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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo produzir, caracterizar e avaliar o efeito
antioxidante de exopolissacarideos (EPS) produzidos por bactérias acido laticas
(BAL) cultivadas em soro de leite. Um total de 64 cepas de BAL isoladas de queijo de
coalho foram testadas para sele¢do da melhor produtora de EPS. Apds selecédo, a
cepa foi identificada por métodos moleculares. A influéncia da temperatura, pH e
tempo de fermentacdo foi avaliada para determinar as condigdes Otimas para
producdo de EPS em meio soro de queijo. O EPS obtido também foi parcialmente
caracterizado e avaliado em concentragbes de 0,2 a 2 mg/mL quanto ao efeito
antioxidante contra os radicais DPPH, ABTS, hidroxila e superdxido. Como resultados,
a cepa (133v) selecionada apresentou concentragcédo de 5,58 mg/mL e apds teste de
genotipagem, foi constatado que se trata da bactéria de espécie Enterococcus
faecium. A partir do delineamento experimental estatistico, foi possivel obter 21,74
mg/mL de EPS em condi¢des otimizadas, tais quais, o pH foi fixado em 6, temperatura
e tempo de fermentacdo apresentaram niveis otimos em 42 °C e 22 h
respectivamente. Em sua composicdo, foi observado caracteristicas tipicas de
carboidratos, como a presenga de grupos hidroxila, amina, carboxila, proteinas e acido
urénico. Nos ensaios de atividade antioxidante, o EPS apresentou potencial, em todas
as concentracgdes, de reducgao do radical DPPH, ABTS e superdxido com capacidade
maxima de 27 %, 72,20 % e 43,23 %, respectivamente. Em conclusdo, este estudo
mostrou que foi possivel obter um biopolimero natural com potencial aplicagdo na
industria alimenticia através da fermentacéo de meio de baixo custo, nutricionalmente

rico e abundante.

Palavras-chave: Efluente; otimizagdo; propriedades biologicas; carboidratos.



ABSTRACT

The present work focused on production, characterization, and determination of
antioxidant effects of exopolysaccharides (EPS) produced by lactic acid bacteria
cultivated in cheese whey. A total of 64 strains of lactic acid bacteria isolated from
“coalho” cheese were tested to select the strain with appreciable amounts of EPS. After
selection, the strain was identified by molecular methods. The temperature, pH and
fermentation time influence were evaluated to determine the optimal conditions for
EPS production in cheese whey medium. The EPS obtained was also partially
characterized and evaluated at concentrations from 0.2 to 2 mg/mL for the antioxidant
effect against DPPH, ABTS, hydroxyl and superoxide radicals. As a result, the selected
strain (133v) showed concentration of 5.58 mg/mL The genotyping test revealed the
Enterococcus faecium species. With the statistical experimental design was possible
to find the optimal conditions to EPS production which the temperature was found to
be 42 °C and fermentation time of 22 h. Under these conditions, was obtained 21.74
mg/mL of EPS. The partial characterization of EPS revealed the presence of functional
groups such as hydroxyl, amine, carboxyl, proteins, and uronic acid. The in vitro
antioxidant assay of the EPS showed good scavenging effects on DPPH, ABTS and
superoxide radicals with maximal capacity of 27%, 72,20% and 43,23%, respectively.
However, the hydroxyl radical was reduced by EPS from the concentration of 2 mg/mL
with 1.29%. In conclusion, this work showed that was possible to obtain a natural
biopolymer with potential application in the food industry through the fermentation of a

low-cost, nutritionally rich and abundant medium.

Keywords: Effluent; optimization; biological properties; carbohydrates.
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1. INTRODUCAO

Exopolissacarideos (EPS) sédo biopolimeros como os peptideoglicanos e acidos
teicdicos, encontrados na parede celular ou no ambiente circundante (ULLRICH et al.,
2009; DABA et al., 2021).

Os EPS podem ser classificados como homopolissacarideos, quando
compostos por um unico tipo de monossacarideo, ou heteropolissacarideos, quando
compostos por dois ou mais acucares distintos. Além disso, os agucares podem ser
modificados por por¢cdes nao carboidratos, como: acetato, piruvato, sulfato e succinato
(LEIGH et al.,1992 BARUAH et al., 2016).

Varios microrganismos como microalgas, fungos, bactérias e leveduras
produzem EPS com a finalidade de aumentar a protecado e adaptabilidade ambiental.
Uma variedade de géneros pertencentes ao grupo das bactérias acido laticas (BAL)
sdo capazes de sintetizar diferentes classes de EPS desempenhando um papel
importante no ambito alimentar, uma vez que possuem status GRAS (Generally
Recognized as Safe) (POTYSZ et al., 2013; DAVE et al., 2016; GASPAR et al., 2003).

Devido as alegagdes de beneficios para a saude humana, os EPS produzidos
por BAL tém sido bastante explorados pela comunidade cientifica, além de possuirem
grande versatilidade para alimentos e produtos farmacéuticos (BOTELHO et al., 2014;
BAJPAI et al.,, 2016; VENDRAMIN et al., 2017). Esses polimeros, em especial,
possuem propriedades tecnoldgicas que atendem as expectativas de mercado devido
a sua capacidade de melhorar os aspectos fisicos e sensoriais de alimentos, tais como
viscosidade aumentada, sinérese reduzida, efeito espessante, emulsificante e
estabilizante; como resultado temos um produto com caracteristicas mais atrativas.

Alguns estudos consideram os requisitos de crescimento de BAL como um
obstaculo para sua aplicagao e até mesmo para a obtencao de bioativos naturais, uma
vez que necessitam de fontes como aminoacidos, precursores de acido nucleico e
vitaminas, o que pode tornar qualquer forma de processamento caro e dispendioso.
Porém, apesar da natureza fastidiosa desses microrganismos, uma grande variedade
de fontes de carbono esta disponivel para a produgdao de EPS, como sacarose,
manitol, glicose, maltose, amido, lactose, metanol e n-alcanos (SHUKLA et al., 2019).
Segundo Morin et al. (1998), sdo opgdes que estimulam o rendimento de EPS que

podem ser obtidos por residuos agroindustriais em grande escala e em forma pura
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para escala de laboratdrio.

O soro de leite é considerado um residuo valioso, pois se tornou um recurso
de baixo custo com potencial para produgédo de varios produtos de valor agregado.
O soro € um subproduto resultante da fabricagdo de queijo que possui alta demanda
nutricional, sendo os componentes mais abundantes: lactose, proteinas soluveis,
lipidios e sais minerais (DAUFIN et al., 1998; CARVALHO et al., 2013). Além de
apresentar valor nutricional, o soro de queijo é considerado um dos residuos mais
poluentes e abundantes representando 85-95% do volume de leite. Estima-se que
para producéo de 1kg de queijo € gerado 10L de soro, sendo essencial o tratamento
adequando de efluente, uma vez que seu despejo pode causar impactos negativos
no meio ambiente devido a alta demanda de componentes organicos (MOLLEA et al.,
2013; GHALY et al., 2007).

Considerando os relatos sobre as propriedades biolégicas e tecnolégicas de
EPS produzidos por BAL, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial
biotecnoldgico de BAL isolada de queijo de coalho artesanal, a fim de obter um
biopolimero natural através da fermentagcdo de um efluente nutricionalmente rico e

abundante.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Exopolissacarideos

O termo exopolissacarideo ou EPS é amplamente utilizado para classificar
polimeros de carboidratos que sdo encontrados no exterior das células. Apds sua
biossintese, esses polimeros podem ser totalmente liberados no ambiente extracelular
ou permanecer envoltos a parede celular formando uma capsula. Os EPS também sao
conhecidos por compor o glicocalix formando complexos com outros componentes
moleculares nao glicidicos localizados na parede celular (SUTHERLAND 1980).

A estrutura polimérica de EPS é representada por longas unidades de agucares

resultando numa massa molecular entre 0,5 x 106 e 2 x 106 Da. Estes polimeros se
associam a uma ampla gama de macromoléculas também de alto peso molecular,
como as proteinas, acidos nucléicos, derivados de acido urdnico, lipidios etc.
(FLEMMING, 2010; NICHOLS et al., 2005).

Os EPS sao classificados como homopolissacarideos (HoPS) e
heteropolissacarideos (HePS). Os HoPS s&o cadeias formadas por apenas um tipo
de monossacarideo e sao sintetizados a partir da sacarose através da agdo da enzima
glicansucrase. S&o conhecidos como glucanos ou frutanos devido a presencga de
glicose ou frutose em sua cadeia, como por exemplo: dextrana, uma longa cadeia
formada por glicose (MONSAN et al., 2001; BADEL et al., 2011).

Diferente dos HoPS, os HePS sao formados por mais de um tipo de
monossacarideos em sua cadeia e apresentam estruturas mais complexas. Sua
sintese ocorre com a polimerizacdo de precursores de nucleotideo de agucar, como
o UDP-glicose e UDP-galactose. Além disso, os HePS podem apresentar grupos
fostato e acetil em sua cadeia (DE VUYST et al.,1999; WELMAN & MADDOX, 2003).
A estrutura e a ligagdo dos monossacarideos que constituem a cadeia polimérica
vao determinar suas propriedades quimicas e fisicas, assim como também suas
atividades biolégicas (LYNCH et al., 2018). As caracteristicas de HePS e HoPS e
exemplos de estruturas de HoOPS estdo presentes na tabela 1 e figura 1,

respectivamente.
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Tabela 1. Caracteristicas de heteropolissacarideos (HePS) e homopolissacarideos (HoPS)
de bactérias acido laticas.

Heteropolissacarideo Homopolissacarideo

Constituido por mais de um tipo de Constituido por um tipo de
monossacarideo. monossacarideo.

Geralmente formado por glicose, galactose = Geralmente formado por glicose ou frutose.
e ramnose.

Presenca de ligagao glicosidica a e f3. Presenca de ligagao glicosidica a e f3.
Apresenta cadeia ramificada. Apresenta cadeia linear ou ramificada.
Massa molecular de 10*- 10 Da. Massa molecular >10° Da.

Presenca de grupos nao carboidratos. Auséncia de grupos nao carboidratos.

Fonte: (Lynch et al., 2018) adaptado.

Dextrana JH Mutana LI

H \ CH,0H

\u A0, N
H \ —t.p«| ¥ N\

Reuterana WL

OH

o

Figura 1. Estrutura quimica de homopolissacarideo produzido por bactéria acido latica.
Fonte: Daba et al. (2021) adaptado.
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A variabilidade estrutural e peso molecular de HePS representam grandes
diferengcas em seu arranjo espacial, rigidez, cargas e capacidade de interagir com
outras substancias como as proteinas, o que torna sua aplicabilidade e rendimento,
geralmente diferente de HoPS (DUBOC et al.,, 2001). Tal variabilidade das
caracteristicas de EPS €& um fendmeno geral entre as cepas bacterianas
(LOOIJESTEIJN & HUGENHOLTZ, 1999), principalmente as que pertencem ao grupo
das bactérias acido laticas (BAL) como por exemplo a de espécie Lactococcus Lactis
subsp cremosis LC330 que sintetizou, simultaneamente, dois tipos de EPS com

diferentes composic¢des e pesos moleculares (MARSHALL et al., 1995).

2.2 Exopolissacarideos produzidos por bactérias acido laticas

Dentre os EPS microbianos, os produzidos por bactérias acido laticas tém
recebido atenc¢do especial devido a sua variabilidade estrutural e aplicabilidade em
diversos setores industriais. As bactérias acido laticas (BAL) formam um grupo diverso
de bactérias que se destacam pela producdo primaria de acido latico por meio da
fermentacdo de agucares. Sdo bactérias Gram positivas, catalase negativa, aerobias
facultativas, ndo esporulantes e se apresentam morfologicamente nas formas de
cocos, bacilos e cocobacilos (BROADBENT, 2001). Entre esse grupo, os mais
relevantes sdo os géneros Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,
Streptococcus spp. e Enterococcus spp. (BIOLCATI et al., 2020).

Em relagdo as propriedades tecnoldgicas, BAL sao classificadas como
homofermentativas ou heterofermentativas. As homofermentativas produzem 85 % a
mais de acido latico que outros produtos de fermentacao, sendo comumente utilizadas
como culturas iniciadoras capazes de promover uma rapida acidificacdo de produtos
alimentares. Ja as heterofermentativas sdo as que formam outros componentes,
como: acetato, etanol e dioxido de carbono. Estas estdo destinadas a aumentar a
qualidade sensorial de alimentos (GATTI et al., 2014, GUARRASI et al., 2017) devido
ao intenso metabolismo glicolitico, lipolitico, proteolitico e cetogénico, melhorando o
sabor, a textura, o valor nutricional, a prazo de validade e a seguranca do alimento
(DE SOUZA MOTTA & GOMES, 2015; SOUZA & DIAS, 2017).

Uma variedade de géneros pertencentes ao grupo das BAL séo capazes de

sintetizar diferentes classes de EPS desempenhando um papel importante no ambito
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alimentar (DAVE et al., 2016; GASPAR et al., 2003). A fungéo fisiolégica da produgao
de EPS por BAL esta diretamente ligada ao papel protetivo. EPS formam uma camada
ao redor das células para protegé-las contra condi¢des ambientais adversas, tais
como desidratacdo, temperatura extrema, variagdo de pH, estresse osmotico,
fagocitose, macréfagos e antibidticos. Outro papel do EPS, é a formagao de biofilme,
mecanismos de adesdo celular (DE VUYST 1999; KLEEREBEZEM et al 2010;
LOOIJESTEIJN et al., 2001; RUAS-MADIEDO et al., 2002; CAGGIANIELLO et al.,
2016).

A aparéncia do EPS produzido por BAL & muitas vezes descrita como uma
substancia limosa, viscosa e mucosa, porém nem toda cepa é capaz de produzir EPS
com aparéncia viscosa, no geral ficam envoltas as colbnias e apresentam aparéncia
brilhante, como ilustra o exemplo da figura 2 (RUAS-MADIEDO et al., 2005).

Figura 2. Células de Enterococcus faecalis envoltas por substancia descrita pelo estudo como

cremosa e branca em placar contendo agar MRS. Fonte: KANSANDEE et al., (2019).

2.3 Propriedades biotecnolégicas de exopolissacarideos produzidos por
bactérias acido laticas

2.3.1 Propriedades tecnolégicas

O mercado consumidor tem lidado com uma crescente demanda por novos
produtos lacteos, obrigando a industria de alimentos a buscar novas cepas produtoras
de EPS com diferentes propriedades. BAL estdoassociadas ao desenvolvimento de
muitos alimentos fermentados, particularmente a base de leite, como coalhada,

iogurte, creme de leite, queijo e leite fermentado.Estes alimentos estao presentes na
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rotina diaria dos consumidores, o0 que torna importante o aprimoramento nao sé das
carateristicas sensoriais desses produtos como também das funcionalidades para
saude do consumidor.

Como mencionado anteriormente, a funcdo dos EPS depende muito da forma
estrutural do polimero. Tuinier et al. (2001) afirmou em seu estudo que HePS de BAL
tém como forte caracteristica a alta viscosidade devido a presencga de liga¢des B-(1,4)
que forma uma solugdo de EPS mais consistente. Seu alto grau deramificagéo
também esta diretamente relacionado a rigidez do polimero. Devido a essas
caracteristicas, o papel tecnofuncional de EPS produzido por BAL no setor alimenticio
esta ligado a sua capacidade de atuar como gelificantes, espessantes, emulsificantes,
estabilizantes, aglutinantes de agua e agentes viscosificantes (DABA et al., 2021).

As BAL produtoras de EPS exercem influéncia positiva nas caracteristicas de
alimentos, como a textura e detalhes sensoriais (MENDE et al., 2016). Devido ao
comportamento pseudoplastico, capacidade de ligagdo a agua e interagcdo com as
proteinas do leite, EPS de BAL formam estruturas que promovem o “grosseiro” dos
laticinios e melhoram a textura e viscosidade desses produtos. No geral, EPS com
alta massa molecular, cadeia rigida e poucas ramificagcbes sdo responsaveispor
uma textura cremosa e alta viscosidade, enquanto os EPS de baixa massa molecular,
cadeia flexivel e mais ramificada geram produtos mais finos e de baixa viscosidade
(GENTES et al., 2011).

A propriedade viscosa que os EPS conferem em iogurte se da pela sua
capacidade de interagir com as proteinas do leite. Dependendo da concentragao de
EPS, ocorre a formagao de complexos EPS-EPS ou EPS-proteinas, levando a
formagao de uma rede polimérica no iogurte, aumentando, assim, a sua viscosidade
(LYNCH et al., 2018). Essa interacao entre EPS e proteina também favorece no
melhoramento de aspectos sensoriais de queijo de baixa gordura. A gordura do leite
desempenha um papel importante na estruturagdo do queijo, pois a membrana que
envolve os globulos de gordura do leite contém uma superficie hidrofilica para a matriz
proteica circundante e atua como um enchimento nao interativo, impedindo assim a
coalescéncia completa das proteinas. Como resultado, as pog¢as de soro sao
distribuidas juntamente com os globulos de gordura, facilitando a retirada dessa
gordura. A reducéo do teor de gordura no queijo resulta em um produto mais saudavel,
com mais proteina e melhor textura (BROADBENT et al., 2001; MOZZ| et al., 2006;
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AWAD et al., 2005; COSTA et al., 2010).

EPS de LAB também apresentam efeitos positivos quando adicionados em
produtos a base de cereais devido a sua capacidade em se ligar com a agua € interagir
com componentes do gluten ou amido, sendo uma alternativa viavel para o cozimento
e qualidade de produtos como o pao, por exemplo. No estudo realizado por Di Cagno
et al. (2006), o EPS do tipo dextrano foi produzido durante a fermentagdo da massa
azeda de trigo e com isso foi observado o aumento no volume do pao e uma melhor
aparéncia do miolo quando comparado com a producdo sem o dextrano. Em outro
trabalho realizado por Katina et al. (2009) foi observado um aumento de 10% no
volume da massa do péao e de 25-40% na maciez do miolo por meio da produgéo de
dextrano in situ pela BAL Weissella confusa.

O efeito de EPS, como os dextranos na qualidade do pao, apesar de promissor,
pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos no processo. De modo geral, durante
a fermentacéo da massa, o EPS forma uma rede polimérica com outros componentes
(gluten e amido) e a agua, melhora a retengédo de gas, e assim, aumenta o volume
de massa, maciez do miolo e vida util do alimento (LACAZE et al., 2007; XU et al.,
2020).

E importante ressaltar que esse melhoramento na qualidade do p&o através
da aplicagdo de EPS traz grandes impactos positivos quando este é aplicado em
produtos “gluten free”. O gluten é o ingrediente chave para a estrutura do pao, logo
sua auséncia na massa resulta num produto que nédo atende as exigéncias do
consumidor. Produtos sem gluten sao caracterizados pela baixa absor¢cdo de agua,
pouco volume na massa e apresentam menor estabilidade. Porém, como relatado
anteriormente, a adicdo de EPS produzido por BAL pode sanar esses problemas
encontrados em produtos sem gluten, além de melhorar a qualidade de vida de
pessoas acometidas pela doencga celiaca — enteropatia autoimune desencadeada
pela ingestao de gluten na dieta de individuos geneticamente suscetiveis (LYNCH et
al., 2018; LEBWOHL et al., 2020). A tabela, a seguir, apresenta alguns exemplos de

EPS produzidos por diferentes BAL e suas aplicacoes.

Tabela 2. Aplicagdes industriais e funcionais de exopolissacarideos produzidos por

bactérias acido laticas.

BAL EPS Aplicacao Referéncia
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Weissella cibaria

Lactobacillus
curvatus
Streptococcus
thermophillus
Lactobacillus sakei
e

Leuconostoc
mesenteroides

Lactobacillus
delbrueckii
Streptococcus ssp

Lactobacillus
sanfranciscensi
Lactobacillus
paracasei

Lactobacillus
reuteri
Lactobacillus
sanfranciscensis
Lactobacillus
plantarium

Dextrano

Dextrano
Acido hialurénico

Dextrano

Levano
Levano
Levano

Glucano

Reuteran
Levano

Glucano

Produgdo de queijo cheddar e

cereais.
Panificacao
Aditivos de cosméticos

Medicina/confeitaria/
biotecnologia/ alimentos.

Reducéo do colesterol
Viscosificante/ estabilizante
Prebidtico

Prebidtico

Panificacéo
Panificacao

Panificacao

Lynch et al,
(2014)

Pepe et al,
(2013)
lzawa et al.,
(2009)
Nacher-
vazquez et al.,
(2015)
Patel et al.,
(2013)
Tok et al (2010)

Patel et al.,
(2013)
Dal bello et., al
(2001)
Stack et al,
(2010)
Kearney et al,,
(2011)
Sandra et al.,
(2012)
Seitter et al.,
(2020)
Di cagno et al.,
(2006)

2.3.2 Propriedades funcionais

Além do potencial tecnolégico industrial de alimentos, muitos estudos tém

provado que os EPS de LAB também exercem influéncia na saude do hospedeiro.

Varios estudos relataram sobre os efeitos positivos de associados ao consumo regular

de EPS. Dentre os beneficios citados estiao os efeitos: anticAncer, antidiabetico,

antioxidante, antiviral,

antidlceroso, anticolesterémico, além das propriedades

prebioticas e imunomoduladoras (Figura 3). Tais caracteristicas contribuem com os

beneficios advindos do EPS como ingrediente alimentar (YILDIZ et al., 2018).
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Figura 3. Algumas propriedades biologicas relatadas em estudos com EPS proveniente de
bactérias acido laticas. Fonte: YILDIZ et al. (2018). Adaptado

Estudos realizados por Costa et al. (2017) e Trabelsi et al. (2015) relataram que
dextranos sdo metabolizados por bactérias intestinais potencialmente benéficas,
como Bifidobacterium e Lactobacillus, Por outro lado, ndo houve metabolizagao por
bactérias potencialmente nocivas, como Enterobacter e Clostridium, caracterizando o
efeito prebidtico do EPS.

A reducdo de colesterol por EPS de Limosilactobacillus fermentum foi
observada no estudo realizado por Gawande et al. (2021). Durante a investigacao, foi
constatado que 2% do EPS foi suficiente para reduzir o teor de colesterol em mais de
90%. Os autores afirmaram que o EPS isolado apresentou melhor desempenho na
reducao do colesterol do que a propria BAL em condigdes gastrointestinais. O estudo
sugere que o EPS de BAL é um potencial agente hipocolesterolémico para aplicagéo
em alimentos.

Os EPS microbianos também podem ter efeitos anticancer, como é o caso do
estudo feito por Huang et al. (2012), em que demonstraram que EPS de Trichoderma
pseudokoningii apresentaram impactos em células de leucemia humana K562. Seus

achados indicaram que o EPS desencadeia efeitos apoptéticos das células K562.
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Embora os estudos dos efeitos anticancer de EPS sejam escassos, ha publicagdes
que indicam a contribuicdo de produtos extracelulares de BAL como agentes
preventivos do cancer colorretal (CALACA et al., 2017; ARAGAO et al., 2021). Além
disso, a propriedade antioxidante de EPS de BAL pode ser considerada como via
preventiva do desenvolvimento de células cancerigenas (ANDREW et al., 2020).

Varios estudos de atividade antioxidante in vitro utilizando EPS microbiano
foram publicados nos ultimos dez anos, mas pouco se sabe sobre o mecanismo da
capacidade de sequestro de radicais por EPS. Alguns autores sustentam a hipotese
de que as caracteristicas estruturais influenciam fortemente o potencial efeito. De
acordo com Andrew et al. (2020), caracteristicas presentes na estrutura polimérica
como: residuos de monossacarideos, ramificagdes, peso molecular, ligagéo
glicosidica, grupos funcionais, proteinas, selénio e modificagbes quimicas
provavelmente influenciam sua atividade antioxidante. Isso porque um mesmo EPS
pode apresentar desempenho diverso quando testado em diferentes radicais.

Apesar de EPS produzido por BAL apresentarem aplicagdes diversas ainda ha
problemas associados ao rendimento, custo de producio e recuperagao. HePS, por
exemplo, sdo sintetizadas em pequenas quantidades, limitando-se em miligramas por
litro de cultura (RUAS-MADIEDO et al., 2009). O rendimento pode ser afetado por
varios fatores, entre eles a composi¢cédo do meio e o tempo de incubagao (DE VUYST
& DEGEEST 1999, RUAS-MADIEDO et al. 2009). Por conseguinte, estudos sugerem
ndao sO a busca por novas cepas microbianas, como também o estudo de

padronizagao das condigdes de cultivo do microrganismo para a producgao do EPS.

2.4 Producao de exopolissacarideos por bactérias acido laticas

A sintese de EPS bacteriano € geralmente favorecida pela presenca de uma
fonte de carbono em conjunto com a limitacdo dos demais nutrientes, como por
exemplo o nitrogénio e oxigénio (CHAWLA et al., 2009; REHM et al., 2009; KUMAR et
al., 2007; BAJAJ et al., 2007). No entanto, o rendimento de producéo de EPS depende
do microrganismo produtor, pois eles diferem em suas necessidades de nutrigdo,
temperatura, pH, taxa de aeracdo e condicdes de fermentagcdo aos quais sao
submetidos (WILLIAMS et al., 1977). Para alguns EPS € necessaria aeragcdo maxima,
como € o caso da goma xantana, enquanto para outros, a sintese € maximizada sob
condicOes microaerofilicas, por exemplo, o alginato (REHM et al., 2009).

Na verdade, ndo existe uma unica solucao ideal para maximizar os rendimentos
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de EPS, afinal, tudo isso depende muito da linhagem da producao de EPS. Segundo
Leroy & De Vuyst (2016), uma linhagem bacteriana pode apresentar comportamentos
diferentes devido a maneira que tal linhagem absorve os agucares, que se adapta ao
ambiente e aos diferentes nichos, a regulacdo génica e atividade enzimatica.

No caso das BAL, devido a sua natureza fastidiosa, torna necessaria a
suplementagcdo de meios com micronutrientes, como carbono adicional, fontes de
nitrogénio ou vitaminas (MENDE et al., 2012). Entretanto, a suplementacao pode se
tornar cara e dispendiosa caso a cepa utilizada ndo apresente o rendimento esperado.
Com isso, o processo de otimizagdo pode vir acompanhado da triagem de cepas
produtoras de EPS, afinal alguns microrganismos possuem tragos genéticos que sao
determinantes para obtencao de um bom rendimento (FREITAS et al., 2011).

A triagem para producao de EPS por BAL normalmente envolve o uso de meio
de crescimento sélido suplementado. No caso do HoPS, se utiliza, por exemplo, o
meio comercial Man Rogosa Sharpe (MRS) e envolve a variagao de suplementacao
com sacarose, frutose ou maltose (DI CAGNO et al., 2006; LYNCH et al., 2014; VAN
DER MEULEN et al., 2007). A sintese de HePS esta ligada ao crescimento e
metabolismo bacteriano, entdo envolve o uso de meios como leite desnatado
reconstituido suplementado com fontes de carbono, como glicose ou lactose (MENDE
et al., 2012; MOZZI et al., 2006). Em estudo realizado por Gamar et al. (1997) foi
relatado que a producdo e rendimento de EPS foram influenciados pela fonte de
carbono e concentragdo. Lactobacillus rhamnosus quando cultivado em meio
contendo manose (4 %, p/v) ou glicose + frutose a (2 %, 1:1) observou-se um aumento
de trés a quatro vezes no rendimento de producado de EPS considerando que as
concentragdes finais de biomassa foram idénticas. Em outro trabalho realizado por
Yuksekdag et al. (2008) constataram que as cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp,
bulgaricus e Streptoccocus thermophillusforam capazes de produzir EPS na presenca
de varios agucares, sendo a glicose a fonte mais eficiente.

Do ponto de vista fisioldgico, a sele¢do da cepa e da fonte de carbono adequada
para producao de EPS é importante porque ha processos de regulacao (transporte de
acucar e sintese de precursores enzimaticos) que podem estar sob repressao
catabolica (BOELS et al., 2001; LAWS et al., 2001).

Estudos realizados por Cerning et al., (1994) e Mozzi et al. (2001) mostraram
que cepas da mesma espécie (Lb.casel) tiveram resultados diferentes quando

testadas em fontes de carbono em comum. No primeiro trabalho, o rendimento de
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EPS foi maior em meio suplementado com glicose do que o suplementado com lactose
ou galactose. Ja no segundo trabalho, houve divergéncia, o rendimento de EPS foi
maior em meio contendo galactose do que glicose. Segundo Ruas-madiedo et al.
(2005), essa contradicdo ocorre devido a variagdo da atividade das enzimas
envolvidas na sintese de agucar-nucleotideos, precursores das unidades de repeticao
que constroem HePS. Essa condicao fisiolégica abre possibilidades de optar por
meios de producdo de baixo custo, uma vez que meio de cultivo comercial representa,
em meédia, 30% do custo total de processos fermentativos (FREITAS et al., 2011), o
que torna indispensavel optar por fontes de carbono obtidas através de residuos
agroindustriais, como o soro de queijo, pasta de tomate, polpa de frutas, cana-de-
acucar (ANTUNES et al., 2015, 2017; MEHTA et al., 2014; BAJAJ et al., 2007).
Porém, na literatura ainda ha poucos estudos envolvendo a producao de EPS por BAL
em meio alternativo de baixo custo. Alguns trabalhos recentes tém utilizado soro de
queijo (LI et al., 2020), agua de coco (GOVEAS et al., 2021) e fécula de mandioca
(SOUMYA et al., 2019).

25 Soro de leite como via fermentativa de bactérias acido laticas para
producao de exopolissacarideos.

O soro de leite € um subproduto resultante da produgdo de queijo ou
coagulagao da caseina do leite. Sua cor normalmente € amarela-esverdeada podendo
variar a tonalidade a depender do tipo de leite utilizado. O soro pode ser obtido de
varios tipos de leite, porem o de vaca & normalmente mais utilizado em paises
ocidentais, enquanto algumas regides do mundo se utilizam leite de cabra, ovelha e
camelo na produgéao de queijo (BORDENAVE-JUCHEREAU et al., 2005; SMITHERS,
2008).

A composicao esta diretamente relacionada com o processamento e técnicas
para remogao da caseina do leite. A coagulagdo da caseina ocorre em faixa de pH
6,5 que vai gerar a liberagdo de soro de leite doce, mas quando o processo de
coagulagao ocorre através da adigao de acidos (minerais ou organicos) é gerado o
soro de leite acido em que o pH fica em torno de 5,0 (JELEN et al., 2003; KOSSEVA
et al., 2009).

Ao final da coagulagao da caseina, € produzido um efluente rico em nutrientes

do leite, como: lactose, proteinas soluveis, minerais e gordura. Além disso, também



27

ha presenca de outros componentes como o acido citrico,compostos nitrogenados
n&o proteicos (ureia, acido Urico), vitaminas do grupo B, etc (GARCIA BILBAO, 1981;
WIERZBICKI, 1973; PANESAR et al., 2007). Os principais componentes podem ser
vistos na tabela 3 junto as respectivas concentragbes, de acordo com Lappa et al.
(2019).

As proteinas [B-lactoglobulina, a-Lactoglobulina, imunoglobulinas, albumina
sérica e lactoferrina também s&o encontrados na composigdo do soro de queijo
(CASAL et al., 2006). Essas caracteristicas nutricionais e médicas de concentrados
de proteinas despertou o interesse em transformar o soro de leite em produtos de

valor agregado.

Tabela 3. Concentragdo média dos principais componentes presentes no soro de leite

de vaca.

Composigao Concentragao (p/v)
Lactose 4,6%
Proteinas 1,2%
Cinzas 0,6%
Solidos totais 5-8%
Gordura 0,3%
Agua 92,7%

Segundo a FAO (Organizagao Alimentar e Agricola), o queijo € um dos principais
produtos agricolas do mundo. No Nordeste, esse subproduto é de grande relevancia,
afinal o queijo de coalho é um produto tipicamente tradicional que compde aspectos
socioeconémicos e nutricionais daregido (FONTENELE et al., 2017; SOARES et al.,
2017). Contudo, qualquer que seja o tipo de queijo (coalho, parmesao, mugarela,
gouda, azul dinamarqués, brie, etc), sua produgéo gera um grande volume de efluente
que representa um significativo impacto ambiental (GHALY E SINGH, 1989;
COMEAU et al., 1996; SISO, 1996; BERRUGA et al., 1997; LEE et al., 2003). O
despejo do soro de queijo, sem o devido tratamento, pode afetar as caracteristicas
fisico-quimicas do solo e corpos d'agua por possuir baixa degradabilidade e reduzir a
disponibilidade de oxigénio dissolvido, causando grande risco para o meio ambiente
e vida aquatica (GHALY et al., 2007).



28

Estima-se que a producgéao global de soro de leite gira em torno de 145 milhdes
de toneladas por ano (MACWAN et al., 2016). Desse total, cerca de 50% s&o utilizados
para produgao de alguns produtos de valor, como o soro de queijo em po, queijo ricota
e proteinas isoladas (MOLLEA et al., 2013). O restante é descartado como efluente
ou usados para alimentacao animal.

Felizmente, técnicas de bioprocessos foram desenvolvidas para utilizar as
sobras de soro de leite de forma efetiva, ou seja, sua bioconversdo em produtos
voltados para a industria. Tais processos utilizam via microbiana para conversao da
lactose presente no soro de leite em acidos organicos, bioalcoois, gases de efeito
estufa (hidrogénio, metano) e bioplasticos (PRAZERES et al., 2012; YADAV et al.,
2015; LAPPA et al., 2019).
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Figura 4. Algumas aplicagdes para o reaproveitamento do soro de leite de acordo com Mollea
et al., (2019). Adaptado (RAMA et al., 2019).

Varios estudos também utilizam soro de leite para o viés biotecnolégico e
alimentar, como por exemplo a producédo de enzima lactase (DA SILVA et al., 2015;
BOSSO et al., 2019), aplicagdo em espessantes (FANG et al., 2019), produgao de
bioetanol microbiano (MURARI et al., 2019), produgédo de hidrogénio (RAMOS et al.,
2018) e substrato para crescimento de bactérias probiéticas (KRUNIC et al., 2019).

O soro de leite tem sido utilizado como substrato alternativo para crescimento

de BAL e produgao de bioativos de valor agregado. Tal procedimento contribui com a
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reducdo dos custos de producdo, com a sustentabilidade ambiental e com a
simplificagdo dos processos. BAL como Lb casei, Lb helveticus, Lb acidophillus e
espécies do género Streptococcus, por exemplo, sdo conhecidas pela producéo de
acido latico via fermentacédo da lactose presente no soro de leite (KIM et al., 2006;
SORIANO-PEREZ et al., 2012; AMIRIN et al., 2020).

Meios de cultura a base de soro para crescimento de BAL sdo em geral pré
tratados, a exemplo do permeado de soro de leite suplementado com extrato de
levedura ou peptona para crescimento de Lb helveticus (SORIANO PEREZ et al.,
2012). Também tem o soro nas versdes ultrafiltrado e suplementado com meio
comercial utilizados para aumentar o rendimento da biomassa de BAL como o Lb.
casei (ALVAREZ et al., 2010; BURNS et al., 2008). Os autores constataram que o soro
sem tratamento (ndo suplementado) apresenta cinética de crescimento bacteriano em
torno de 1 log menor comparado aos tratados. Porém, Rama et al. (2019) reforcaram
de que a necessidade de suplementacido dependente da cepa utilizada.

O aumento da utilizacido de soro de leite como via alternativa em setores
alimenticios e biotecnoldgico se justifica ndo pelo aporte nutricional, mas também por
ser um residuo que tem se mostrado flexivel e adaptavel aos processos. Sendo assim,
meio de cultura a base de soro de leite substitui com eficiéncia e baixo custo, podendo
inclusive melhorar o rendimento de muitas moléculas de valor a partir de estudos de

delineamento experimental, como mencionado acima.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Produzir, otimizar e caracterizar exopolissacarideos de bactéria acido latica utilizando

soro de leite como substrato fermentativo e avaliar o potencial antioxidante.

3.2 Especificos

Caracterizar o soro de leite quanto a acidez, teor de proteina e de lactose, pH e cinzas;

Selecionar BAL isoladas a partir do queijo de coalho artesanal para a producao de
EPS por meio da fermentagéo do soro de queijo;

Identificar BAL selecionada por meio de métodos moleculares;

Otimizar os parametros de producédo de EPS por meio de delineamento experimental
estatistico;

Caracterizar parcialmente o EPS quanto a composicao estrutural; e

Determinar o potencial biotecnolégico EPS através de ensaios in vitro da acéao

antioxidante contra os radicais DPPH, ABTS, hidroxila e superoéxido.
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Bioconversao de soro de queijo residual em exopolissacarideo através da fermentagao de

bactérias acido laticas e avaliagdo do potencial antioxidante in vitro
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RESUMO

O soro de queijo ¢ um residuo altamente téxico para o meio ambiente devido a alta demanda
de nutrientes em sua composi¢ao. Por ser obtido da fabricacao de queijo, grande quantidade de
lactose e outros componentes essenciais presentes no leite de vaca permanecem no soro. Por
esse motivo, o objetivo do presente estudo foi reaproveitar o soro de queijo como substrato para
fermentagao de bactérias acido laticas e producao de exopolissacarideos (EPS), e, a partir disso,
avaliar as propriedades antioxidantes in vitro. Um total de 64 cepas de bactérias acido laticas
isoladas de queijo de coalho foram testadas para selegdo da melhor produtora de EPS. Apos
selecdo, a cepa foi identificada por métodos moleculares. A influéncia da temperatura, pH e
tempo de fermentagao foi avaliada para determinar as condi¢des 6timas para producao de EPS
em meio soro de queijo. O EPS obtido também foi parcialmente caracterizado e avaliado em
concentracgoes de 0,2 a 2 mg/mL quanto ao efeito antioxidante, contra os radicais DPPH, ABTS,
hidroxila e superéxido. Como resultados, a cepa (133v) selecionada apresentou concentracao
de 5,58 mg/mL e apds teste de genotipagem, foi constatado que se trata da bactéria de espécie
Enterococcus faecium. Com isso, o EPS foi denominado EPS133V. A partir do delineamento
experimental estatistico, foi possivel obter 21,74 mg/mL de EPS133v em condi¢des otimizadas,
tais quais, o pH foi fixado em 6, temperatura e tempo de fermentagdo apresentaram niveis
otimos em 42 °C e 22 h respectivamente. Em sua composi¢ao, foi observado caracteristicas
tipicas de carboidratos, como a presenca de grupos hidroxila, amina, carboxila, proteinas e acido
urdnico. Nos ensaios de atividade antioxidante, o EPS apresentou potencial, em todas as
concentracgoes, de redugdo do radical DPPH, ABTS e superoxido com capacidade méaxima de
27%, 72,20% e 43,23%, respectivamente. O radical hidroxila s6 apresentou atividade
antioxidante a partir da concentragdo de 2 mg/mL com 1,29 %. Em conclusdo, este estudo
mostrou que foi possivel obter um biopolimero natural com potencial aplicagao na industria

alimenticia através da fermentacao de meio de baixo custo, nutricionalmente rico e abundante.



Palavras-chave: Meio de baixo custo; otimizagdo; propriedades bioldgicas; carboidratos.
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1. INTRODUCAO

O soro de queijo ¢ um subproduto de alto valor, obtido através da coagulacdo das
caseinas presentes no leite durante a fabricacdo de queijo. Devido ao grande aporte de matéria
organica (lactose, proteinas e lipidios) e de suas caracteristicas fisico-quimicas, o soro de queijo
¢ considerado como efluente abundante e extremamente poluente (PRAZERES et al., 2012;
MOLLEA et al., 2013; ERGUDER et al., 2001).

De acordo com o Statista, portal de dados de mercado e consumidor, em 2020, a
produgdo global de queijo atingiu a marca de 21,69 milhdes de toneladas. Essa estatistica tem
avancado com os dados de consumo de queijo que marcaram, em 2021, 9,1 milhdes de
toneladas s6 na Unido Europeia. O crescente consumo de queijo pode acarretar numa maior
geracdo de subprodutos obtidos das producdes de queijos em todo mundo. Estima-se que para
a producdo de lkg de queijo ¢ gerado 9 litros de soro. (PRAZERES et a., 2012)

Como um importante subproduto lacteo, o despejo do soro de queijo necessita de
tratamento prévio, do contrario, pode causar impactos negativos no meio ambiente devido a alta
demanda de componentes organicos (MOLLEA et al., 2013; GHALY et al., 2007). Para sanar
esses problemas, o seu reaproveitamento tem se mostrado uma via eficaz e muitas vezes
benéfica do ponto de vista econdmico.

Alguns trabalhos t€ém demonstrado tratamentos biologicos utilizando soro de leite, em
que ocorre a sua conversdo em produtos de valor agregado (YADAYV et al., 2015; LI et al.,
2020; DE CARVALHO et a., 2020; DA SILVA et a., 2015). Com a presenca de lactose na
composi¢do, o soro de queijo pode ser um 6timo aliado como substrato para fermentacao
microbiana, inclusive para a formacdo de novos aglicares de interesse industrial, como os
exopolissacarideos.

Exopolissacarideos, ou EPS sdo estruturas poliméricas formadas por monossacarideos
e encontrados no exterior das células (SANLIBABA et al., 2016; KORCZ & VARGA 2018).

Os EPS secretados por Bactérias Acido Laticas (BAL) — grande grupo de bactérias conhecidas
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pela produ¢do majoritaria de acido latico — sdo de grande valia, uma vez que desempenham um
papel importante nas caracteristicas reologicas e sensoriais de laticinios, em razdo das
propriedades viscoelasticas e afinidade com a agua que melhoram a textura e o sabor de
alimentos (LYNCH et al., 2018). Além disso, EPS microbianos apresentam efeitos biologicos
na saide humana. Estudos revelaram propriedades prebidticas, anticolesterolémica,
antitumorais, antivirus, anticoagulantes e antioxidantes (RODRIGUEZ et al., 2008;
NAGAOKA et al., 1994; NAKAIIMA et al., 1992; TOK & SLIM 2010; ZHOU et al., 2019).

Muitas cepas de BAL produzem uma grande variedade de EPS com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Essas diferengas s3o determinantes para aplicacao
biotecnoldgica do biopolimero (CERNING et al., 1999; PRETE et al., 2021). Porém, a
produgdo e rendimento de EPS de BAL sdo desafiantes, pois grande parte dos custos de
processamento provém do substrato de crescimento bacteriano, o que torna o processo caro €
dispendioso. Embora sejam consideradas bactérias fastidiosas, as BAL possuem a vantagem de
utilizar fontes de carbono para a biossintese de varios produtos, inclusive de EPS (PATEL et
al., 2012; XU et al., 2012; LYNCH et al., 2018). Desse modo, a lactose presente na composi¢ao
do soro pode ser uma fonte de carbono alternativa de baixo custo para fermentacao de BAL e
producao de EPS.

Considerando o aumento anual do consumo de queijo € o consequente aumento de
geragao do efluente, este trabalho teve por objetivo o reaproveitamento do soro de queijo de
coalho como substrato para fermentagdo e produg¢ao de EPS por BAL, assim como, o estudo
estatistico para determinar as melhores condigdes de produgdo e avaliacdo do potencial

antioxidante do novo biopolimero para possivel aplicacao no setor de alimentos lacteos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e preparo do meio de cultura

Um total de 64 amostras de BAL de géneros Lactobacillus, Enterococcus,
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Streptococcus e Lactococcus isolados de queijo de coalho, produzidos nas regides Agreste e
Sertdo de Pernambuco (Capoeiras, Venturosa e a Arcoverde), foram fornecidas pelo
Laboratério de produtos bioativos (LABTECBIO) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Brasil. Todos os isolados foram submetidos a procedimentos preliminares de
identificagdo bioquimica e fenotipica descritos por Argyri et al. (2013) e mantidos a -80°C em
frascos estéreis contendo leite desnatado a 12% (p/v) e 20% (v/v) de glicerol.

A fermentagdo em soro de leite foi precedida pela reativagdo das cepas, onde as culturas
estocadas foram inoculadas em 5 mL de caldo De Man Rogosa and Sharpe (MRS) e incubadas
a 30 e 37° C durante 24 h.

O soro de queijo utilizado no presente estudo foi cedido por uma pequena fabrica
localizada em Pesqueira/ PE. A caracterizacdo foi determinada através da analise dos
parametros: acidez titulavel, glicidios redutores em lactose e cinzas (Adolfo Lutz Instituto,
2008); proteina (Bradford, 1976) e avaliagdo do potencial hidrogenionico (pHmetro,
marca:BEL; modelo: PHS3BW). Antes da fermentacao, o soro de queijo foi desproteinizado e

esterilizado a 121° C por 20 min.

2.2 Selecao da bactérias acido laticas quanto a producio de .exopolissacarideos

Em cada frasco Erlenmeyer de 25 mL, o soro pré tratado foi adicionado juntamente com
2% (v/v) das cepas resultando no volume total de 10 mL. Em seguida, as culturas foram
incubadas em estufas microbioldgicas com temperaturas ajustadas em 30 e 37° C durante 24 h.
Ao final da fermentacgdo, as culturas foram centrifugadas a 5000g por 10 min a fim de obter o

sobrenadante contendo o EPS.

2.3 Extracio, purificacdo e analises quimicas de EPS

0,1 M de NacCl foi adicionado ao sobrenadante para remoc¢ado de proteinas ¢ mantido a

4° C por 24 h. Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada (5000 g por 10 min) e o
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sobrenadante livre de proteinas foi tratado pela adi¢ao de 80 % (v/v) de etanol e acondicionado
por mais 24 h a 4° C, para obtencdo do EPS. Em seguida, o material foi centrifugado sob as
mesmas condigdes descritas acima. O sobrenadante foi descartado, o pellet (EPS) coletado e
liofilizado para as andlises quimicas subsequentes.

A determinacdo de carboidratos totais e redutores foram realizadas pelos métodos
descrito por Dubois et al. (1956) e Miller et al. (1959), respectivamente. utilizando a glicose
para confec¢do da curva padrdo. Para a determinagao de proteinas totais, utilizou-se o método
de Bradford (1976), baseado na curva padrao de Albumina Sérica Bovina (BSA). O teor de
acido urdnico foi determinado de acordo com o método de Dishe (1947), com auxilio da curva
padrao a-glucurolactona. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (UV/visible

spectrophotometer, UV-1600PC) e Bioespectro-SP 22.

2.4 Analise de infravermelho

Para a detec¢do de grupos funcionais presentes no EPS, foi utilizado o
espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) Bruker modelo Vertex
70. 1 mg da amostra foi preparada junto a 100 mg de KBr seco e pressionados para formacao
de um molde, seguido de escaneamento, onde foi analisada a regido de infravermelho médio na

faixa de 4000-500 cm'.

2.5 Identificacio molecular

A identificacdo molecular da BAL selecionada como melhor produtora de EPS foi
realizada em laboratorio de genética da Universidade Federal de Pernambuco. A bactéria foi
submetida ao procedimento de extracao e purificagdo do DNA, pela metodologia descrita por
Sambrook et al., (1989), seguido da genotipagem usando o gene 16s para o sequenciamento do

rRNA.
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2.6 Delineamento experimental estatistico para producao de EPS

Um planejamento fatorial completo 2° com quatro pontos centrais foi elaborado para
estudar os efeitos e interagdes entre os seguintes parametros de producdo e seus respectivos
niveis: temperatura, pH e tempo de fermentagdo (+1, 1, -1) sobre a producao de EPS por BAL
cultivada em meio soro de leite (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis independentes e niveis codificados para produgao de EPS por BAL

Variaveis independentes Niveis

-1 0 +1
Temperatura °C 25 35 45
pH* 5,5 6 6,5
Tempo de fermentacao (h) 18 24 30

As variaveis que apresentaram influéncia na produgao, foram selecionadas e ajustadas
para novo delineamento estatistico usando o Central Composto (CCD) com configuragao
estrela para obter um modelo de segunda ordem. Os coeficientes de regressao linear e
quadratico e interagdes entre cada variavel foram determinados e ajustados por meio de equagao
polinomial de segunda ordem:

Y = B0+ X1 + B1XT + Xy + P1X5 + X1 X251
Onde, Y ¢ a varidvel dependente (produgao de EPS), S0 ¢ a constante do modelo, £ X; e £,X,
representam o coeficiente linear das varidveis independentes e f;X? e ;X7 representam o
coeficiente quadratico das varidveis independentes.

Para a validacdo do delineamento estatistico obtido, foi realizada uma nova producao
de EPS com quatro repeti¢des utilizando as condi¢des 6timas previstas pelo modelo. Cada fator
de interacao foi estudado considerando influéncias significativas nas respectivas respostas em
95% de nivel de confianca (p<0,05). Todo projeto estatistico foi realizado com o auxilio do

software Statistic@ 7.0.
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2.7 Determinac¢io do potencial antioxidante in vitro de EPS

Os ensaios de potencial antioxidante de EPS foram avaliados conforme descrito abaixo.
Os experimentos foram em triplicata com concentracdes 0,5; 1; 1,5; e 2 mg/mL de EPS e do
controle (4cido ascorbico). A absorbancia foi medida em o espectrofotdometro (UV/visivel, UV-
1600PC). O software GraphPad Prism versdo 9.0 (San Diego, EUA) foi utilizado para a analise
estatistica dos dados. Em que as diferencas de significancia entre os grupos foram comparadas
por meio da andlise de variancia (ANOVA), onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

2.7.1 DPPH

O ensaio in vitro para testar a capacidade de sequestro do radical DPPH por EPS foi
realizado pelo método descrito por Shimada et al. (1992), com algumas modificag¢des. 0,5 mL
de DPPH (solucdo contendo 0,1 mmol/L em 95% de etanol) e 0,5 mL de EPS foram
acondicionados em camara escura por 30 min em temperatura ambiente. Apds tempo de reagao,
as absorbancias foram mensuradas, rapidamente, a 485 nm. A capacidade de EPS reduzir DPPH

foi indicada pela mudancga de cor roxa para amarela e quantificada através da equagao:
Capacidade antioxidante % =1 — [%] x 100

As ¢ a absorbancia do ensaio na presenca da amostra, AQ ¢ a absorbancia da amostra com

etanol e A ¢é a absorbancia do ensaio sem a amostra.

2.7.2 Reducao do radical hidroxila

A eliminacao de radicais hidroxila por EPS foi determinada usando o método descrito
por Zhang et al. (2013). O efeito da amostra foi testado com a reacao de Fenton. 1,0 ml q de
verde brilhante (0,435 mM) foi misturado com 2,0 ml de FeSO4 (0,5 mM), 1,5 ml de H202
(3,0%, p/v) e 1,0 ml de EPS (0,2 a 2 mg/ml). A mistura foi incubada a temperatura ambiente

durante 20 min ¢ a absorbancia medida a 624 nm. A eliminagdo de radical hidroxila foi
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calculada como a seguinte equacao:

As—A0
A—-A0

Capacidade antioxidante % = [ ] x100

As ¢ a absorbancia na presenga da amostra, A0 ¢ a absorbancia do controle na auséncia da

amostra, ¢ A ¢ a absorbancia sem a amostra e o sistema de rea¢ao de Fenton.

2.7.3 Reducao do radical ABTS

O método utilizado para o ensaio ABTS foi descrito por Re et al. (1999) com algumas
modificagdes. Primeiramente, o radical cationico ABTS+ foi preparado pela reacao da solucao
estoque ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM) no escuro por 16 h a temperatura
ambiente. A solu¢do ABTS+ foi diluida em PBS (0,1 M, pH 7,4) até¢ absorbancia de 0,700 +
0,02 a 734 nm antes da reacdao. O ensaio antioxidante foi feito pela mistura de 0,1 ml de EPS
(0,2 a2 mg/ml) em 3,9 ml de ABTS+. Apds 6 min, a absorbancia da mistura foi medida a 734

nm. A eliminagdo de ABTS foi calculada com a seguinte equagao:

A
Capacidade antioxidante % = <1 - E) x 100

As ¢ a absorbancia na presenga da amostra, AO ¢ a absorbancia do controle na auséncia da

amostra.

2.7.4 Reducao do ion superoxido

A determinacao do potencial de sequestro do radical superdxido por EPS foi realizada
de acordo com o método descrito por Wang et al. (2017) com algumas modificag¢des. O ensaio
foi feito pela mistura de 1,0 mL de EPS (0,2 a 2 mg/ml) e 3,0 ml do tampao Tris-HCL (50 mM,
pH 8,0). Em seguida, incubado a 25°C por 20 min. Ao final do tempo, foi adicionado 0,3 mL
de solugdo de pirogalol e a mistura foi mantida a 25°C por 5 min. Depois disso, 1 mL de HCL

foi adicionado para finalizar a reagdo. O tampdo Tris-HCL foi usado para calibrar o
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espectrofotometro UV e a absorbancia foi determinada em 325 nm. A eliminacdo de radicais
foi calculada com a seguinte equagao:
. . A1—4Ap
Capacidade antioxidante % = [1 - (A—)] x100
0
A1 ¢ a absorbancia do ensaio com a presenca da amostra, A2 ¢ a absorbancia do tampao Tris-

HCL com EPS, A0 ¢ a absorbancia do tampao Tris-HCL com pirogalol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecio de bactéria acido latica quanto a sintese de EPS

Um total de 64 cepas de BAL foram avaliadas quanto a produ¢do de EPS pela
fermentag¢do do soro de queijo. Através do teste de determinacdo de carboidratos totais, foi
possivel constatar a presenca de EPS na maioria das cepas, porém, entre as referidas cepas, a
133v demonstrou maior concentragdo de EPS com 5,58 mg/mL (Figura 1). Esses resultados
preliminares demonstraram que o soro apresentou potencial fonte de carbono para a sintese do
biopolimero, principalmente devido a presenca da lactose em sua composi¢do (Tabela 2).

Figura 1. Resultados da producao de EPS por BAL pela fermentagdo do soro de queijo.
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Tabela 2. Caraterizac¢do do soro de queijo de coalho.

Parametros Quantificagdo

pH | 6,2+0,2
Acidez | 25°D £ 1,0
Proteinas | 0,0836 mg/mL + 0,007
Cinzas | 0,70 % £ 0,02
Lactose | 5,21 % + 0,08

3.2 Identificagdo molecular da BAL produtora de EPS

O isolado 133v foi caracterizado como cocos gram positivos e catalase negativa. A

determinagdo filogenética pelo sequenciamento do gene 16s e apds submissdao ao banco de

genes GenBank: MG551256.1, demonstrou uma semelhanga de 94% com a espécie

Enterococcus faecium. As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento estdo presentes na

tabela 3. A partir disso, o EPS produzido pela BAL Enterococcus faecium 133v foi denominado

EPS133v.

Tabela 3. Sequenciamento obtido para identificacdo da cepa 133v.

Microrganismo

Sequéncia de bases do DNA

Enterococcus
faecium 133v

AGGGCACGCCTATCATGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCCCGSAGCTTGCT
CCCCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAAGGGGTGACTAACGCGTGGGTAACCTG
CCCATCRGAAGGGGATAGCACTTGGAAACWGGTGCTAMTACCGTATAACA
RTCGAAACCGCGKGGYTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCSCTGAT
GGATGGACCCGCKGKGSATTARCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCCACKATGCRTAKCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAAT
GGACGAAAGTCTGACCGAKCAACRCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAACTCTGTTGTTAKAGAARAACAMKGATGASAGTAACTGTTCAT
CCCTTGACGGTATCTAACCASAAAGCCMCGGCTAACTACGTGCCASCARC
CGCGGTAATACKTAKGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAK
CGAGCGCAKGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAWCCG
GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGARACTTGAGTGCAKAASAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGKTGAAATGCGTASATATATGGAGGAACACCMSTGG
CGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGAG
GAGCAMACAGGATTAGATACCCTGRTARTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTGGAGGGYTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCSCCTGGGGAGTACGACCRYRAGGTTGAAACTCAMMSGMAYTWGA
CGGGGGACCCRTCAYGAAKCKRRTGKSAGCATGWGSGYTTAATWWCGCA
WGCMAYGGCGCAATGAACCCTKTACYRGGATCTTTGACATMCCWTTTGGA
CCACTSTMGTASATAGAKCWTTMCCCTTTCGGGGGGKCCAAGTGASWCGT
TSATGCYATGGGTCGTCGATCATGCTTCCGGGTCATGACAKSTAGGGGATC
AGATCACGCACAAAGRAGSCSMMAMCA
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3.3 Caracterizagao parcial da composi¢do quimica

As andlises quimicas quantitativas de EPS133v, revelaram a presenga de acido uronico,
constituindo 1,86% da composi¢do. A variacdo da concentragao de acido uronico entre 1 e 30%,
foram observados em outros estudos que também utilizaram BAL para producdo de EPS
SHANKAR et al., 2021; LYER et al., 2005; WANG et al., 2015). Proteinas foram estimadas
em 5,28 % da composi¢do, enquanto nos resultados obtidos por Adesulu-dahunsi et al. (2018),
o EPS de Weissella cibaria exibiu aproximadamente 1,12% de proteinas. A presenca de
agucares totais foi estimada em 20,84%, o que difere expressivamente dos demais trabalhos,
como os relatados por Adesulu-dahunsi et al. (2018) e Imran et al. (2016) com valores entre 80-
90%. O ensaio de DNS resultou em 0,09% da composi¢do de agtcares redutores.

A presenga de grupos funcionais em EPS133V por meio da leitura em infravermelho
(FT-IR) estdo apresentadas através de bandas de absor¢io na faixa de 4000 — 500 cm ! (Figura
2). O pico observado na regido 3269 cm ! ¢ marcado pela presenga de grupos hidroxila e um
fraco alongamento C-H pode ser observado na regido 2964 cm "' (ABDHUL et al., 2014;
ADESULU-DAHUNSI et al., 2018; ZHANG et al., 2020). A regidao marcada entre 1635 ¢ 1562
cm ! pode ser atribuida a vibragio de alongamento do C=0O do grupo amina e pela presenca de
proteinas, o que corrobora com o resultado do teste para presenca de proteina, mostrado no
paragrafo acima (CHEN et al., 2015; WANG et al., 2010). Os picos de absor¢do em 1440 e
1406 cm ! sdo caracteristicos da presenca de carboxila (COO-) (GALLON et al., 2019; ZHU
et al., 2019; HU et al., 2021). Isso também estd associado a presenga de residuos de acido
urdnico, detalhe consistente com os resultados quantitativos. Uma grande banda proxima a 1068
cm ! é geralmente relacionada ao tipo de ligacio glicosidica (LIU et al., 2019), porém o tipo
de ligagao sugere a interpretacao por meio de outros testes de caracterizagdo quimica. Por fim,

0s pequenos picos que aparecem nas bandas 661 e 599 cm ! representam a existéncia de grupos
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sulfatados, também visualizados no trabalho de ZHANG et al. (2020). Com base nos dados,

infere-se que a presenca de grupos funcionais por meio da leitura em infravermelho nos leva a

confirmar caracteristicas tipicas de polissacarideos.
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Figura 2. Espectroscopia em infravermelho para presenca de grupos funcionais em EPS133v.

3.4 Otimizagao da producao de EPS por delineamento experimental estatistico
3.4.1 Planejamento fatorial completo
Os resultados do planejamento fatorial completo 2° que mostram a influéncia das
variaveis independentes (temperatura, pH e tempo de fermentagao) sobre a varidvel dependente
(produgdo de EPS) estdo presentes na tabela 4. Um total de doze ensaios com quatro pontos
centrais, mostraram que a producdo de EPS133v, por meio do ensaio de agucares totais, variou
em uma faixa de 17,51 a 27,2 mg/mL (tabela 4). A partir desses resultados, foi gerado o grafico

de Pareto (Figura 3). Dentre as varidveis independentes, a producdo de EPS foi mais
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Ensaios Tempo (h) pH tura (°C) S (m )
18(-1) 5,5(-1) 25(-1) 17,51
30(+1) 5,5(-1) 25(-1) 24,14
18(-1) 6,5(+1) 25(-1)
30(+1) 6,5(+1) 25(-1)
18(-1) 5,5(-1) 45(+1)
30(+1) 5,5(-1) 45(+1)
18(-1) 6,5(+1) 45(+1)
30(+1) 6,5(+1) 45(+1)
24(0) 6(0) 35(0)
24(0) 6(0) 35(0)
24(0) 6(0) 35(0)
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Efeito (valor absoluto)

Figura 3. Grafico de pareto ilustrando os efeitos das varidveis independentes: temperatura, pH e
tempo de fermentagao.

3.4.2 Delineamento experimental central composto para producdo de EPS.

O projeto central composto foi usado para determinar o nivel de otimizacdo de dois
parametros significativos na producdo de EPS. O pH inicial foi fixado em 6 e as variaveis
significativas (temperatura e tempo de incubag¢do) foram ajustadas conforme andlise estatistica
observada no planejamento fatorial (se¢do 3.4.1) gerando a matriz com os resultados de
produgdo de EPS e seus respectivos valores previstos pelo programa (tabela 5). Os resultados
obtidos com o delineamento pelo central composto mostraram que a maior concentragdo de
EPS foi de 27,45 mg/mL, obtido em um dos pontos centrais, correspondendo aos parametros
40 °C de temperatura e 26 h de fermentagao.

Tabela 5. Matriz contendo os parametros do modelo linear considerando a influéncia das variaveis
independentes sobre a produg¢do de EPS por BAL (resultados reais e previstos), de acordo com o
planejamento fatorial completo.

Variaveis independentes (valores reais ¢ codificados) Variavel dependente
Ensaio Temperatura (°C) tempo (h) EPS (mg/mL) EPS (mg/ml)

Previsto

1 30(-1) 20(-1) 20,25 19,27

2 30(-1) 20(-1) 24,92 22,16

3 50(+1) 20(-1) 8,25 10,18

4 50(+1) 32(+1) 21,29 19,52

5 35,9(-1,4) 26(0) 19,74 16,50

6 54,1(+1,4) 26(0) 9,18 8,21

7 40(0) 14,5 (-1,4) 21,0 18,89

8 40(0) 344 (+1,4) 24,37 27,54
9 40(0) 26(0) 27,45 24,74
10 40(0) 26(0) 26,93 24,74
11 40(0) 26(0) 26,75 24,74
12 40(0) 26(0) 27,18 24,74

Para avaliar a adequacao do ajuste proposto pelo modelo, os dados experimentais foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Na tabela 6, de acordo com o ANOVA, os

resultados indicam que o efeito linear e quadratico da temperatura e tempo de fermentagao
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foram significativos para a resposta produgdo de EPS, exceto pela combinacdo de ambos os
parametros

Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) dos modelos linear e quadratico para producdo de EPS

Fator M¢édia quadratica Valor de F Valor de P
1 Temperatura (°C) (L) 116,8072 29,53924 0,001610
Temperatura (°C) (Q) 248,0872 62,73845 0,000215

2 Tempo (h) (L) 61,3977 15,52678 0,007621
Tempo (h) (Q) 29,2913 7,40745 0,034566
1L com 2L 16,4836 4,16852 0,087239
Erro puro 3,9543

R%=0.94979 Rag= 0.90796
Valor significante = p <0.05.

O modelo apresentou 95% de confiabilidade, indicado pelo R? (0,94979), seguido de
90% de seu valor ajustado, indicado pelo R?Aq4j (0,90796). Isso significa que a variacao atribuida
aos parametros para producdo de EPS ¢ explicada em 95% e que o modelo nao necessita de
ajuste, uma vez que o mesmo foi adequado com poucos parametros e ensaios (HAALAND,
1989). Com isso, este modelo estatistico apresenta confiabilidade possibilitando prever
satisfatoriamente o valor do EPS. A equacdo polinomial de segunda ordem codificada com as
variaveis pode explicar a sintese de EPS juntamente com as interagdes de segunda ordem. O
modelo obtido ¢ mostrado pela equagao:

Y=26,91—7,65X, — 12,49X2 + 5,55X, — 4,31X2 + 4,06X,X,

Y ¢ a variavel dependente, X1 e Xz representam o coeficiente linear das variaveis independentes
e X? e X2 o coeficiente quadratico das variaveis independentes.

Na figura 4, as condi¢des para produgdo de EPS sdo ilustradas por meio do grafico de
superficie de resposta. Os resultados indicam que a maior producdo de EPS em soro de queijo

pode ser obtida com o aumento da temperatura, pouco acima de 40 °C. A partir dos 50 °C ndo
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ha evidéncia de producdo do EPS133v (Figura 4).

Alguns trabalhos encontrados na literatura diferem de nossos achados. Kimmel et al.,
(1998) otimizaram a producao de EPS por Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus em meio
semidefinido e observaram a temperatura 6tima de 38 °C. Um mais recente, realizado por
Adesulu-Dahunsi et al. (2018) constataram que a temperatura 6tima para producao de EPS por
Weissela cibaria ¢ de 30 °C. Essa divergéncia nas condi¢des de producao pode estar associada
a via de biossintese de EPS, o que varia de bactéria para bactéria (SUTHERLAND, 1972). No
caso de BAL do género Enterococcus, ha peculiaridades que diferem o comportamento desse
género das demais. De acordo com Krawczyk et al. (2021), o Enterococcus tem capacidade de
produzir grandes quantidades de EPS devido a sua resisténcia a condi¢des estressantes (maior
pH, temperatura, osmolaridade). Portanto, apesar da alta temperatura ser fator estressante, ¢ um
parametro toleravel pelo Enterococcus faecium, o que impulsiona a sintese de EPS.

Na figura 4, o grafico demonstra uma faixa maior de tempo de incubagdo, podendo
variar entre 20-25 h. Na literatura, alguns autores relatam producdo de EPS em tempo mais
prolongado, porém, assim como a temperatura, o tempo também pode diferir de acordo com a
cepa usada. No estudo realizado por Li et al. (2020), por exemplo, o tempo de fermentagao para
a produ¢do de EPS por Lactobacillus platarum foi de 48 h. Neste trabalho, a cepa
Entenrococcus faecium foi fermentada em temperatura elevada, o que caracteriza uma condigao
de estresse fisioldgico. Tal condigdo impulsiona a producdo de EPS nas primeiras horas de
fermentagdo, porém, nas proximas horas pode ocorrer a diminui¢cdo da concentracao de EPS

devido a sintese de enzimas hidroliticas que degradam o polissacarideo (PHAM et al., 2000).
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Figura 4. Grafico de superficie de resposta contendo os efeitos da combinagdo de varidveis sobre a
produgdo de EPS133v em soro de queijo.

3.4.3 Validagao

A partir do delineamento central composto, as condi¢cdes 6timas encontradas para a
produgdo de EPS133v pelo Enterococcus faecium usando o modelo proposto (Secao 3.4.2),
foram 42,3 -C de temperatura e 22 h de tempo de fermentagdo. Nestas condigdes, o modelo
previu uma produ¢do de EPS de 20 mg/mL enquanto o valor real obtido foi de 21,74 mg/ml, o
que representa um aumento em mais de 300% da concentracdo quando comparado ao valor

inicial de 5,58 mg/mL (Se¢do 3.1).

3.5 Determinacao da atividade antioxidante in vitro

A redugdo do radical DPPH por EPS133v ¢ mostrado na Figura 4a. A medida em que
houve o aumento da concentragdao de EPS também houve o aumento da capacidade antioxidante
contra o radical DPPH, obtendo atividade maxima de 27% com 2 mg/mL da amostra. O acido
ascorbico apresentou alta atividade em todas as concentragdes usadas, mantendo-se constante

com 93,72%. Alguns estudos também observaram a atividade antioxidante dependente da
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concentra¢do de EPS produzido por BAL. Assim como neste estudo, Abdhul et al. (2014) testou
EPS produzido por E. faecium e obteve 20% da capacidade antioxidante com 2 mg/mL da
amostra. Zhang et al (2013) observaram o aumento da atividade de EPS produzido por Lb.
plantarum entre as concentracaos de 0,5 e 1,0 mg/mL com mais de 40% de capacidade.

A atividade redutora do radical hidroxila presente na figura 4b, demonstra atividades,
relativamente, baixas tanto por EPS quanto por acido ascorbico, atingindo a marca de 1,29 % e
56,19% em 2 mg/mL, respectivamente. Concentragdes abaixo de 2 mg/mL de EPS ndo
apresentaram atividade, o que nos leva a entender que para redugdo de hidroxila ¢ necessario
altas concentragdes do polimero. Esses achados corroboram com os de Wang et al. (2020) que
também observaram atividade antioxidante baixa para EPS de Leuconostoc citreum contra o
radical hidroxila. Em seus achados, 2 mg/mL de EPS reduziu hidroxila em menos de 10%, com
o aumento da concentracdo em 15 mg/mL o EPS reduziu hidroxila em 13%, apenas. Em
contrapartida, varios autores observaram atividade de EPS de BAL contra hidroxila acima de
30% em concentracdes abaixo de 2 mg/mL (ABDHUL et al., 2014; ZHANG et al., 2016; MIN
eta., 2019).

Na figura 4c, a atividade contra o radical ABTS foi mais elevada comparado aos demais
radicais. O EPS133v e o acido ascorbico exibiram atividade de 72,20% mg/mL e 97%,
respectivamente. Min et al. (2019) relataram que o EPS produzido por Lb. plantarum reduziu
ABTS em mais de 50% com concentracdo de 7 mg/mL, enquanto neste estudo o EPS133v
atingiu mais de 50% com apenas 0,2 mg/mL (Figura 4c)

A capacidade maxima de redugdo do radical superdxido por EPS133v foi de 43,23%,
porém vale ressaltar que em todas as concentragdes a atividade foi constante, com poucas
oscilagdes, assim como o acido ascérbico. Logo, em sua concentragao inicial de 0,2 mg/mL o
EPS reduziu peroxido em quase 40% e o 4cido ascorbico, pouco mais de 80%. Nos estudos de

Rajoka et al. (2018) e Wang et al. (2020), EPS de Leuconostoc citreum e Lb.rhamnosus
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reduziram superoxido em 8,69 % e 5,9% com 4 mg/mL, respectivamente. O EPS133v, com

apenas 0,2 mg/mL reduziu peroxido em quase 40%. Outros trabalhos também relataram boa

atividade de EPS de BAL frente a redu¢ao do peréxido (ADESULU-DAHUNSI et al., 2018;

ZHANG et al., 2016).
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Figura 5. Atividades antioxidantes in vitro do EPS133v contra diferentes radicais. (a) DPPH, (b)

Hidroxil, (c) ABTS e (d) Superoxido.

Os resultados mencionados sugerem que a eliminacao de radicais por EPS133v podem

ser influenciadas pela estrutura polimérica, como: peso molecular, grupos funcionais e

conformagdo da cadeia (ANDREW & JAYARAMAN, 2020). A baixa atividade relativa ao

radical hidroxila, por exemplo, provavelmente se deve a pequena quantidade de 4cido urdénico

na cadeia (Figura 4b), o que pode ser confirmado pelos resultados obtidos na se¢ao 3.3. Segundo

Xu et al. (2012), a presenga de acido uronico contribui com a elevacao de cargas negativas no

polissacarideo, bem como na efetivagao da acao sequestrante de radicais livres pela ativagao de

atomos de hidrogénio. Portanto, a baixa quantidade de 4cido urénico em EPS133v explica a
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necessidade de maiores concentragdes para reducdo de hidroxila. Por outro lado, seu efeito nos
demais radicais, sugerem que a presenca de grupos hidroxila tenha contribuido, afinal esses
grupos fornecem atomos de hidrogénio que se ligam a radicais para formar outros produtos
(LIN et a., 2009). Segundo Andrew & Jayaraman (2020), moléculas de carboidratos tem
capacidade de doar elétrons devido a presenga de aglcares redutores. Para exclui essa
possibilidade, foi verificado a presenca de aglicares redutores na amostra através do ensaio
usando o acido dinitrosalicilico (MILER et a., 1959). Foi observado uma concentragdo de
0,09%, o que ndo aparenta relevancia para efeitos de redugdo de radicais.

Em suma, EPS133v produzido por Enterococcus faecium exibiu relevante atividade
antioxidante contra os radicais DPPH, ABTS e superdxido, o que sugere que esse EPS tem
potencial aplicacdo como aditivo alimentar natural atuando na preservacdo de alimentos.
Entretanto, ¢ importante ressaltar a necessidade de estudos adicionais de caracterizagdo
estrutural do biopolimero para obter resultados que possam correlacionar sua composi¢ao

estrutural e propriedades biotecnologicas de forma mais conclusiva.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho, dentre 64 bactérias acido laticas, Enterococcus faecium cultivada
em soro de queijo foi selecionada para produgdao de EPS. As condi¢des de producao de EPS
foram determinadas por meio de delineamento experimental estatistico, onde sob 42 °C de
temperatura e 22 h de fermentacao, o modelo previu concentracao de EPS em 20 mg/mL e apos
validagdo, obteve-se 21 mg/mL. O EPS também apresentou propriedades antioxidante contra
os radicais DPPH, ABTS e superdxido através dos ensaios realizados in vitro. Por fim, o uso
do soro de queijo em substituicdo do meio comercial foi eficaz, uma vez que foi possivel obter
um biopolimero natural e seguro sem utilizar aditivos no soro. Ao mesmo tempo, o estudo pode
ressaltar o valor nutricional do soro como um bom substrato de baixo custo e trazendo mais

uma via de aplicacao desse efluente no setor biotecnologico.
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Abstract

Severe Acute Respiratory Syndrome of Coronavirus-2 (Sars-CoV-2) is the causative agent of the new Coronavirus
Disease (COVID-19) responsible for the current pandemic that threatens global health. Although some anti-COVID-
19 therapeutic agents are under investigation, there is still no evidence of antiviral action against Sars-CoV-2.
Research in the literature describes the success of probiotics in the treatment of viral infections from their byproducts,
known as postbiotics, such as exopolysaccharides, hydrogen peroxide, and different bacteriocins. Based on these
reports, we describe the main postbiotics that present antiviral actions against different viruses with a view to
suggesting their use as possible therapeutic agents for COVID-19. The revised data show promising effects for using
postbiotics as efficient vehicles against various types of viruses. However, further investigation of the underlying
mechanisms is required for their indication against Sars-CoV-2 and other Sars-CoV infections.

Keywords: Antiviral activity; COVID-19; New coronavirus; Probiotic.

Resumo

A Sindrome Respiratéria Aguda Grave do Coronavirus-2 (Sars-CoV-2) é o agente causador da nova Doenca do
Coronavirus (COVID-19) responsavel pela atual pandemia que ameaca a saude global. Embora alguns agentes
terapéuticos anti-COVID-19 estejam sob investigacdo, ainda ndo ha evidéncias de acdo antiviral contra Sars-CoV-2.
Pesquisas na literatura descrevem o sucesso dos probioticos no tratamento das infecgdes virais de seus subprodutos,
conhecidos como pdés-bidticos, como exopolissacarideos, perdxido de hidrogénio e diversas bacteriocinas. Com base
nesses relatos, descrevemos 0s principais pds-bidticos que apresentam acdo antiviral contra diferentes virus, com o
objetivo de sugerir seu uso como possiveis agentes terapéuticos para COVID-19. Os dados revisados mostram efeitos
promissores para 0 uso de pos-bidticos como veiculos eficientes contra vérios tipos de virus. No entanto, uma
investigacdo mais aprofundada dos mecanismos subjacentes € necessaria para sua indicagdo contra Sars-CoV-2 e
outras infeccBes por Sars-CoV.

Palavras-chave: Atividade antiviral; COVID-19; Novo coronavirus; Probidticos.
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Resumen

El Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus-2 (Sars-CoV-2) es el agente causante de la nueva
Enfermedad por Coronavirus (COVID-19) responsable de la pandemia actual que amenaza la salud global. Aunque se
estan investigando algunos agentes terapéuticos anti-COVID-19, todavia no hay evidencia de accién antiviral contra
Sars-CoV-2. Los estudios en la literatura describen el éxito de los probioticos en el tratamiento de infecciones virales
causadas por sus subproductos, conocidos como posbiéticos, como exopolisacaridos, peréxido de hidrogeno y varias
bacteriocinas. Con base en estos informes, describimos los principales post-biéticos que presentan accion antiviral
frente a diferentes virus, con el objetivo de sugerir su uso como posibles agentes terapéuticos para COVID-19. Los
datos revisados muestran efectos prometedores para el uso de posthidticos como vehiculos eficientes contra varios
tipos de virus. Sin embargo, se necesita mas investigacion de los mecanismos subyacentes para su indicacién contra
Sars-CoV-2 y otras infecciones por Sars-CoV.

Palabras clave: Actividad antiviral; COVID-19; Nuevo coronavirus; Probi6ticos.

1. Introduction

Recently the world is battling a pandemic caused by a new coronavirus, called Severe Acute Respiratory Syndrome of
Coronavirus-2 (Sars-CoV-2) (Velev et al., 2020). Since the first case was reported in late 2019 in the city of Wuhan - China,
“Coronavirus Disease-2019” (COVID-19) has spread across the world, and according to the World Health Organization, by
June 15, 2021 the number of confirmed cases had reached 176.721.173 and the number of deaths caused by COVID-19 had
risen to 3.821.283 (WHO, 2021).

To date, there are no specific therapeutic agents or vaccines available for COVID-19. In fact, several drugs are under
investigation, but there is still no confirmation of antiviral activity for Sars-CoV-2 (Chen et al., 2020). Therefore, there is an
urgent need to search for new potent and effective anti-COVID-19 agents in order to control or prevent infection with the new
coronavirus.

Various studies in the literature describe the success of using probiotics in the therapy of viral infections both in vitro
and in vivo (Ermolenko et al., 2018; Sunmola et al., 2019; Abdelhamid et al., 2019). Their antiviral action can occur through
such mechanisms as: (I) direct probiotic-virus interaction, (11) stimulation of the immune system and (I11) production of post-
biotics with antiviral action (Drider et al., 2016). Hydrogen peroxide, lactic acid, exopolysaccharides and bacteriocins are
examples of postbiotics that, among other activities, also act against several viruses (Al Kassaa et al., 2014).

Thus, based on reports in the literature on the antiviral efficiency of some postbiotics, our hypothesis is that these
components may play an important role in COVID-19, and therefore may aid researchers to formulate an antiviral product that

can inhibit or delay Sars-CoV-2 in humans.

2. Materials and Methods

This research is documentary in nature from analyzes of articles present and registered in the scientific literature. The
articles considered eligible for inclusion in this research were those that presented original studies carried out with postbiotics
and evaluated for their ability to inhibit the virus, and possibly against Sars-CoV-2, published in English, Spanish or
Portuguese in the years of 2011 to 2021. Non-original articles were excluded (reviews, editorials, letters and comments).

Electronic databases included in PubMed, Science Direct, LILACS, Scielo, Tripdatabase and Cochrane were used.

3. COVID-19 and Treatment Perspectives

Effective drugs or vaccines that can be used to prevent or mitigate the effects of Covid are still not available. Thus,
some countries have adopted non-pharmacological, (NPI)-based intervention strategies to contain the virus and the

transmission of the disease, such as by enforcing social distancing, self-isolation, quarantine and even lockdown (Di Grezia et
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al., 2020). However, different classes of molecules have been reported, in the literature, regarding their potential against
SARS-CoV-2.

3.1 Postbiotics: What do we Know About their Virucidal Potential?

Although the concept of probiotics indicates that microorganisms must be alive active to provide benefits to hosts,
evidence suggests that microbial viability is not necessary to achieve such effects. Some proposals indicate that probiotic
substances, known as postbiotics, can also benefit the health of the host (De Almada et al., 2017; Martin et al., 2019). These
products can be short-chain fatty acids (SCFAs), microbial fractions, proteins or functional enzymes, secreted or extracellular
polysaccharides (EPS) and teichoic and lipoteichoic acids (Markowiak et al., 2019), which have different actions, among which
are anti-inflammatory, immunomodulatory, antioxidant and antimicrobial activity (Vallejo et al., 2020). However, the evidence
on mechanisms of action by which these products exert their specific effects in certain systems or diseases has still not been
completely elucidated (Barros et al., 2020; De Almada et al., 2016).

3.2 Exopolysaccharides

Exopolysaccharides (EPS) from probiotic lactic acid bacteria (LAB) are natural biopolymers composed of sugars and
have been used for various applications, mainly for biological activities in vitro as well as in vivo (Freitas et al., 2011; Badel et
al., 2011). Researchers have reported that this biological high-molecular long-chain polysaccharide can be a potential inhibitor
of viral infection, especially in the systemic and respiratory. There follow examples of studies in which the EPS of probiotic
bacteria has been used as agents against some known virus diseases.

Metabolites produced by Lactobacillus plantarium proved to be effective against Transmissible Gastroenterits Virus
(TGVE) infection, a member of the Coronaviridae family (Yang et al., 2017). The authors observed a reduction of TGEV
proliferation up to 78% by administering 1/4 dilution of a metabolic product of L. plantarium, and they later found that the
major component of the metabolic product was EPS. Biliavska et al., (2019) reported that EPS produced by Lactobacillus spp.
strain was capable of releasing the human adenovirus type 5 (HAdV-5) from cells after virus adsorption. Kim et al., (2018)
investigated the effects of EPS from L. plantarium against rotavirus in vitro and in infected neonatal mice. They concluded that
EPS displayed a high rate of adhesion and thus interfered with the rotaviral attachment to the cells in vitro. They reported that
EPS decreased the rotavirus replication in the intestine of mice and reduced the symptoms after rotavirus infection: limited
epithelial lesion, reduced episodes of diarrhea, and shortened the time to recovery of suckling mice. Nagai et al. (2011) found
that mice infected by influenza virus and treated with yogurt and EPS of L. delbrucki and L. bulgaricus showed a decrease of
influenza virus titer. Compared to groups treated with water, there was a significant increase of anti-influenza virus antibodies
(IgA, 1gG) in the bronchoalveolar lavage fluid at 4 days post-infection NK cell activity of splenocytes in both groups.
According to Vivier et al. (2008) NK cells are important lymphocytes that play a crucial role in the defense against various
virus infections. Thus, the authors concluded that yogurt fermented with EPS produced by L. bulgaricus can act on the immune
system and protect against influenza virus infection.

Based on several studies, EPS therapy may be a candidate for reducing the severity of the COVID-19 infection or
even for inhibiting the entrance of the virus into cells. According to Biliavska et al. (2019), bacterial exopolysaccharides show
significant antiviral activity due to the degradation of the viral particles, a decrease in the titer of viruses, the blocking of viral
DNA replication, and the release of the infectious virus particle. However, the antiviral mechanism of EPS has not been
studied sufficiently. It is known that stimulation of the immune system occurs. Lactobacillus and its exopolysaccharides can
stimulate the synthesis and accumulation of interleukin 12 to enhance the activity of natural killer cells and the synthesis of
IgA. By activating the immune response and producing IgA, it was possible to decrease the influenza virus infection (Jung et
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al., 2017). As shown, some probiotic strains such as from Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus and Streptococcus with
their EPS were indicated to show stronger therapeutic effect against several types of virus: adenovirus type 5, rotavirus,

gastroenteritis corona virus and influenza virus (Biliavska et al., 2019; Kim et al., 2018; Yang et al., 2017).

3.3 Hydrogen peroxide

Hydrogen peroxide (H20>) is an important substance in the metabolism of living organisms, produced by several
bacteria including probiotics (Forman et al., 2008). According to Valko et al. (2007) oxidizing agents such as H20,, represent a
key element of the innate mammalian immune system and function in endosomal compartments to inactivate intracellular
pathogens.

H20- plays an important role as a defense mechanism to prevent contamination by opportunistic microrganisms. The
antiviral effects of H,O;, have been studied for a long time. Klebanoff et al. (1991) reported that Lactobacillus found in the
vaginal environment can produce H2O- as a natural microbicide that can be toxic to a number of viruses, including HIV and
hsv-2. The authors observed that in vitro tests revealed the amount of H,O, generated by 107 organisms was sufficient to
inactivate HIV. Studies also demonstrated that H,O. can be a means for producing viral vaccines. Amanna et al. (2012)
developed a new vaccine based on H.O; to inactivate viruses. They observed that neutralizing antibody and CD8+ T cell
responses that were induced by H>O, had an effective antiviral function. They concluded that H,O, conferred protection
against a range of viral pathogens and improved antigenicity and immunogenicity when compared to other standard
approaches used for virus inactivation (formaldehyde and B-propiolactone).

Due to its antiviral activity and favorable safety profile, H,O, from probiotic bacteria can be considered as antiviral
candidates to be further evaluated against Sars-Cov-2 infection. To date, studies have only reported the effect of H,O; as a
virucidal agent for material and surface disinfection. For example, Ibafez-Cervantes et al. (2020) reported that H.O, was
efficient at disinfecting N95 masks contaminated by Sars-Cov-2 and Kampf et al. (2020) found that 0.5% of H,O- solution is
effective at inactivating human coronaviruses such as Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and Middle East
Respiratory Syndrome (MERS) on inanimate surfaces Kampf et al. (2020). However, the use of H-O; in the nose, mouth and
throat in a specific concentration is clearly indicated to enhance those local innate responses to viral infection against

coronavirus (Caruso et al., 2020).

3.4 Bacteriocins

Bacteriocins are ribosomally synthesized peptides by several lactic acid bacteria that have a bactericidal or
bacteriostatic effect against related or unrelated bacteria (Al Kassaa et al., 2016) and potential for inhibition against several
viruses. However, the repertoire of bacteriocins that have antiviral activity includes some that have been reported in several
studies but the mechanisms of these bacteriocins are still little known (Aspri et al., 2016).

Bacteriocins synthesized by Enterococcus durans isolated from goat milk were evaluated for antiviral activity against
herpes simplex virus 1 (HSV-1) and poliovirus (PV-1) in Vero cells (Cavicchioli et al., 2017). The authors observed that the
bacteriocin GEn17 had the best percentage (71.6%) of HSV-1 inhibition, with a 50% inhibitory concentration (ICso) of 24 g/
mL and a selectivity index (SI) of 17.8, while GEn09 showed the best antiviral performance against PV-1, reaching 92.2%
inhibition, with 1Cs of 22.2 pg / mL and Sl of 25.8. These results indicate that the bacteriocins produced by E. durans proved
to be effective in inhibiting this virus.

On the other hand, pediocin-like bacteriocin ST5Ha synthesized by E. faecium ST5Ha was active against HSV-1 virus
with selectivity index 173 and 1Csp of 50 pg/ mL in Vero cells (Todorov et al., 2010). A non-cytotoxic bacteriocin produced by
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 1043 demonstrated virucidal activity against H7N7 and H7N1 influenza virus,
with ICsp of 5.6 ng/ mL and 4.2 ng/ mL, respectively (Serkedjieva et al., 2000).

HSV-1 and HSV-2 show susceptibility to the peptide ST4V synthesized by E. mundtii ST4V in Vero cells of the
kidney of the African green monkey in a dose-dependent manner with a 99.9% inhibition percentage of the two viruses at an
ICs value of 400 pg/ mL (Todorov et al., 2005).

The results reported by Wachsman et al. (2003) also indicate that enterocin CRL35 by E. faecium showed antiviral
activity with an ICsp value of 15 pg/ mL against HSV-2 in Vero cells. They also point out that this virucidal activity may be
due to inhibition of late protein synthesis such as extracellular D-glycoprotein responsible for viral assembly, since 25 pg/ mL
of CRL35 was able to reduce 65% of the production of this protein.

The anti-influenza activity of enterocin-B by E. faecium L3 was also assessed and its 1Csp of 5 pug/ mL caused 100%
inhibition of H3N2 virus reproduction and 33% inhibition of HIN1 virus in the MDCK cell line. Likewise, when this strain of
E. faecium L3, at a dose of 1 x 107 CFU, was evaluated for the health and survival of mice affected by HIN1 influenza viral
infection, 20% of the mice in the experimental group recovered in contrast with the group without the probiotic all of which
died (Ermolenko et al., 2018).

Recently, metabolites of Lactobacillus plantarum from the plantaricin category were selected to design an antiviral
computational product to slow, inhibit or kill the new Sars-CoV-2. Plantaricin was able to bind tightly by blocking RdRp
(RNA-dependent RNA polymerase), the residual binding domain (RBD) of spike protein S and ACE2 (angiotensin-converting
enzyme 2) with binding energies -14,7, -11.1 and -12.7, respectively (Anwar et al., 2020).

4. Final Considerations

We have reported on postbiotics with antiviral effects found in the literature. Several research groups have reported
the promising effects of postbiotics as an efficient vehicle against several types of viruses. However, further investigation of
the underlying mechanisms is required. As no therapeutic agents for COVID-19 have as yet been approved, there is an urgent
need to investigate bioproducts such as postbiotics and to test them on their own or combined with probiotic strains against the
current COVID-19 and other CoV infections.
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Resumo

Exopolissacarideos de bactérias acido laticas sdo biopolimeros conhecidos pela diversidade estrutural e devido a isto
eles apresentam varios efeitos benéficos a salde humana, podendo atuar como imunomoduladores, antioxidantes,
antitumorais etc. Sabe-se que os exopolissacarideos também auxiliam no equilibrio da microbiota intestinal, porém
ainda ndo ha constatacdo de que seja por efeito prebidtico. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar o
desempenho dos exopolissacarideos produzidos por Bactérias acido laticas como prebidticos por meio de uma revisao
sistemética de literatura. A revisao foi realizada adotando a estratégia PRISMA. Foram coletados estudos realizados
entre 2011 e 2020, utilizando 4 diferentes bases de dados. As palavras chaves empregadas foram: “exopolysaccharides”,
“prebiotics”, “prebiotic potential”, “prebiotic effects”, “lactic acid bacteria” e “probiotics”. Foram analisadas ao todo,
7 referéncias relativas aos efeitos prebidticos de EPS em geral, e destes poucos realizaram estudos clinicos
randomizados e controlados. Embora os EPS estudados tenham apresentado caracteristicas tipicas de um prebiético,
ainda ha a necessidade de estudos futuros com melhor delineamento experimental para verificar com maior precisao
esses efeitos, bem como a determinacdo da duracdo e dosagens adequadas.

Palavras-chave: Bactéria acido latica; Exopolissacarideo; Prebidtico.

Abstract

Exopolysaccharides from lactic acid bacteria are biopolymers known for their structural diversity and because of this
they have several beneficial effects on human health, and can act as immunomodulators, antioxidants, antitumors etc.
It is known that exopolysaccharides also help in the balance of the intestinal microbiota, but there is still no evidence
that it is due to a prebiotic effect. Therefore, this study aimed to evaluate the performance of exopolysaccharides
produced by lactic acid bacteria as prebiotics through a systematic literature review. The review was carried out adopting
the PRISMA strategy. Studies carried out between 2011 and 2020 were collected, using 4 different databases. The key
words used were: “exopolysaccharides”, “prebiotics”, “prebiotic potential”, “prebiotic effects”, “lactic acid bacteria”
and “probiotics”. A total of 7 references were analyzed regarding the prebiotic effects of EPS in general, and of these
few, randomized and controlled clinical studies were carried out. Although the EPS studied have presented typical
characteristics of a prebiotic, there is still a need for future studies with a better experimental design to verify these
effects with greater precision, as well as to determine the appropriate duration and dosages.

Keywords: Lactic acid bactéria; Exopolysaccharide; Prebiotic.
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Resumen

Los exopolisacaridos de las bacterias del acido lactico son biopolimeros conocidos por su diversidad estructural y por
ello tienen varios efectos beneficiosos sobre la salud humana, pudiendo actuar como inmunomoduladores,
antioxidantes, antitumorales, etc. Se sabe que los exopolisacaridos también ayudan en el equilibrio de la microbiota
intestinal, pero aun no hay evidencia de que se deba a un efecto prebiotico. Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo
evaluar el desempefio de los exopolisacaridos producidos por las bacterias del &cido lactico como prebidticos a través
de una revision sistematica de la literatura. La revision se realiz6 adoptando la estrategia PRISMA. Se recogieron
estudios realizados entre 2011 y 2020, utilizando 4 bases de datos diferentes. Las palabras clave utilizadas fueron:
“exopolisacaridos”, “prebiodticos”, “potencial prebidtico”, “efectos prebidticos”, “bacterias del acido lactico” y
“probioticos”. Se analizaron un total de 7 referencias sobre los efectos prebioticos de los SEP en general, y de estos
pocos se realizaron estudios clinicos aleatorizados y controlados. Si bien los EPS estudiados han presentado
caracteristicas tipicas de un prebidtico, alin se necesitan estudios futuros con un mejor disefio experimental para verificar
estos efectos con mayor precision, asi como para determinar la duracion y dosis adecuadas.

Palabras clave: Bacterias del &cido lactico; Exopolisacarido; Prebidtico.

1. Introducéo

Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por Bactérias Acido Laticas (BAL) possuem caracteristicas fisico-quimicas,
através das quais proporcionam melhorias nas texturas e nas propriedades organolépticas melhorando a qualidade do produto
fabricado nas indUstrias alimenticias, de cosméticos, entre outras (Lynch, et al., 2018).

Para a indUstria, os EPS sdo de grande interesse comercial, pois ajudam na purificagdo ao final dos bioprocessos,
possuem propriedades fisico-quimicas reprodutiveis, além de existirem em grande abundancia (Jindal, Singh & Khattan, 2018).
Também sdo considerados essenciais fontes de hidrocol6ides (gomas alimentares) por proporcionar estrutura e estabilidade
quando aplicados na producéo de alimentos (Gao, et al., 2017).

Existem muitas aplicagbes industriais potenciais para EPS originado por BAL, como seu papel como gelificante,
espessantes, emulsificantes, estabilizantes, aglutinantes de agua e agentes viscosificantes. Além disso, 0 EPS produzido pela
BAL tem um papel potencial na preparacéo de produtos lacteos e a base de cereais (Daba, Elnahas & Elkhateeb, 2021).

No ambito de reologia, os EPS influenciam na capacidade de biopolimero, pois ddo maior uniformidade na estrutura
quimica do composto, considerando o tamanho e a frequéncia das ramificacfes e a massa molecular (Zhou, et al., 2018). Podem
ter acdo prebidtica, propriedade esta, que ainda se encontra em estudo para garantir sua eficicia (Caggianiello, et al., 2016).

A acdo prebidtica diz respeito ao crescimento de forma seletiva de microrganismos benéficos da microbiota intestinal
assim como de probioticos. A modulagdo dessa microbiota, e a inclusdo de probidticos na dieta, podem ser aproveitadas em
terapias alternativas para a prevencéo e tratamento de doencas (Arora, Green & Prakash, 2020; Carmo, 2019) e vém se tornando
cada vez mais comum nos suplementos alimenticios para favorecer a salde em geral dos seres humanos (Renschler, et al., 2020).

Assim, 0 objetivo dessa revisao sistematica foi investigar o uso de exopolissacarideos produzidos a partir das bactérias

acido laticas como prebidticos.

2. Metodologia
2.1 Diretrizes

Esta revisdo sistematica seguiu as diretrizes determinadas pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA). (Moher, et al., 2009).

2.2 Critérios de elegibilidade

Os artigos cientificos selecionados para esta revisdo sistematica foram aqueles que desenvolviam estudos primarios,
publicados em lingua inglesa nos Gltimos 10 anos, 2011 a 2020, que associaram a administragdo de exopolissacarideo produzidos
por Bals com acéo prebiotica em ensaios in vitro. Foram excluidos da revisdo sistematica artigos de estudo secundario (revisoes,
relatorios e livros) e duplicados, assim como estudos que ndo possuiam todos os critérios de elegibilidade, tais como: ensaios in
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vivo, que ndo utilizaram o exopolissacarideo como prebi6tico em teste.

2.3 Estratégias de pesquisa e identificacdo do estudo

A selegdo dos artigos foi realizada por trés revisores que o fizeram de forma independente, tomando como base trés
etapas: titulo, seguida de resumo e por fim o texto completo, a fim de verificar os critérios de elegibilidade. Na pesquisa de dados
as seguintes palavras-chave foram utilizadas: “exopolysaccharides”, “prebiotics”, “prebiotic potential”, “prebiotic effects”,
“lactic acid bacteria” e “probiotics”. Para obter maior alcance dos resultados, os termos foram interligados com a insergdo dos
operadores “or” e “and”. Devido a heterogeneidade dos estudos selecionados e qualidade do ensaio, ndo foi feita uma meta-

analise, logo os resultados foram resumidos em texto.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Artigos pesquisados

Na Figura 1 encontra-se um fluxograma para melhor entendimento do processo de selecdo dos trabalhos. Onde,
podemos observar que dos 487 artigos, inicialmente obtidos nas bases de dados Pubmed/ Medline/Web of science/ Scopus
/Science Direct, a partir da utilizacdo dos critérios de selecéo e elegibilidade, restaram 7 artigos que passaram por uma leitura

cuidadosa.

Figura 1: Fluxograma de identificacdo e selecdo dos artigos para revisdo sisteméatica sobre o efeito prebidtico de

exopolissacarideos, 2011-2020.
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Fonte: Autores (2020).

Este fluxograma traz informagGes de como se deu a pesquisa da revisdo sistematica de forma sucinta seguindo 0s
critérios para a selecéo dos estudos apresentados usando os protocolos para a realizagéo da revisao sistematica.
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Os artigos incluidos analisaram a influéncia dos exopolissacarideos com acdo prebi6tica na microbiota intestinal em ensaios in vitro. Na Tabela 1 tem-se um compilado de

informacdes relevantes sobre os artigos analisados e os pontos principais para analise desse efeito prebidtico do EPS.

Tabela 1: Dados avaliados nos artigos utilizados neste estudo.

. . Carboidrato  Concentracd Tempo de
Microrganismos adrdo para o do EPS crescimento dos
Referéncias produtores de EPS pagrao p d Producéo de acido graxo . - Resultados (Efeito Prebidtico)
EPS cresum_e,n.to 0s como microrganismos
probidticos prebidtico probioticos
Aumento do acetato e do butirato, A levana influenciou no crescimento da
Liuetal, - . respectivamente, de 14.16 mM para populagdo de Bifidobacterium, mas ndo
(2020) Erwiniasp. 10119 Levana Inulina NR 30.37 mM e de 26.03 mM para 48h houve mudanga significativa na populagéo de
65.41 mM. Lactobacillus.
Lactobacillus Ao final das 48h de fermentagdo, o
Tang et al., delbrueckii ssp. e NR Inulina 1% total de AGCC der-eps 1, r-eps2 e 48h Os EPSs testados apresentaram forte efeito
(2020Y) Lactobacillus inulina foram, respectivamente, prebidtico em comparagao ao padréo.
bulgaricus. 145 mM, 135mM e 130 mM.
Lactobacillus x . .
Taég%zeéz?l., delbbrueck_ii ssp. NR Inulina e Glicose NR NR 48h gﬁ?dob;c;eriuonlzéervado crescimento - de
ulgaricus
Lactobacillus
delbrueckii
Hussein et al., bulgaricus, NR NR NR NR 24h, 48h, 72h,  Maior efeito prebidtico com o EPS de
(2015) Lactobacillus 96h, 120 h Lactobacillus delbrueckii bulgaricus.
helveticus e
Lactobacillus casei
. Aumento significativo das populacbes de
Dasetal., Lactobacillus Glucano Inulina 1% NR 24h Bifidobacterigum Infantis e pLzl?lctogacillus.
(2014) plantarum DM5 sp
Lactococcus lactis,
Leuconostoc
Grosu-Tudor et citreum, Weissella A producéo de acetato foi de 12 Apenas os HoPs mostraram efeito
al., (2013) confusa/cibaria, NR Lactose 5oL mMJ/L. 92h bifidogénico.
Streptococcus
thermophilus
Weissella cibaria,
Weissella . . N . L
Hongpattaraker confusa, Lactobacil _ Apo§ 24 h,d_e 5|mulla}gao, a O EPS _de Weissella c!barla foio gu_bstrato
NR Glicose 1% producdo de acido acético foi de  24h, 48h que estimulou o crescimento de Bifidum

eetal., (2012) lus plantarum e
Pediococcus

pentosaceus

10 L.

bifido, de 6.17 para 7.54 log CFU/mL.

NR: Néo Referenciado. Fonte: Autores (2021).
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Nesta tabela observa-se os resultados dos artigos analisados com suas respectivas informacdes relevantes para o estudo,

como a producéo de EPS e tempo de cultivo do microorganismo, producéo de acido graxos, fonte de carbono e efeito prebiético.

3.2 Efeito prebiodtico

A maioria dos estudos demonstram que o exopolissacarideo tem efeito prebiético devido ao seu efeito bifidogénico e
ao estimulo do crescimento das bactérias acido laticas, como Lactobacillus spp. (Hongpattarakere, et al., 2012; Das, et al., 2014;
Tang, et al., 2020?).

De acordo com estudos avaliados foi observado a falta ou baixo estimulo do crescimento de bactérias patogénicas como
Clostridium spp., Escherichia coli e Bacteroides com as suplementagdes de exopolissacarideos aos meios de cultura. O nao
crescimento desses microrganismos sugere que o prebidtico serve como fonte de carbono apenas para probi6ticos, atingindo
assim sua funcionalidade final (Hongpattarakere, et al., 2012; Grosu- Tudor et al., 2013; Das, et al., 2014; Liu, et al., 2020; Tang,
etal., 20202).

Foi identificado que os exopolissacarideos que serviram como melhores fontes de carbono para bactérias probidticas
foram os homopolissacarideos, devido o mesmo ser resistente a passagem gastrointestinal e ndo sofrer degradacdes significativas,
podendo-se dizer que possuem efeito de fibra (Grosu-Tudor, et al., 2013 e Tang, et al., 2020%). Entretanto, foi observado que
heteropolissacarideos formados por glicose e arabinose, produzidos por Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, apresentam
alto indice como prebidtico (Hussein, et al., 2015).

O estudo de Das, et al. (2014) é pioneiro na anélise da acdo prebidtica do glucano DM5 produzido a partir de L.
plantarum DM5. O glucano DM5 em comparagdo com a goma de guar, que j& é muito utilizada na industria, se mostra como
bom biofloculante e emulsificante, por suportar altas temperaturas, ter uma boa retencdo de dgua, e apresentar uma estrutura
formada por polissacarideos. Ele também estimula o crescimento de L. plantarum DMS5, L. acidophilus NRRL B-4496 e B.
infantis NRRL B-41661, em comparacdo com a inulina, que ja é considerado prebidtico.

Foi analisado a taxa de crescimento de Bifidobacterium a partir de EPS produzidos por Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus SRFM-1 (Tang, et al., 2020%; Hussein, et al., 2015), Lactococcus lactis (Grosu-Tudor, et al., 2013), Weissella cibaria
A2 (Hongpattarakere, et al., 2012) e Erwinia spp. 10119 (Liu, et al., 2020) e em todos 0s casos houve aumento populacional
significativo, o que demonstra uma eficacia da agéo prebidtica dos EPS produzidos por essas cepas.

Estudos que analisaram fracdes de exopolissacarideos produzidas por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus SRFM-
1 mostram sua eficiéncia como fontes de carbono para o crescimento de bactérias do género Lactobacillus, como a L. plantarum
70810 e a L. casei ssp. rhamnosus LS-8. Assim como conseguem reduzir o volume de células de Escherichia coli e ndo estimulam

o0 crescimento de Streptococcus thermophilus (Tang, et al., 20202).

3.3 Producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os é&cidos graxos de cadeia curta sdo essenciais para a salde do hospedeiro, e por isso a avaliacdo de sua producao
oriunda da fermentacao de prebidticos se torna um fator importante na analise do potencial destes suplementos. Alguns exemplos
da atuacdo dos AGCC no organismo sdo: o &cido butirico, que previne contra o cancer colo retal e é fonte de energia para a
microbiota intestinal, o acido propidnico que reduz a sintese de colesterol no figado e aumenta o metabolismos de lipideos e o
acido acético que é oxidado pelo coracdo (Maldonado-Contreras, et al., 2020; Gibson, et al., 2017).

A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta, principalmente de &cido acético, foi um parametro avaliado nos
resultados da suplementacdo de exopolissacarideo como prebidtico, pois, esses sdo produzidos a partir da fermentagdo de fontes
de carbono pela microbiota intestinal e, como supracitado, tem um grande fator de importancia para a salde do hospedeiro
(Hongpattarakere, et al., 2012; Grosu- Tudor, et al., 2013; Liu, et al., 2020; Tang, et al., 2020%).
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Grosu-Tudor, et al. (2013) relacionou a baixa produgdo de &cido acético, 12mM/litro, ao baixo crescimento de
Bifidobacterium spp. o qual foi suplementado com exopolissacarideo produzido por Lactococcus lactis 1.8 ap6s 24 horas.

Por fim, Tang, et al. (2020%) demonstrou 0 aumento da concentragdo de todos os &cidos graxos de cadeia curta (férmico,
acético, propibnico e butirico), apés 48h de fermentacdo das fragcBes de exopolissacarideo obtidos de L. delbruecckii ssp.
bulgaricus SRFM-1.

3.4 Degradacéo do exopolissacarideo na simulacdo do sistema gastrointestinal

Tang, et al. (2020)t 2 verificaram, em ambos estudos, que ap6s a simulagdo in vitro da digestdo no sistema
gastrointestinal, 2 fracdes de EPS (r-eps 2 e r-eps3) sintetizadas por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus SRFM-1
apresentaram reducdo de 13.4% e 10.6% das massas, respectivamente, ao mesmo tempo a frago r-epsl1 apresentou insignificante
variacdo, esta foi a que obteve melhores taxas de fermentacdo por bactérias probidticas.

No estudo realizado por Grosu-Tudor, et al. (2013), todos os seis exopolissacarideos selecionados ao passarem pela
simulacdo do trato gastrointestinal superior ndo sofreram degradacdo, tanto os homopolissacarideos, quanto o0s
heteropolissacarideo.

Foi observado por Hongpattarakere, et al. (2012) baixa percentagem de degradacdo do EPS W.cibaria A2 quando
submetido a simulacdo gastrica intestinal. Ja para Das, et al. (2014), os percentuais de digestdo de exopolissacarideo

Lactobacillus plantarum DM5 foram irrelevantes.

4. Discusséo

Apesar do acelerado crescimento de conhecimentos e da literatura cientifica sobre microbiota intestinal e prebioticos,
esta revisdo sistematica mostrou que as informacgdes sdo muito limitadas no que se refere ao potencial do EPS de agir como um
prebiotico. Nao foi encontrada nenhuma reviséo sistematica sobre esse tema.

Nos trabalhos analisados ndo hd uma homogeneidade nos microrganismos utilizados para analise da producéo de EPS,
assim, torna-se dificil comparar os resultados e as diferengas na microbiota intestinal em cada estudo analisado.

Foi observado que os homopolissacarideos (HOPS) apresentaram melhores resultados no estimulo do crescimento de
bactérias ndo patogénicas Bifidobacterium bifidum, exceto os produzidos por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, que nao
apresentaram desenvolvimento de Bifidobacterium bifidum nos seus resultados.

Em todos os estudos, ndo houve degradacdo significativa dos EPSs homopolissacarideos e heteropolissacarideos que
foram submetidos & simulacéo gastrointestinal. 1sso se deve ao fato desses EPS possuirem efeito de fibra, ou seja, nenhum deles
foi degradado durante a simulagéo pela passagem no sistema gastrointestinal, e com isso, eles podem atingir colon sem serem
hidrolisados ou absorvidos na parte superior do trato gastrointestinal (Grosu-Tudor, et al., 2013).

E importante a avaliacdo da producéo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) oriundos da fermentacao de prebiGticos,
pois é um fator essencial para qualificar o potencial destes suplementos, visto que eles auxiliam na satde do hospedeiro, como
na criagdo de uma barreira para substancias nocivas, assim como na reducéo de inflamacéo e de risco de cancer no intestino
(Gibson, et al., 2017).

Entretanto, apesar dos estudos mostrarem que houve producgdo de &cido graxo, essa quantidade ndo foi especificada, e
os trabalhos de Grosu-Tudor et al. (2013) e Hussein et al. (2015), ndo expdem se houve produgdo. Logo, ndo é possivel chegar
a uma conclusdo em como de fato esse pardmetro interferiu nos estudos analisados.

As diferentes metodologias empregadas para a andlise da agdo prebiotica do EPS na microbiota intestinal dos ensaios
estudados e as diferentes espécies de bactérias avaliadas inviabilizaram a determinacdo de um padréo especifico que garanta a

eficiéncia da agdo prebidtica do EPS em sua totalidade.
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Outros aspectos que dificultam a comparabilidade dos resultados obtidos séo a variabilidade das fontes de carbono
utilizadas nos estudos. Porém, se observa que os trabalhos que usaram como fonte de carbono a sacarose, a produgao de EPS foi
muito significativa, entdo sugere-se que em futuros trabalhos a sacarose seja utilizada como Unica fonte de carbono.

Diante da heterogeneidade dos ensaios in vitro, evidencia-se a necessidade de padronizacdo dos critérios e definicbes
utilizados para permitir a comparacgdo entre 0s microrganismos e sua producdo de EPS, conforme mencionado na literatura.
Portanto, independentemente das analises realizadas, ndo pode-se afirmar apenas com esses trabalhos que o EPS possui acao

prebidtica em todos os casos.

5. Concluséao

A presente revisdo sistematica constatou que EPS produzido por BAL apresentou influéncia no crescimento de
Bifidobactérias assim como em cepas de bactérias acido laticas probiéticas, tais como as do género Lactobacillus. Tal influéncia
ndo foi observada para o crescimento de bactérias ndo probidticas e patogénicas. Além disso, alguns do EPS testados possuem
baixa degradacdo frente a passagem no sistema gastrointestinal. Com isso, 0 presente estudo sugere a incorporagdo de EPS em
alimentos funcionais com o titulo de prebidtico, porém existe a necessidade de mais estudos para confirmar o tipo de EPS,
duracdo do efeito e a dose de suplementacéo, a fim de aumentar as evidéncias dos resultados descritos pelos estudos.
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