudilactis
(0,015%), Tetragenococcus muriaticus (0,014%), Lactobacillus parafarraginis (0,013%),
Lactobacillus paucivorans (0,013%), Lactobacillus buchneri (0,012%), Lactobacillus gasseri
(0,012%), Enterococcus faecalis (0,010%), Lactobacillus delbrueckii (0,010%), Lactobacillus
casei (0,001%), Lactobacillus amylovorus (0,008%%), Lactobacillus kisonensis (0,008%),
Lactobacillus hilgardii (0,007%), Lactobacillus amylolyticus (0,007%), Lactobacillus sunkii
(0,006%), Gluconobacter oxydans (0,005%), Leuconostoc carnosum (0,004%), Acetobacter
tropicalis (0,004%), Acetobacter malorum (0,004%), Acetobacter sp. (0,004%), Lactobacillus
namurensis (0,003%), Acetobacter cibinongensis (0,003%), Enterococcus faecium (0,003%),
Lactobacillus equigenerosi (0,003%), Enterococcus malodoratus (0,003%), Weissella sp.
(0,003%), Leuconostoc citreum (0,003%), Lactococcus lactis (0,003%), Lactobacillus plantarum
(0,003%), Lactobacillus lindneri (0,002%), Lactobacillus acidophilus (0,002%), Pediococcus
acidilactici (0,002%), Lactobacillus nagelii (0,002%), Komagataeibacter intermedius (0,002%),
Lactobacillus  paracollinoides  (0,002%), Lactobacillus  versmoldensis  (0,002%),
Gluconacetobacter hansenii (0,002%), Acetobacter pasteurianus (0,002%), Lactobacillus oeni
(0,002%), Lactobacillus paralimentarius (0,002%), Pediococcus inopinatus (0,001%),
Acetobacter senegalensis (0,001%), Gluconobacter japonicus (0,001%), Oenococcus oeni
(0,001%), Lactobacillus crispatu (0,001%), Lactobacillus mali  (0,001%), Lactobacillus
senmaizukei (0,0007%), Leuconostoc fallax (0,0007%), Lactobacillus hordei (0,0006%),
Acetobacter ghanensis (0,0005%), Lactobacillus amylotrophicus (0,0005%), Lactobacillus
satsumensis (0,0005%), Pediococcus claussenii (0,0005%), Acetobacter aceti (0,0004%),
Acetobacter cerevisiae (0,0004%), Lactobacillus suebicus (0,0004%), Lactobacillus mindensis
(0,0003%), Leuconostoc lactis (0,0002%), Lactobacillus curvatus (0,0001%) e Oenococcus
kitaharae (0,0001%).



103

As outras espécies identificadas (1,51%) na amostra séo leveduras, fungos filamentosos e outros
organismos. Os reads ndo classificados (28,09%) (Figura 24) sdo constituidos pelos reads que
apresentaram identidade inferior a 95% e 0s ndo mapeados.

Em relacdo as leveduras, no KLSA observa-se maior atividade da Yarrowia lipolytica (10,21%)
e Saccharomyces cerevisiae (1,70%). As outras espécies identificadas (0,32%) sdo constituidas

por bactérias e outros organismos distintos (Figura 25).
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Figura 25 - Abundancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas no kefir de leite de Salvador
(KLSA).

Assim como as BAL, as leveduras ativas no KLSA também assemelham-se as encontradas no
KLCU e desta maneira, pode-se considerar que a comunidade ativa nas bebidas fermentadas de
leite apresenta uma grande diversidade de BAL e algumas espécies de BAA e leveduras. A
espécies Yarrowia lipolytica nunca haviam sido relatadas em estudos anteriores em kefir de leite.

A diversidade de micro-organismos ja foi estudada por Magalhdes e colaboradores (2011) que
identificaram no kefir brasileiro as seguintes espécies de BAL: Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei e Lactococcus lactis;
de BAA: Acetobacter lovaniensis; e leveduras: Kluyveromyces lactis, Kazachstania aerdbia,

Lachancea meyersii e Saccharomyces cerevisiae.
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Leite e colaboradores (2013b) também avaliando as comunidades microbianas de kefir
brasileiro, por PCR, identificaram as bactérias L. kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri e
Lactobacillus parakefiri; e a levedura S. cerevisiae.

Os dados referentes a BAL, BAA e leveduras sdo complementares aos encontrados por Zanirati e
colaboradores (2015) que isolaram géneros Lactobacillus e Lactococcus em grdos de kefir de
leite do Brasil. Na amostra KLCU foram identificadas as espécies: Lactobacillus kefiri (38%),
Lactococcus lactis (31%), Lactobacillus kefiranofaciens (25%) e Lactobacillus satsumensis
(6%). Na amostra KLSA: Lactococcus lactis (69%), Lactobacillus casei (13%), Lactobacillus

kefiri (6%), Lactobacillus mali (6%) e Lactobacillus satsumensis (6%).

Nas duas amostras de kefir de leite analisadas neste trabalho, de modo geral, 0 nimero de micro-
organismos metabolicamente ativos é relativamente pequeno se comparado a grande diversidade
microbiana identificada nessas amostras e, diante disso, poderia-se propor a criagédo de cultura
mista iniciadora para producdo de kefir de leite. Esta cultura mista deveria ser composta por
BAL e leveduras. A partir dos resultados observados neste trabalho, poderia-se propor uma
cultura iniciadora para producdo de kefir de leite que tivesse em sua composicdo as seguintes
espécies de BAL: L. mesenteroides, L. kefiranofaciens, L. helveticus e Lactococcus lactis subsp.

cremoris; e as leveduras: Yarrowia lipolytica e Saccharomyces cerevisiae.

Tal proposta, apresenta pequenas diferencas em relacdo a composicdo da cultura iniciadora de
uma marca comercial (Clerici Sacco, Cadorago, Italia), ndo comercializada no Brasil, cuja
descricdo € composta por Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc spp. e levedura

Saccharomyces cerevisiae (Clerici Sacco, 2011).

A comunidade de bacterias ativas no kefir de 4gua acucarada de Curitiba (KACU), determinada
por meio da abundancia relativa (%), é formada por bactérias laticas e acéticas (Figura 26).
Observando-se uma maior prevaléncia de bactérias laticas (22,38%) do que de bactérias acéticas
(8,13%).
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Oulras espécies —SREERELERGEE 17 25
Outras bactérias . 1,84
Acetobacter orientalis 0,36
Lactobacillus vini (HO) 0,42
Lactobacillus mali (HO) 0,44
Lactobacillus satsumensis (HO) 0,52
Lactobacillus buchneri (HE) + 0,89
Lactobacillus brevis (HE) &% 735
Gluconobacter oxydans 88 7,77

Oenococcus kitaharae (HE) R 12,76

Ndo classificados 40,40

0,00 20,00 40,00 60.00 80,00 100,00
Abundéncia relativa %

Figura 26 - Abundancia relativa (%) de espécie bacterianas ativas no kefir de dgua de Curitiba
(KACU).

Entre as BAL, destacam-se as espécies Oenococcus kitaharae, Lactobacillus brevis e
Lactobacillus buchneri. O. kitaharae € uma bactéria heterofermentativa, que produz acido latico,
dioxido de carbono e etanol ou &cido acético a partir de D-glucose e varios outros carboidratos
como D-frutose, D-galactose, D-manose, maltose, melibiose e D-trealose. No entanto, nédo
produz acido a partir de sacarose, lactose, amido, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose, D-
melezitose, D-manitol ou D-sorbitol e é incapaz de formar dextrano a partir de sacarose (Endo e
Okada, 2006). Em cultivo em placa, as coldnias podem ser visualizadas em dgar MRS depois de
sete dias de incubacdo a temperatura de 30°C, em aerobiose, ndo foi observado crescimento nas
temperaturas de 15°C e 37°C (Endo e Okada, 2006). Esta condicdo de cultivo difere da
metolodogia que normalmente é utilizada para BAL, na qual se considera a incubacao das placas
em temperatura de 37°C durante 48 horas, em aerobiose. Este fato pode explicar a nédo
identificacdo desta espécie por Zanirati e colaboradores (2015), que identificaram na amostra
KACU apenas as espécies Lactobacillus perolens (34%), Lactococcus lactis (33%),
Lactobacillus casei (11%), Lactobacillus satsumensis (11%) e Lactobacillus parafarragini
(11%).Assim, caso se que queira isolar este micro-organismo para estudos posteriores a partir de
KACU, as condigdes 6timas de crescimento sdo temperatura de 30°C e pH entre 6,0 e 6,8 (Endo
e Okada, 2006).
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L. buchneri é uma espécie heterofermentativa que se destaca pela producdo de acido latico,
etanol, &cido acético, CO2 e Hoem pH 4,0. Utiliza uma gama de carboidratos como substratos,
incluindo glicose e xilose, e possui alta tolerancia ao etanol. Apresenta também propriedades
probidticas de reducdo do colesterol, tolerancia ao acido e bile e atividade antimicrobiana
(Elferink et al. 2001; Zeng et al. 2010; Liu et al. 2011).

Outras 69 espécies e 3 géneros de bactérias também estéo ativas no kefir, porém estdo presentes
em menor quantidade (1,84%) (Figura 26). Estas bactérias sdo: Lactobacillus hilgardii (0,35%),
Gluconobacter japonicus (0,26%), Acetobacter sp. (0,17%), Staphylococcus aureus (0,16%),
Gluconacetobacter xylinus (0,11%), Gluconobacter roseus (0,10%), Lactobacillus plantarum
(0,09%), Acetobacter ghanensis (0,07%), Lactobacillus parafarraginis (0,04%),
Gluconacetobacter hansenii (0,04%), Gluconacetobacter europaeus (0,04%), Pediococcus
damnosus (0,04%), Lactobacillus collinoides (0,03%), Gluconobacter albidus (0,03%),
Acetobacter syzygii  (0,03%), Lactobacillus helveticus (0,02%), Lactobacillus kefiranofaciens
(0,02%), Gluconobacter frateurii (0,02%), Komagataeibacter xylinus (0,02%), Pediococcus
claussenii (0,02%), Lactobacillus rhamnosus (0,017%), Gluconacetobacter oboediens (0,014%),
Acetobacter indonesiensis (0,014%), Acetobacter tropicalis (0,01%), Stenotrophomonas
maltophilia (0,01%), Lactobacillus sp. (0,01%), Gluconobacter thailandicus (0,009%),
(0,009%), Lactobacillus paracollinoides (0,008%), Acetobacter malorum (0,007%), Oenococcus
oeni (0,007%), Leuconostoc mesenteroides (0,006%), Lactobacillus coryniformis (0,006%),
Lactobacillus salivarius (0,004%), Clostridium difficile (0,004%), Lactococcus lactis subsp.
cremoris (0,003%), Pediococcus inopinatus (0,003%), Lactobacillus oryzae (0,003%),
Komagataeibacter hansenii (0,003%), Lactobacillus nagelii (0,003%), Lactobacillus uvarum
(0,002%), Gluconacetobacter sp. (0,003%), Lactobacillus fermentum (0,002%), Acetobacter
pasteurianus (0,002%), Acetobacter senegalensis (0,002%), Lactobacillus hordei (0,002%),
Lactobacillus paracasei (0,002%), Bacillus gaemokensis (0,002%), Komagataeibacter
europaeus (0,001%), Lactobacillus casei (0,001%), Gluconacetobacter diazotrophicus
(0,001%), Bacillus amyloliquefaciens (0,001%), Gluconacetobacter rhaeticus (0,001%),
Lactobacillus rossiae (0,001%), Lactobacillus acidifarinae (0,001%), Komagataeibacter
intermedius (0,001%), Lactobacillus capillatus (0,0001%), Acetobacter aceti (0,0008%),
Acetobacter cibinongensis (0,0007%), Acetobacter nitrogenifigens (0,0007%), Gluconobacter
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cerinus (0,0006%), Lactobacillus siliginis (0,0006%), Acidomonas methanolica (0,0006%),
Lactobacillus parabuchneri (0,0006%), Lactobacillus curvatus (0,0004%), Lactobacillus
acidophilus (0,0003%), Enterococcus faecalis (0,0003%), Tistrella mobilis (0,0003%),
Acetobacter orleanensis (0,0002%), Lactobacillus fabifermentans (0,0002%), Lactococcus lactis
subsp. lactis (0,0001%) e Lactobacillus amylovorus (0,00001%).

As outras espécies identificadas (27,25%) na amostra sdo leveduras, fungos filamentosos e
outros organismos. Os reads ndo classificados (40,40%%) (Figura 26) sdo constituidos pelos

reads que apresentaram identidade inferior a 95% e 0s ndo mapeados.

Outras espécies % 9,18
Vanderwaltozyima polvspora 0,01

Torulaspora delbrueckii i 0,02

Saccharomyces cerevisice |

66,45

Ndo classificados V== 24.34

0,00 20,00 40,00 60.00 80.00 100,00
Abundancia relativa %

Figura 27 - Abundancia relativa (%) de espécies de leveduras ativas na bebida fermentada de
agua com acucar de Curitiba (KACU).

A comunidade ativa de leveduras, no kefir de agua acucarada de Curitiba (KACU), é composta
por Saccharomyces cerevisiae (66,45%), Torulaspora delbrueckii (0,02%) e Vanderwaltozyma
polyspora (0,01%). As outras espécies identificadas (9,18%) sdo constituidas por bactérias e

outros organismos distintos e os reads néo identificados foram 24,34% (Figura 27).

No KACU, observa-se predominantemente a atuacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
cujas principais funcbes fermentativas na metabolizacdo de carboidratos, gerando &cidos,
alcoois, compostos aromaticos e metabolitos essenciais para a estimulacdo de BAL ja foram

descritas.
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Fermentacdo mista composta por S. cerevisiae e leveduras ndo-Saccharomyces, como por
exemplo, Torulaspora delbrueckii, permite producdo de glicerol, manoproteinas e substancias
aromaticas (isoprenoides, terpenos, fendis volateis, vanilina e lactonas) que melhoram as
caracteristicas sensoriais da bebida kefir ou outras bebidas fermentadas (Renault et al., 2009;
Belda et al., 2015).

Os dados referentes as BAL, BAA e leveduras sdo complementares aos encontrados por Zanirati
e colaboradores (2015) que identificaram as seguintes espécies de BAL na amostra KACU:
Lactobacillus perolens (34%), Lactococcus lactis (33%), Lactobacillus casei (11%),
Lactobacillus satsumensis (11%) e Lactobacillus parafarragini (11%).

A comunidade de bactérias ativas no kefir de 4gua de Salvador (KASA), determinada por meio
da abundancia relativa (%), é formada por bactérias laticas e acéticas (Figura 28). Observou-se
uma maior prevaléncia de bactérias laticas (20,91%) do que de bactérias acéticas (4,42%).
Porém, a maior parte dos reads identificados eram de outras espécies (29,63%), principalmente

da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Lactobacillus buchneri § 1,29
Lactobacillus hilgardii ¥ 1,35
Outras 78 bactérias & 2,04

Outras espécies

Lactobacillus satsumensis "% 3,58
Gluconobacter oxydans 4,42

Oenococcus kitaharae (HE) MM 14,69

Ndo classificados 43,00

0,00 20,00 40,00 60.00 80,00 100,00
Abundéncia relativa %

Figura 28 - Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas ativas no kefir de agua de Salvador
(KASA).
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Além das especies Oenococcus kitaharae, Gluconobacter oxydans e Lactobacillus buchneri,

cujas funcBes ja foram mencionadas, destaca-se Lactobacillus satsumensis.

Outras 82 espécies e 1 género de bactérias também estdo ativas no kefir, porém estdo presentes
em menor quantidade (2,04%) (Figura 28). Estes micro-organismos sao: Lactobacillus mali
(0,35%), Acetobacter orientalis (0,35%), Lactobacillus diolivorans (0,23%), Acetobacter sp.
(0,19%), Gluconobacter japonicus (0,18%), Lactobacillus paracasei (0,12%), Gluconobacter
roseus (0,07%), Lactobacillus brevis (0,06%), Acetobacter ghanensis (0,045%), Acetobacter
syzygii (0,03%), Lactobacillus capillatus (0,03%), Lactobacillus casei (0,03%), Lactobacillus
parafarraginis(0,02%), Lactobacillus helveticus (0,02%), Gluconacetobacter xylinus (0,019%),
Lactobacillus plantarum (0,018%), Gluconobacter albidus (0,016%), Gluconacetobacter
europaeus (0,015%), Oenococcus oeni (0,015%), Lactobacillus parakefiri (0,014%),
Lactobacillus paracollinoides (0,013%), Lactobacillus kisonensis(0,012%), Lactobacillus
collinoides (0,011%), Lactobacillus parabuchneri (0,011%), Lactobacillus rossiae (0,011%),
Komagataeibacter intermedius (0,011%), Lactobacillus namurensis (0,010%), Gluconobacter
thailandicus (0,010%), Gluconobacter frateurii (0,009%), Lactobacillus kefiranofaciens
(0,008%), Lactobacillus uvarum (0,007%), Acetobacter indonesiensis (0,006%), Lactobacillus
acidipiscis (0,006%), Lactobacillus rhamnosus (0,006%), Lactobacillus vini (0,006%),
Lactobacillus nagelii (0,006%), Acetobacter malorum (0,006%), Gluconacetobacter oboediens
(0,005%), Lactobacillus panis (0,005%), Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
(0,005%), Lactobacillus hokkaidonensis (0,005%), Lactobacillus composti (0,004%),
Lactobacillus coryniformis  (0,004%), Gluconacetobacter hansenii (0,004%), Lactobacillus
acetotolerans (0,004%), Lactobacillus paralimentarius (0,003%), Lactobacillus hordei
(0,003%), Acetobacter senegalensis (0,002%), Lactobacillus suebicus (0,002%), Lactobacillus
senmaizukei (0,002%), Lactobacillus sunkii (0,002%), Lactobacillus similis (0,002%),
Stenotrophomonas  maltophilia  (0,002%), Lactobacillus  gallinarum (0,001%),
Gluconacetobacter rhaeticu (0,001%), Pediococcus damnosus (0,001%), Enterococcus faecium
(0,001%), Bifidobacterium asteroides (0,001%), Lactococcus lactis (0,0008%), Pediococcus
claussenii  (0,0008%), Komagataeibacter europaeus (0,0007%), Komagataeibacter xylinus
(0,0007%), Lactobacillus mindensis (0,0007%), Lactobacillus manihotivorans (0,0006%),
Lactobacillus pobuzihii (0,0006%), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (0,0005%),
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Acetobacter pasteurianus (0,0004%), Scardovia inopinata (0,0004%), Lactobacillus
alimentarius (0,0004%), Acetobacter cibinongensis (0,0003%), Lactobacillus malefermentans
(0,0003%), Scardovia inopinata (0,0003%), Lactobacillus salivarius (0,0001%), Lactobacillus
ultunensis (0,0001%), Lactococcus lactis subsp. lactis (0,0001%), Pediococcus acidilactici
(0,0001%), Clostridium autoethanogenum (0,00005%) e Lactobacillus fermentum (0,00005%).

A comunidade ativa de leveduras, no kefir de agua acucarada de Salvador (KASA), é composta
predominantemente por Saccharomyces cerevisiae (72,09%). As outras espécies identificadas
(9,13%) séo constituidas por bactérias e outros organismos distintos e os reads ndo identificados
foram 18,02% (Figura 29).

Ndo classificados 18,02

Outras espécies

Saccharomyces cerevisiae

0,0 200 400 60.0 0.0 100,0
Abundéncia relativa %

Figura 29 - Abundancia relativa (%) de espécies de leveduras no kefir de agua de Salvador
(KASA).

Os dados referentes as BAL, BAA e leveduras sdo complementares aos encontrados por Zanirati
e colaboradores (2015) que identificaram as seguintes espécies de BAL na amostra KASA:
Lactobacillus casei (39%), Lactobacillus perolens (28%), Lactococcus lactis (11%),

Lactobacillus satsumensis (11%), Lactobacillus parafarraginis (6%) e Oenococcus oeni (5%).

Varias metodologias independentes de cultivo tém sido utilizadas para o estudo da microbiota

associada a graos de kefir e a bebida produzida em diferentes substratos. Todos os trabalhos
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apresentam resultados importantes e complementares no que se refere a diversidade microbiana
nos graos, no entanto, até o presente momento, nenhum trabalho avaliou 0s micro-organismos

metabolicamente ativos no kefir, que s@o o alvo deste estudo.

Os dados apresentados neste trabalho demostraram a sensibibilidade e riqueza de resultados que
a analise metatranscriptbmica nos permite avaliar. A técnica nos permitiu fazer uma avaliacéo
preliminar da diversidade da microbiota metabolicamente ativa em amostras de kefir de leite e
de agua acucarada cultivados no Brasil. Ainda que outras abordagens possam ser obtidas a partir
da analise dos dados gerados neste estudo, foi possivel perceber que bactérias do acido latico dos
géneros Leuconostoc, Oenococcus e Lactobacillus e leveduras dos géneros Saccharomyces e
Yarrowia sdo micro-organismos importantes no processo de obtencdo dessa bebida fermentada.

5.14 Avaliacdo da sintese de expolissacarideos

Um grande numero de homopolissacarideos, incluindo dextranos, mutanos, alternanos e levanos
sdo biosintetizados de modo extracelular e requererem a sacarose como substrato especifico. A
reacdo de polimerizagéo requer uma enzima altamente especifica denominada glicosiltransferase

e a energia necessaria provém da hidrolise da sacarose (De Vuyst e Deegest, 1999).

A analise metatranscritbmica demonstrou a presenca do gene da enzima glicosiltransferase (GT)
das familias 1 e 2 nas bebidas fermentadas de agua com agucar mascavo de Curitiba (KACU) e
Salvador (KASA. A presenca de genes expressos da GT nas amostras pode sugerir a producao de
homopolissacarideos.

A GT1 é muitas vezes referida como uridina difosfato (UDP) glicosiltransferase (UGT) que
catalisa a transferéncia de um radical glicosil da UDP-a-D-glucose para uma vasta gama de
moléculas aceptoras, incluindo a glicose. UGT desempenham um papel importante na
estabilizacdo das células microbianas, conferindo protecdo contra compostos toxicos (etanol, por
exemplo), baixo pH; propriedades de biossintese, armazenamento e transporte de metabdlitos

secundarios e na formacdo de biofilme o que permite a manutencdo deste micro-organismo no
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ambiente (De Vuyst e Deegest, 1999; Unligil e Rini, 2000; Sakakibara et al., 2011; Snauwaert et
al., 2015).

A biossintese de heteropolissacarideos bacterianos ocorre em sucessivos passos. Em primeiro
lugar sdo produzidos nucleotideos de acUcares, que fornecem monossacarideos especificos
ativados como precursores para 0s passos de sintese subsequentes. Em segundo lugar, por¢oes
monossacarideas dos nucleotideos de agUcares precursores sdo sequencialmente transferidos por
GT altamente especifica para o acucar receptor, resultando na formacéo de unidades repetidas de
carboidratos. Finalmente, as unidades de repeticdo sdo polimerizadas e o polimero é exportado a
partir da célula (Li e Wang, 2012).

Os heteropolissacarideos sao feitos por polimerizacdo de unidades precursoras repetidas
formadas no citoplasma. O primeiro passo envolvido na via catabdlica de lactose e biossintese de
EPS é o transporte da lactose para dentro da célula via  Sistema
Fosforoenolpiruvato/Fosfotransferase (PEP/PTS) ou antiporte com galactose (ver Figura 2) (De
Vuyst e Deegest, 1999).

Ao entrar na célula via PEP/PTS a lactose sera fosforilada (P) formando lactose-6-P. A lactose-
6-P, por acdo da fosfo-B-galactosidase, formara galactose-6-P e glicose. A glicose-6-P sera
utilizada na glicolise (aumento de biomassa) e a glicose na sintese de EPS (De Vuyst e Deegest,
1999). Porém, a fosfo-B-galactosidase ndo foi encontrada nos dados avaliados. Diante disso,
sugere-se que a maior parte da lactose foi transportada para dentro da célula pela via antiporte de
galactose (ver Figura 2).

Na via antiporte, a lactose se transformard em glicose e galactose devido a agdo da f-
galactosidase. A galactose sera utilizada na via antiporte e a glicose sera utilizada na glicélise ou
na producédo de EPS (De Vuyst e Deegest, 1999). A B-galactosidase foi encontrada nas amostras
KLCU e KLSA. Micro-organismos que apresentam atividade de p-galactosidase estdo
relacionados a maior atividade metabolica nos grdos de kefir, contribuindo para o abaixamento
do pH, aumento da acidez titulavel e principalmente, com a producdo de EPS (Gradova et al.,
2015).
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A glicose podera se transformar em glicose-6-P e posteriormente em glicose-1-P que é o agucar
precursor de exopolissacarideos, por acdo das enzimas glicoquinase e fosfoglucomutase,
respectivamente (De Vuyst e Deegest, 1999). A glicoquinase foi encontrada apenas na amostra
KLCU e a fosfoglucomutase na amostra KLCU e KLSA.

O precursor glicose-1-P podera se transformar em UDP-glicose, UDP-galactose e TDP-ramnose.
Estes trés componentes, em diferentes proporcées, irdo compor o EPS (De Vuyst e Deegest,
1999). Glicose-1-P formara UDP-glicose por acdo da UDP-glicose pirofosforilase, presente nas
amostras KLCU e KLSA. UDP-glicose formara EPS ou se transformard em UDP-galactose, por
acdo da UDP-galactose-4-epimerase (De Vuyst e Deegest, 1999). A galactose-4-epimerase foi
encontrada nas amostras KLCU e KLSA.

A glicose-1-P formara dTDP-glicose, dTDP-4ceto-6 deoxy-mannose e finalmente dTDP-
rhamnose, por acdo das enzimas dTDP-glicose pirofosforilase, dehidratase, epimerase redutase,
respectivamente (De Vuyst e Deegest, 1999). Estas trés enzimas ndo foram encontradas em
nenhuma amostra. Por este motivo, sugere-se que os EPS presentes nos grdos de leite sejam
formados pelos monossacarideos de glicose e galactose. Um exemplo de heteropolissacarideo

constituido de proporc¢des iguais de desses monémeros € o kefirano.

As enzimas envolvidas na sintese de heteropolissacarideos e cujos genes estdo expressos nas

amostras de kefir de leite de Curitiba e Salvador estdo descritas na Tabela 17.

Tabela 17 — Genes expressos de enzimas envolvidas na sintese de heteropolissacarideos nas
amostras de kefir de leite de Curitiba (KLCU) e Salvador (KLSA).

Enzimas Amostras
Fosfotransferase KLCU e KLSA
B-galactosidase KLCU e KLSA

Glicoquinase KLCU
Fosfoglucomutase KLCU e KLSA
UDP-glicose pirofosforilase KLCU e KLSA

Galactose-4-epimerase KLCU e KLSA
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6. CONCLUSOES

De modo geral, as bactérias e leveduras estdo imersas na matriz exopolissacaridea que
constituem os gréos de kefir e estdo distribuidas tanto na superficie quanto na porcéo interna dos
grdos. As atividades metabdlicas desses micro-organismos caracterizam as bebidas fermentadas
de acordo com os padrdes microbioldgicos e fisico-quimicos preconizados pela legislacdo
vigente e/ou podem ser utilizados para a elaboracdo desses requisitos, no caso de auséncia de
legislacdo especifica. Os EPS produzidos por Lactobacillus spp. e extraidos de gréos de kefir
apresentaram atividade bioldgica protetora contra a adesdo e/ou invasdao de Salmonella
enteritidis sorovar Enteritidis em células Caco-2/TC-7. Estes resultados validam a utilizacdo do
kefir como alimento que possui alegacGes funcionais. Porém, mais estudos devem ser realizados
com as bebidas, com as estirpes e com os EPS para avaliagdo do efeito protetor in vivo. E, por
meio da analise transcriptdmica, observou-se que 0s principais micro-organismos
metabolicamente ativos no kefir de leite sdo L. mesenteroides, L. kefiranofaciens, Yarrowia
lipolytica e Saccharomyces cerevisiae; e no de agua acucarada sdo Oenococcus kitaharae,
Gluconobacter oxydans e Saccharomyces cerevisiae; e que 0S genes transcritos de enzimas
envolvidas na sintese de homopolissacarideos composto por glicose e heteropolissacarideo
composto por glicose e lactose estavam presentes nas amostras.
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APENDICE

Apéndice A

Tabela 29 - Valores experimentais da curva de calibracdo com padrdes de dextrano com distintas
massas moleculares

NUmero Amostra (0,5%) Tempo Log (M.M.) Area
1 3.800.000 8,274 6,579784 472197
2 2.340.000 8,300 6,369216 402661
3 848.200 8,806 5,928498 565805
4 548.000 9,423 5,738781 581313
5 326.600 9,618 5,514016 619763
6 145.000 9,797 5,161368 644548
7 97.000 10,106 4,986772 645089
8 342,241 11,713 2,534331 1014102

1 Controle negativo (sacarose)

Curva Padrao de Dextranos (0,5%)

y =-0,7879x+ 12,994
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Figura 30 - Regresséo linear correspondente ao logaritmo dos pesos moleculares dos padrdes de
dextranos em funcdo do tempo de retencdo analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.
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Apéndice B

Curva Padrao - Determinacao de proteina
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Figura 31 - Exemplo de uma das curvas padrdes utilizadas na determinacdo de residuos de
proteina.

Apéndice C

Curva Padrao - Antrona
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Figura 32 - Exemplo de uma das curvas padrdes utilizadas na determinagdo da concentracdo de
carboidratos.
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Figura 34 — Cromatogramas correspondentes a determinacdo das massas moleculares
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Figura 35 - Espectros de *HRMN do EPS produzido por L. diolivorans. Os valores expressos séo
referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (0) e a intensidade expressa pela area

(abaixo do sinal).
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Figura 36 - Espectros de 'HRMN do EPS produzido por L. satsumensis 10P. Os valores
expressos sao referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (0) e a intensidade

expressa pela area (abaixo do sinal).
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Figura 37 - Espectros de *HRMN do EPS produzido por L. perolens 11P3. Os valores expressos
sao referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (8) e a intensidade expressa pela

area (abaixo do sinal).
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Figura 38 - Espectros de *HRMN do EPS produzido por L. mali 19U. Os valores expressos sdo
referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (8) e a intensidade expressa pela area

(abaixo do sinal).
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Figura 39 - Espectros de *HRMN do EPS extraido de grdo de kefir de a4gua de Curitiba. Os
valores expressos sdo referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (0) e a

intensidade expressa pela area (abaixo do sinal).
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Figura 40 - Espectros de 1HRMN do EPS extraldo de gréo de keflr de Ielte de Salvador. Os
valores expressos sao referentes aos deslocamentos quimicos expresso em delta (0) e a
intensidade expressa pela area (abaixo do sinal).



