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RESUMO

O écido L-glutdmico é um dos principais aminoacidos presentes em uma grande
variedade de alimentos. E usado principalmente como um aditivo alimentar na forma de
glutamato monossddico e a sua producdo se da, quase que exclusivamente, por processo
fermentativo. Considerando o grande interesse comercial do acido L-glutdmico, a descoberta
de cepas com caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas desejaveis, a partir de substratos
diversificados, tais como alimentos e bebidas fermentadas € extremamente importante para o
mercado de aminodcido. A descoberta de novas espécies e cepas produtoras de &cido L-
glutdmico com novos atributos tais como a seguranca e o potencial probidtico proporcionam a
possibilidade de novas aplicagdes, bem como a obtencdo do aminoacido de maneira mais
eficaz, segura e barata. Assim, objetivou-se selecionar bactérias do acido latico isoladas de
alimentos fermentados, com capacidade de producdo de &cido glutdmico, bem como verificar
alguns atribuitos probioticos in vitro, e os melhores parametros de producdo do aminoéacido.
As bactérias provenientes da Colecdo de Cultura da Microbiologia Agricola (CCMA) foram
avalidadas de forma qualitativa, a capacidade de sintetizar L-glutamico pela cromatografia de
camada delgada (CCD) e, quantitativa, por espectofotometria utilizando curva padréo. Quanto
ao potencial probidtico, verificou-se as caracteristicas de seguranca, bem como a
hidrofobicidade, autoagregacdo e co-agregacdo. A producdo intracelular e extracelular do
aminoacido foi quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As
bactérias do acido latico isoladas de bebida indigena brasileira “Yakupa” pertencente a
espécie Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 e CCMA 0205, apresentaram maior
potencial na producdo de acido L-glutamico, intracelular e extracelular, respectivamente. Os
modelos de previsdo empirica desenvolvidos foram considerados adequados (p<0,05) para
descrever a producdo extracelular e intracelular de acido L-glutamico da cepa CCMA 0205
(R? = 0,83 e 0,84). As condicdes 6timas estabelecidas para a producdo de 4cido L-glutamico
pela cepa foram pH 4,5; temperatura de 35 °C e 0 tempo de 72 horas. O estudo apresenta o
potencial promissor de bactérias do acido latico isoladas de bebida indigena brasileira na
producdo de &cido L-glutamico, e fornece informacbes relevantes para a producdo do
aminoéacido por L. fermentum (cepa CCMA 0205).

Palavras-chave: Acido L-glutamico. Processos fermentativos. DCCR. RSM. L-aminoacidos.
Bactérias Acidas Latica (BAL).



ABSTRACT

L-glutamic acid is one of the main amino acids that is present in a wide variety of
foods. It is mainly used as a food additive in the form of monosodium glutamate and is
produced almost exclusively by fermentation. Considering the great commercial interest of L-
glutamic acid, the discovery of strains with desirable biochemical and physicochemical
characteristics, from diverse substrates, such as fermented foods and beverages, is extremely
important for the amino acid market. The discovery of new species and strains producing L-
glutamic acid with new attributes such as safety and probiotic potential provide the possibility
of new applications, as well as obtaining the amino acid more effectively, safely and cheaply.
Thus, the objective was to select lactic acid bacteria isolated from fermented foods with the
capacity to produce glutamic acid, as well as to verify some probiotic attributes in vitro and to
verify the best parameters of production of the amino acid. The bacteria from the agricultural
microbiology culture collection (ACC) were qualitatively evaluated for their ability to
synthesize L-glutamic by thin layer chromatography ( TLC ) and quantitatively by
spectrophotometry using a standard curve. As for the probiotic potential, safety features were
verified, as well as hydrophobicity, autoaggregation and coaggregation. The intracellular and
extracellular production of the amino acid was quantified by High Performance Liquid
Chromatography-HPLC. The lactic acid bacteria isolated from the Brazilian indigenous drink
“Yakupa” belonging to the species Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 and CCMA
0205 showed greater potential in the production of L-glutamic acid, intracellular and
extracellular, respectively. The empirical prediction models developed were considered
adequate (p<0.05) to describe the extracellular and intracellular production of L-glutamic acid
from the CCMA 0205 strain (R* = 0.83 and 0.84). The optimal conditions established for the
production of L-glutamic acid by the strain were pH 4.5; temperature of 35°C and time of 72
hours. The study presents the promising potential of lactic acid bacteria isolated from a
Brazilian indigenous drink in the production of L-glutamic acid and provides relevant
information for the production of the amino acid by L. fermentum (strain CCMA 0205).

Keywords: L-glutamic acid. Fermentation processes. DCCR. RSM. L-amino acids. Lactic
Acid Bacteria (LAB).
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1 INTRODUCAO

Os L-aminoacidos sdo os principais componentes bioldgicos usados comercialmente
como aditivos em alimentos, suplementos alimentares, compostos de infusdo, agentes
terapéuticos e precursores para a sintese de peptideos ou produtos quimicos baseados na
agricultura (BASHIR et al., 2022; YUGANDHAR et al., 2006).

O é&cido L-glutamico foi o primeiro aminoacido produzido comercialmente e € o
aminoacido mais utilizado mundialmente (SHYAMKUMAR et al., 2014). Trata-se de um
aminoacido multifuncional usado principalmente como um aditivo alimentar e intensificador
de sabor (MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017). Além disso, € um dos
principais precursores especificos para outros aminoacidos, como arginina e prolina, e de
outras moléculas bioativas como o acido gama-aminobutirico (GABA) (ZAREIAN et al.,
2012).

Diferentes microrganismos podem excretar acido glutamico por por meio de processo
fermentativos, em destaque Corynebacterium glutamicum amplamente utilizado na industria.
Além disso, outras cepas potencialmente capazes de produzir &cido L-glutdmico tem sido
estudadas (KEERTHI et al., 2016; YUGANDHAR et al., 2010), dentre elas as bactérias acido
lcticas (BAL) (ZAREIAN et al., 2012).

O grupo das BAL compreende diferentes géneros de bactérias gram positivas, dentre
eles, os Lactobacillus (atualmente reorganizados em varios géneros) (ZHENG et al., 2020)
que consiste em um amplo e diverso grupo de espécies bacterianas, que em geral ndo sdo
patogénicas (MARTINEZ et al., 2014; WORAHARN et al., 2015). Sdo bactérias
frequetemente encontradas em diferentes alimentos fermentados e ainda que ndo possam, por
definicdo, serem consideradas probi6ticas, muitas delas sdo evolutivamente relacionadas a
microrganismos probidticos e compartilham as mesmas caracteristicas responsaveis pelas
propriedades promotoras da salide (REZAC et al., 2020). Contudo, pouco se sabe sobre a
producdo de acido glutamico por estes microrganismos. Assim, o rastreamento de BALS
capazes de produzir o aminoacido com caracteristicas produtivas, competitivas e com
elevadas capacidades metabolicas, pode ser um potencial tecnoldgico bastante interessante
para a industria. Tendo tem vista seu carater seguro e a sua constante aplicabilidade no setor
alimenticio.

Os principais fatores de otimizacdo do processo de fermentacdo do acido L-glutdmico

(pH, tempo, temperatura) podem ser usados para gerar informacdes preditivas precisas. Estas
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informagdes permitem compreender a via metabdlica de biossintese do acido glutamico por
BAL, e vislumbrar a aplicacdo em processos de bioproducéo eficazes no futuro, como por
exemplo, maximizacao das taxas de producdo deste aminoacido.

Diante desse contexto, o presente trabalho objetivou selecionar bactérias do acido
latico isoladas de alimentos fermentados com capacidade de producéo &cido glutdmico, bem
como verificar algumas caracteristicas probidticas das cepas selecionadas e otimizar o

processo de producdo dos principais parametros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aminoacidos

Os aminoacidos possuem um o-carbono que esta ligado a quatro grupos funcionais:
um grupo amina (-NH,), um grupo carboxila (-COOH), um atomo de hidrogénio (H) e uma
cadeia lateral (-R). O carbono o é um estereocentro (ou centro quiral) da molécula, pois
depende do arranjo espacial desses quatro grupos diferentes. Assim, os aminoacidos, com
excecdo da glicina, apresentam duas formas isoméricas: o levdgiro (L) e dextrégiro (D) que
ocorrem na natureza (ALIASHKEVICH; ALVAREZ; CAVA, 2018). Sendo que, os L-
aminoéacidos também denominados proteinogénicos sdo utilizados pelas células para sintetizar
proteinas (ALIASHKEVICH; ALVAREZ; CAVA, 2018).

Existem principalmente 3 tipos diferentes de producdo de aminoacidos: extracdo a
partir de hidrolisados protéicos (majoritariamente de origem vegetal), sintese quimica (por
vezes mais acessivel economicamente que a sintese microbiana, porém o produto € obtido em
uma mistura racémica, opticamente inativa de isdbmeros D e L) e a produgdo microbioldgica
por meio da fermentacdo (SATO, 2001).

Os aminoacidos sdo moléculas organicas bioguimicamente atrativas e promissoras.
Sua aplicabilidade varia de aditivos de racdo animal, intensificadores de sabor, ingredientes
em cosmeéticos, nutrientes especiais em campos farmacéuticos e médicos (D’ESTE;
ALVARADO-MORALES; ANGELIDAKI, 2018).

Devido a demanda mundial, o mercado de aminodcidos devera aumentar
significativamente, com taxa de crescimento de aproximadamente de 5,6% sobre 2017-2022 e
segundo estimativas atingindo 25,6 bilhdes dolares em 2022. O constante aumento se deve
principalmente aos setores alimenticios, farmacéutico, cosméticos, sobretudo ao aumento da
procura por produtos dos segmentos relacionados a aditivos para ra¢do animal e suplementos
alimentares (INDUSTRY EXPERTS, 2018; TMR, 2018; MORDOR INTELLIGENCE,
2018).

Assim, a disseminacdo do uso dos aminoacidos e o aprimoramento de sua ciéncia nos
ultimos anos, principalmente em relacdo a técnicas de engenharia genética, processos
biotecnoldgicos e, em particular, a fermentacdo com o auxilio de cepas como C. glutamicum
ou Escherichia coli (geneticamente modificado), desempenham um papel significativo na

producéo industrial da maioria dos aminoacidos (HASHIMOTO, 2016). Contudo, apesar das
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inimeras vantagens da producdo de aminoacidos fermentativos, o processo ainda precisa de
melhorias significativas, com aumento da produtividade e reducdo dos custos de producédo
(D’ESTE; ALVARADO-MORALES; ANGELIDAKI, 2018).

2.1.1 Metabolismo dos aminoéacidos

O microrganismo modelo para os estudos da biossintese de aminoacidos é o C.
glutamicum. Trés principais vias foram identificadas como responsaveis em gerar
aminoacidos: Embden-Meyerhof- Via de Parnas (glicolise), a via das pentoses fosfato (PPP) e
em destaque, o ciclo do &cido tricarboxilico ou &cido citrico (krebs). Um complexo aparato
enzimatico estd envolvido na conversdo do carbono nestes diferentes processos, gerando
moléculas intermediarias, que por sua vez sdo precursoras de diferentes aminoacidos
(EGGELING; SAHM, 2011).

Na glicolise, responsavel pelo catabolismo dos acucares, a glicose € convertida em
piruvato e transportadores de energia, como ATP e NADH. Ja no ciclo de Krebs, o acetil-
CoA, produzido pela degradacdo de acUcares, é oxidado através de varias etapas em CO»,
gerando NADH na sua fase catabdlica. Além destes também pode produzir dois precursores
dos aminoéacidos; glutamato e aspartato, a partir de diferentes intermediarios tais como
succinil-CoA. Ja a PPP é responsavel por fornecer o poder redutor NADPH,ribose 5-fosfato e
eritrose 4-fosfato, sendo os dois Gltimos precursores para a biossintese dos aminoéacidos
(D’ESTE; ALVARADO-MORALES; ANGELIDAKI, 2018).

2.1.2 Biossintese do acido L-glutédmico

Para a biossintese do acido glutamico, a glicose é decomposta em fosfoenol piruvato e
depois em piruvato, por diferentes reacbes enzimaticas pela via glicolitica. O piruvato é
convertido em acetil-CoA. O fosfoenol piruvato (pela enzima fosfoenol piruvato carboxilase)
pode ser independentemente convertido em oxaloacetato. Ambas as reac¢des de carboxilacéo
requerem biotina como cofator (SATO, 2001).

A proxima série de reacOes que se seguem sdo conhecidas como reacdes pertencentes
ao ciclo do &cido citrico (Krebs), em que o metabolito chave, a-cetoglutarato, é produzido.
Rotineiramente, no ciclo de acido citrico, a - cetoglutarato é influenciado pela enzima o-
cetoglutarato desidrogenase para formar succinil CoA (D’ESTE; ALVARADO-MORALES;
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ANGELIDAKI, 2018). Contudo, para a produgdo de acido glutimico, o a-cetoglutarato é
convertido em &cido L-glutamico (FIGURA 1) pela enzima glutamato desidrogenase (GDH).
O fornecimento e a utilizacio de NADPH + H™ ocorre de forma ciclica por meio da
participagdo das duas enzimas, nomeadamente isocitrato desidrogenase e glutamato
desidrogenase. Assim, a partir de uma molécula de glicose pode ser formada uma molécula de
acido glutamico (HIRASAWA; SHIMIZU, 2016).

Figura 1 - Biossintese do acido glutamico (reacao 9) a partir da glicose.
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Fonte: Nakamori (2008).

O requisito essencial para a producdo de acido glutdmico € a alta capacidade de
fornecimento dos metabdlitos do ciclo do &cido citrico. Isso é possivel por uma conversdo
eficiente de fosfoenol piruvato, bem como piruvato para oxaloacetato. Portanto, existem duas

enzimas (fosfoenol piruvato carboxilase e piruvato carboxilase) para produzir oxaloacetato
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eficientemente, enquanto ha apenas uma enzima (piruvato desidrogenase) para a formagao de
acetil CoA. Outra enzima chave que pode facilitar a producéo ideal de acido glutamico ¢ a a-
cetoglutarato desidrogenase do ciclo do 4&cido citrico. Sua atividade tem que ser
substancialmente baixa para uma boa sintese do &cido glutdmico, como é o caso de C.
glutamicum (IKEDA, NAKAGAWA, 2003).

Sabe-se que expor as células a antibioticos (por exemplo, penicilina) e surfactantes
reduz a atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, enquanto a atividade da glutamato
desidrogenase permanece inalterada. Deste modo, para regulacdo da biossintese do
aminoacido, a oxidacdo do a-cetoglutarato através do ciclo do acido citrico deve ser
minimizada, enquanto a formacédo do acido glutdmico é maximizada (SATO, 2001; IKEDA,
NAKAGAWA 2003).

2.1.3 Acido glutamico

O é&cido glutdmico (simbolo Glu ou E) também conhecido como glutamato, é um dos
20-22 aminoacidos que € utilizado por quase todos os seres vivos na biossintese de proteinas.
N&o é essencial em humanos, o que significa que o corpo pode sintetiza-lo, especificamente
no figado. S8o produzidos mediante os codons genéticos GAA e GAG. O glutamato
representa cerca de 9% dos aminoacidos das proteinas do organismo humano. E 0 mais
frequente dos aminoacidos na sequéncia primaria de nossas proteinas. E também um
neurotransmissor excitatorio, de fato o mais abundante no sistema nervoso dos vertebrados.
Além disso, serve como precursor para a sintese do &cido gama-aminobutirico inibitorio
(GABA), neurotransmissor inibitdrio do sistema nervoso dos animais (YIN; CHENG; FANG,
2018).

O é&cido glutdmico pode ser precursor de diferentes aminoacidos, incluindo a ornitina e
a arginina. Quando aminado, o acido glutamico forma o importante aminoécido glutamina. O
acido glutdmico é um dos dois aminoacidos (0 outro é o acido aspartico) que possui uma
carga negativa no pH fisiologico. Esta carga negativa torna o acido glutdmico uma molécula
bastante polar e presente no exterior de proteinas e enzimas, ficando livre para interagir com
0s meios celulares aquosos que o cercam (SATO, 2001).

O é&cido glutamico é o aminoacido mais importante como um intensificador de sabor,

usado como um aditivo alimentar na forma de glutamato monossodico (MSG), muito
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conhecido devido ao seu sabor Gnico “Umami” (MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO;
REYES, 2017).

Inicialmente, 0 MSG era produzido pela hidrolise vegetal, principalmente de glaten de
proteina de trigo ou soja desengordurada, um subproduto da producdo de molho de soja, com
0 uso de &cidos. Contudo, novos métodos para produzir acido glutdmico foram necesséarios
devido ao aumento da demanda por MSG e a escassez de matérias-primas para a producao.
Assim, os pesquisadores comecaram a investigar a producdo de acido glutamico por células
microbianas (HIRASAWA,; SHIMIZU, 2016).

Diversas técnicas de fermentacdo tém sido utilizadas para a produgdo de acido
glutdmico (como fermentacdo continua e batelada) (AMIN; AL-TALHI, 2007). E para tal,
além de glicose, o &cido glutamico foi produzido com varios tipos de matérias-primas
utilizando fermentacdo de hidrolisado de residuos de palma (DAS et al., 1995;
TAVAKKOLI; HAMIDI-ESFAHANI; AZIZI, 2012), amido de mandioca (JYOTHI et al.,
2005) e bagaco de cana-de-acucar (AMIN; AL-TALHI, 2007; ABOU-TALEB, 2015).

O processo convencional de producdo envolve varias etapas, como fermentacgéo,
centrifugacgéo, adsorcdo de carbono, evaporagdo, cristalizagdo, troca ionica e outras diferentes
etapas, para obter o acido glutdmico na concentracdo e purificagdo desejadas. Apesar do
potencial e variavel aplicacdo em larga escala, a producdo econdmica de &cido glutamico de
alta pureza tem permanecido um desafio por décadas, principalmente devido as vérias etapas
de processamento e aos fatores de custo associados (KUMAR,;
VIKRAMACHAKRAVARTHI; PAL, 2014).

2.2  Microrganismos produtores de acido L-glutamico

Em termos de quantidade de aminoacidos produzidos por fermentacdo, o L-glutamato
é 0 aminoacido mais importante produzido por ano (3,3 milhdes de toneladas), seguido por
L-lisina (2,2 milhdes de toneladas) (SANCHEZ et al., 2018). O acido L-glutdmico foi o
primeiro aminoacido a ser produzido por microrganismos.

A bactéria C. glutamicum foi usada pela primeira vez para a fabricagdo em larga
escala de acido glutdmico e continua sendo usada com sucesso até hoje (SANCHEZ;
DEMAIN, 2014; HIRASAWA,; SHIMIZU, 2016).

C. glutamicum é um bacilo aerdbio, gram-positivo, capaz de crescer em meio salino

mineral simples com glicose, desde que a biotina ndo seja adicionada. Além da limitagdo da
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biotina, uma variedade surpreendentemente grande de outros tratamentos também resultam
em excrecdo de L-glutamato, por exemplo, adi¢do de detergentes selecionados, como Tween-
40, adicdo de penicilina, uso de cepas auxotrdficas de acido graxo entre outros (EGGELING;
SAHM, 2011). No geral, o metabolismo do glutamato desempenha um papel importante na
resisténcia ao estresse &cido e em varias outras condi¢cdes ambientais em bactérias bem
estudadas, como Escherichia coli e Listeria monocytogenes (FEEHILY; KARATZAS, 2013).

Outros microrganismos, embora usados em menor grau devido ao baixo rendimento,
ja foram empregados para a producdo de &cido glutdmico.Os géneros Arthrobacter
(VELDKAMP; VAN DEN BERG; ZEVENHUIZEN, 1963) , Micobacteria, Brevibacterium
(CHOI; NIHIRA; YOSHIDA, 2004), Pseudomonas (SHYAMKUMAR et al., 2014) e
Bacillus (CHAO ; FOSTER, 1958; LAWAL et al., 2011; ABOU-TALEB, 2015) ja foram
utilizados. Todos estes microrganismos tém certos caracteres morfoldgicos e fisioldgicos
comparaveis ao C. glutamicum. Bioquimicamente, as bactérias produtoras de acido glutamico
tém alta atividade da glutamato desidrogenase e baixa atividade da a-cetoglutarato
desidrogenase (HIRASAWA; WACHI, 2016).

2.2.1 Bactérias &cido laticas (BAL)

As Bactérias do Acido Lactico (BAL) estdo presentes em diferentes tipos de alimentos
fermentados, como vegetais (kimchi e chucrute) e laticinios (iogurte e queijo). Algumas
BALs tem caracteristicas probidticas, incluindo a manutencdo da microbiota intestinal, e
propriedades antioxidantes, antialérgicas e anticancerigenas, e seu uso aumentou com o
objetivo de melhorar a saude ou nutricdo (LEE; PAIK, 2017).

O antigo género Lactobacillus, que recentemente foi redistribuido e reorganizado
filogeneticamente em diferentes outros géneros (ZHENG et al., 2020), compreende um
grande e heterogéneo numero de espécies das bactérias do &cido lactico (BAL). Estas
bactérias tém por caracteristicas serem gram-positivas, anaerobias facultativas ou
microaerofilas. Apresentam muitas propriedades funcionais, incluindo melhoria do sistema
imunologico, prevencdo de infeccdo fungica e equilibrio da microbiota intestinal (DE
ANGELIS et al., 2016).

Além disso, as espécies de BAL podem aumentar a vida 0til, melhorar qualidade
nutricional e a seguranca microbiana de alimentos fermentados, visto que a maioria dos

lactobacilos sdo considerados ndo patogénicos e geralmente reconhecidos como seguros
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(Generally Recognized As Safe -GRAS), segundo a designacdo da Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos (LEE et al., 2017).

A producdo de acido glutdmico em bactérias é principalmente dependente da
glutamato desidrogenase citoplasmaética (GDH) que catalisa essa formacdo de amino&cidos a
partir do o-cetoglutarato. Demonstrou-se que esta enzima ocorre em alta frequéncia e
atividade na espécie Lactiplantibacillus plantarum, com o gene codificador de GDH (gdh)
implicando uma atividade elevada (TANOUS et al., 2005; ZAREIAN et al., 2012).

A selecdo de novos microrganismos produtores de acido glutdmico como cepas de
bactérias do &cido latico isoladas de alimentos fermentados, possibilita produzir aminoacidos
sob condicdes diferenciadas das conhecidas até o momento (como em alta temperatura,
condicdes acidas e fontes de carbono de baixo custo) tornando-se inovacdes que podem
aumentar a produgdo de 4&cido glutdmico de forma mais econémica e sustentivel
(HIRASAWA,; SHIMIZU, 2016).
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ARTIGO 1 - PRODUCAO DE ACIDO L-GLUTAMICO POR Limosilactobacillus
fermentum ISOLADO DE BEBIDA INDIGENA BRASILEIRA “YAKUPA”

RESUMO

O acido L-glutdmico € um dos principais aminoacidos presentes em uma variedade de
alimentos. E usado principalmente como aditivo alimentar e intensificador de sabor, além de
ser um importante neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso humano. Dessa forma,
aumentou-se a necessidade de pesquisas sobre sua producdo usando novos microrganismos,
bem como etapas do processo fermentativo. Objetivou-se selecionar bactérias do acido latico
isoladas de alimentos fermentados com capacidade de producdo de &cido L-glutdmico, e
verificar caracteristicas probidticas das cepas isoladas. As bactérias provenientes da colecdo
de cultura de microrganismo (CCMA) foram cultivadas em &gar De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) e avalidadas de forma qualitiva, quanto a capacidade de sintetizar L-glutamico pela
cromatografia de camada delgada (CCD); e quantitativa, por espectofotometria com curva
padrdo. A producdo intracelular e extracelular do aminoacido foi quantificada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE e, posteriormente, foi avaliado o potencial
probidtico. A cepa Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 obteve maior concentracdo de
acido L-glutdmico intracelular (44,83 mmol / L), enquanto a cepa CCMA 0205, da mesma
espécie, apresentou maior concentracdo extracelular do aminoacido (31,97 mmol / L), e
ambas apresentaram atributos probioticos in vitro. Conclui-se que as cepas CCMA 0209 e
CCMA 0205 isoladas de bebida indigena brasileira “Yakupa”, apresentam potencial
probidtico e sdo produtoras de acido L-glutamico.

Palavras-chave: Aminoéacido. Acido L-glutamico. BAL. Screening. Limosilactobacillus
fermentum.

L-GLUTAMIC ACID PRODUCTION BY Limosilactobacillus fermentum ISOLATED
FROM BRAZILIAN INDIGENOUS BEVERAGE “YAKUPA”

ABSTRACT

L-glutamic acid is one of the main amino acids present in a variety of foods. It is
mainly used as a food additive and flavor enhancer, as well as being an important excitatory
neurotransmitter in the human nervous system. Thus, the need for research on its production
using new microorganisms, as well as stages of the fermentation process, has increased. The
objective was to select lactic acid bacteria isolated from fermented foods with the capacity to
produce L-glutamic acid, and to verify the probiotic characteristics of the isolated strains.
Bacteria from the microorganism culture collection (CCMA) were cultivated on De Man,
Rogosa and Sharpe agar (MRS) and qualitatively evaluated for their ability to synthesize L-
glutamic by thin layer chromatography (TLC); and quantitative, by spectrophotometry with a
standard curve. The intracellular and extracellular production of the amino acid was
quantified by High Performance Liquid Chromatography-HPLC and, subsequently, the
probiotic potential was evaluated. The strain Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 had
a higher concentration of intracellular L-glutamic acid (44.83 mmol / L), while the strain
CCMA 0205, of the same species, had a higher extracellular concentration of the amino acid
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(31.97 mmol / L), and both showed probiotic attributes in vitro. It is concluded that the strains
CCMA 0209 and CCMA 0205 isolated from the Brazilian indigenous drink “Yakupa”, have
probiotic potential and are producers of L-glutamic acid.

Keywords: Amino acid. L-glutamic acid. BAL. Screening. Limosylactobacillus fermentum.

1 INTRODUCAO

Os L-aminoéacidos tém amplo espectro de uso comercial como aditivos e suplementos
alimentares, compostos de infusdo, agentes terapéuticos e precursores para a sintese de
peptideos ou agroquimicos (D'ESTE; ALVARADO-MORALES; ANGELIDAKI, 2018).
Dentre eles, o acido L-glutimico é o mais produzido e utilizado mundialmente
(SHYAMKUMAR et al., 2014; WENDISCH, 2014).

O acido L-glutamico é um aminoacido ndo essencial, proteinogénico e multifuncional,
que desempenha fungdo gastrica, discernimento do quinto sabor bésico do paladar humano
denominado “Umami”, e ainda tem fungdo importante na sinalizagdo de neurotransmissores.
Além disso, é precursor de outros aminoacidos como prolina, arginina e do &cido gama-
aminobutirico (GABA) (ZAREIAN et al.,, 2012; MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO;
REYES, 2017).

O principal método para a producdo industrial de aminoéacidos é a fermentacdo
(KUMAR; VIKRAMACHAKRAVARTHI; PAL, 2014), sendo que 0 microrganismo mais
utilizado na indudstria é a bactéria gram-positiva Corynebacterium glutamicum. A producéo
de &cido glutdmico em C. glutamico ¢ a partir do a-cetoglutarato (precursor no ciclo do acido
citrico) com a supressio da atividade da enzima o-cetoglutarato desidrogenase e,
consequentemente, a maior atividade da enzima glutamato desidrogenase (SHIMIZU et al.,
2003).

Devido as crescentes aplicacdes deste aminoacido, baixo custo no processo de
producdo e alta produtividade sdo os principais objetivos da biotecnologia moderna
(SANCHEZ et al., 2018). Para tanto, a escolha de uma cepa produtora eficiente de acido L-
glutdmico é essencial.

Alguns estudos selecionaram e identificaram bactérias do acido latico (BAL) com
producdo promissora de &cido L-glutamico isolados de substratos e alimentos fermentados.

Dentre elas estdo a cepa Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) MNZ isolada de
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alimento fermentado tradicional da Malasia (ZAREIAN et al., 2012) e a cepa Lactococcus
lactis HY 7803 isolada de produto lacteo (LEE et al., 2021). Além disto, BALs apresentam o
status de ‘geralmente reconhecida como segura’ ou status GRAS (Generally Recognized as
Safe) e Qualified Presumption of Safety (QPS) nos EUA e UE, respectivamente (YAZGAN et
al., 2021), o que aumenta seu potencial de aplicacdo biotecnoldgica (LEE et al., 2017).
Alimentos fermentados, principalmente bebidas, sdo fontes de microrganismos
industrialmente importantes que devem ser estudados para se conhecer o potencial
biotecnoldgico. Uma vez que microrganismos nativos podem ser mais competitivos e com
capacidades metabolicas elevadas para a producdo de metabolitos como os aminoéacidos.
Dessa forma, objetivou-se selecionar cepas de bactérias do acido latico isoladas de diferentes
alimentos fermentados quanto a sua capacidade de producédo de &cido L-glutdmico e verificar

algumas caracteristicas probioticas.

2 METODOLOGIA

2.1  Microrganismos e condiges de cultivo

Foram utilizadas 142 bactérias do acido latico (BAL): Levilactobacillus brevis (L.
brevis), Lacticaseibacillus casei (L. casei), Lacticaseibacillus paracasei (L. paracasei),
Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) e Limosilactobacillus fermentum (L.fermentum)
provenientes de alimentos fermentados (TABELA 1) pertencentes a Colecdo de Cultura de
Microbiologia Agricola, CCMA (Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras,

Brasil). As cepas foram reativadas em caldo MRS (deMan, Rogosa e Sharpe).

Tabela 1 - Cepas de bactérias do acido latico isoladas de alimentos fermentados utilizadas
nesse estudo (n = 142). (continua)

Cepa _ N° de Cédigo Alimento/bebida
isolados fermentado
café despolpado, var.
Ouro amarelo
CCMA 0369, CCMA 0370, CCMA cauim de semente de
Levilactobacillus 9 0383, CCMA 0351, CCMA 0353, algodao
brevis CCMA 0355, CCMA 1284, cauim/amendoim e arroz
CCMA1057, CCMA 0063 fruto (Cerrado) Muxiba
leite caprino
linguica fresca industrial
Lacticaseibacillus CCMA 0411, CCMA 0412, CCMA .
4 Chicha- arroz

casei 0413, CCMA 0414
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Tabela 1 - Cepas de bactérias do &cido latico isoladas de alimentos fermentados utilizadas
nesse estudo (n = 142). (conclusao)

Cepa

N° de
isolados

Cddigo

Alimento/bebida
fermentado

Limosilactobacillus
fermentum

25

CCMA 0201, CCMA 0203, CCMA
0204, CCMA 0205, CCMA 0206,
CCMA 0207, CCMA 0208, CCMA
0209, CCMA 0210, CCMA 0211,
CCMA 0212, CCMA 0213, CCMA
0214, CCMA 0362, CCMA 0363,
CCMA 0364, CCMA 0365, CCMA
0366, CCMA 0367, CCMA 0368,
CCMA 0753, CCMA 0360, CCMA
0745, CCMA 0751, CCMA 0752

calugi/milho e
mandioca/arroz

cauim/ semente de algodédo
e arroz

fermentacéo de cacau
mandioca/ bebida indigena
“Yakupa”

Lacticaseibacillus
paracasei

UFLA SAU 130, CCMA 0354, CCMA
0490, CCMA 0492, CCMA 0495,
CCMA 0499, CCMA 0500, CCMA
0502, CCMA 0504, CCMA 0505,
CCMA 0506, CCMA 0507, CCMA
0511, CCMA 0512, CCMA 0513,
CCMA 0514, CCMA 0515, CCMA
0516, CCMA 0517, CCMA 0518,
CCMA 0519, CCMA 0520, CCMA
0521, CCMA 0522, CCMA 0527,
CCMA 0530, CCMA 0531, CCMA
0532, CCMA 0533, CCMA 0534,
CCMA 0535, CCMA 0536, CCMA
0537, CCMA 0538, CCMA 0539

kefir feito com suco de
maca

leite caprino

linguica suina

macas

Lactiplantibacillus
plantarum

69

CCMA 0359, UFLA SAU 1, UFLA
SAU 11, CCMA 0125, UFLA SAU 18,
CCMA 0126, CCMA 0127, CCMA
0128, UFLA SAU 73, UFLA SAU 86,
UFLA SAU 87, CCMA 0129, UFLA,
SAU 101, UFLA SAU 125, UFLA
SAU 127, UFLA SAU 131, UFLA
SAU 132, CCMA 0130, UFLA SAU
145, CCMA 0131, CCMA 0132, UFLA
SAU 186, CCMA 0133, UFLA SAU
204, UFLA SAU 213, UFLA SAU 217,
UFLA SAU 220, CCMA 0134, CCMA
0135, UFLA SAU 245, CCMA 0202,
CCMA 0489, CCMA 0509, CCMA
0528, CCMA 0529, CCMA 0361,
CCMA 0238, CCMA 0670, CCMA
0676, CCMA 0677, CCMA
0678,CCMA1058, CCMA1059,
CCMA1060, CCMA1061, CCMA1062,
CCMA1063, CCMA1064

CCMA1065, CCMA1066, CCMA1067,
CCMA1068, CCMA1069, CCMA1070,
CCMA1071, CCMA1072, CCMA1073,
CCMA1074, CCMA1075, CCMA1076,
CCMA1077, CCMA1078, CCMA1079,
CCMA1080, CCMA 0673, CCMA
0099, CCMA 0743, CCMA 0746,
CCMA 0744

café despolpado, var.
Catuai vermelho

café despolpado, var.
Mundo novo

café despolpado, var. Ouro
amarelo

cauim/ semente de algodao
e arroz

fermentacdo de cacau
fruto (Cerrado) Pequi
fruto/ cacau

kefir feito com suco de
maca

linguica suina

maca

mandioca/bebida indigena
“Yakupa”

Fonte: Da autora (2022).
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2.2  Selecdo inicial de potenciais cepas produtoras de acido L-glutamico
2.2.1 Padronizacdo do indculo e condicdes de cultivo

A concentragédo da suspenséo bacteriana foi realizada por comparagéo de turvacdo com
0 padrdo de leitura 0,5 na escala McFarland e a absorbancia da suspensdo lida em
espectrofotémetro (A600 = 0,3), que corresponde a 108 UFC/mL. Apbs, foram realizadas
diluicBes decimais até 10° UFC/mL.

Utilizou-se 1 mL de cada indculo padronizado de cada cepa em 15 mL de caldo Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) em tubos de ensaio de 15 mL e incubados microaerobicamente em
estufa (30 °C /7 dias) (ZAREIAN et al., 2012). Para a condi¢do de microaerobiose, os tubos
foram vedados com rolhas de borracha visando obter um ambiente com menor concentragdo

de O, (COSTA et al., 2012). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.2 Determinacédo qualitativa de acido L-glutdmico por Cromatografia em camada
delgada (CCD)

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi empregada para a deteccao do acido L-
glutdmico no meio de cultura MRS. Apéds a fermentacdo, o meio de cultivo fermentado foi
centrifugado e o sobrenadante coletado foi aplicado juntamente com o padrdo de &cido
glutdmico em placas contendo silica (0,2 mm) e a corrida cromatografica se deu em fase
movel contendo uma mistura de n-butanol: acido acético: agua (2:1:1). A visualizacdo dos
spots foi realizada por pulverizacdo da solugdo de ninidrina/etanol (0,15%) e mantidos em
estufa 110 °C por 3 min. Os valores de fator de retencdo (Rf) das amostras, que trata-se da
razdo entre a distancia percorrida pela substancia em questao e a distancia percorrida pela fase
movel foram comparados ao valor Rf do padrdo (SHYAMKUMAR et al., 2014).

2.2.3 Determinacdo quantitativa de acido L-glutdmico

A determinacdo quantitativa de &cido L-glutdmico foi estimada por reacdo de cor de
ninidrina e a absorbancia foi medida a 570 nm. Foi utilizado 1 mL de cada amostra e,
posteriormente, foi adicionado a 1 mL da solugédo de reagente de ninidrina a 2 % (p/v) em
etanol a 95 % (v/v). A mistura foi aqguecida em banho-maria por 2 min e em seguida resfriada

em agua corrente. A absorbancia da solugdo colorida foi lida com espectrofotdmetro a 570 nm
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contra um branco (&gua substituindo a amostra). A quantidade de &cido glutdmico presente
em cada amostra foi estimada a partir da curva padrdo para acido L-glutdmico (LAWAL et

al., 2011). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3 Selecdo de cepas produtoras de acido L-glutamico

As cepas que apresentaram acido L-glutdmico acima de 4 mg/mL foram selecionadas
para producdo de acido L-glutamico e avaliadas quanto a producédo extracelular e intracelular.
A produgdo do indculo e cultivo foram os mesmos descritos no item 2.2.1. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.3.1 Extracdo de acido L-glutdmico extracelular e intracelular

Para a extracdo extracelular, primeiramente as células foram separadas por
centrifugacdo (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C) e o sobrenadante foi diluido 50 vezes com 4cido
acetico glacial 7% (v/v). Posteriormente, o mesmo foi centrifugado (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C)
e subsequente foi filtrado (membrana porosidade 0,22 um) e por fim, recolhido para analise
posterior (ZAREIAN et al., 2012).

Para a extracdo intracelular, as células cultivadas no caldo MRS foram centrifugadas
(8000 rpm/ 15 min/ 4 °C), lavadas com NaCl 0,9% (m/v) trés vezes e ressuspensas em 20 mL
de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,0) (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 0,91 g
de Na,HPOQ,, 0,12 g de KH,PO,/L). Posteriormente, foi acrescido 1,0 mL de etanol a 75%
(v/v). O homogenato foi centrifugado (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C) e o sobrenadante filtrado
utilizando uma membrana filtrante (0,22 um) (ZAREIAN et al., 2012). O produto filtrado foi

coletado e reservado para a analise quantitativa da concentracdo de acido glutamico.

2.3.2 Derivatizagdo do acido L-glutamico extraido intracelular e extracelular

Uma aliquota de 500 pL de sobrenadante da amostra (ou solucdo padrdo de acido
glutdmico para o controle) foi seca em dessecador sob vacuo em temperatura ambiente. Em
seguida, o residuo foi dissolvido em 100 pL de solucdo de etanol, agua e trietilamina [2:2:1
(v/ v)] e seco em estufa a 50 °C. Apos, foram adicionados 150 pL de solugéo de etanol, agua e

trietilamina-PITC [7:1:1:1 (v/v)] ao residuo e este permaneceu reagindo por 20 min a
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temperatura ambiente. O reagente em excesso foi removido por meio de secagem em estufa
50 °C. A curva padrdo do glutamato foi determinada aplicando 0 mesmo procedimento as
solucgdes padrao de glutamato em diferentes concentragdes (0,125; 0,100; 0,075; 0,050 e 0,025
mM) (ROSSETTI; LOMBARD, 1996).

2.3.3 Determinacéo do teor de acido L-glutamico

A quantificacdo do acido glutdmico foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). As amostras derivatizadas foram dissolvidas em 250 pL de fase movel
inicial, consistindo de uma mistura de 80% de solucdo A (solucdo aquosa de 8,205 g de
acetato de sodio, 0,5 mL de trietilamina e 0,7 mL de &cido acético em 1000 mL de agua, pH
final de 5,8) e 20% de solucdo B (acetonitrila- agua (60:40), pH final de 5,8), acrescido de
250 pL de Hidréxido de sodio 6 M (NaOH) e subsequente mantido em banho maria (50 °C).
Posteriormente, cada amostra foi filtrada utilizando-se membrana filtrante (0,22 pm). A
separacdo foi realizada por cromatografia liquida em um aparelho HPLC 20AT Shimadzu
(Shimadzu Corp., Japdo). A coluna Prevail C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., Alltech, Illinois,) foi
utilizada durante a analise. A fase mével para eluicdo isocratica foi bombeada a vazéao de 0,6
mL/min, temperatura de 27 °C e a detec¢do do acido glutamico foi a 254 nm (ROSSETTI;
LOMBARD, 1996). O &cido glutamico foi detectado por comparacao dos valores de tempo de
retencdo (Rt) e espectros com padrdo e determinados pela area de pico do cromatograma do

HPLC. Os ensaios foram realizados em triplicata.
2.3.4 Analise Estatistica
A producdo intracelular e extracelular quantificacdo de acido glutdmico foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de média (Scott Knott) utilizando o
programa estatistico R ([S.d.].
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2.4 Potencial probiotico

2.4.1 Testes de seguranca: hemolise e DNAase

A seguranca das cepas que mais produziram acido glutdmico foi investigada pela
avaliacdo da hemdlise e da atividade da DNAse (FONSECA et al., 2021). A atividade
hemolitica foi determinada inoculando as cepas em placas de &gar sangue contendo 5% de
sangue de ovelha apos 48 h de incubacdo a 37 °C. A auséncia de efeito sobre as placas
sanguineas (y-hemolise) foi considerada ndo hemolitica. As zonas esverdeadas ao redor das
colonias (a-hemolise) foram consideradas como atividade hemolitica parcial, e as cepas com
areas claras de hidrolise resultantes da lise das células sanguineas ao redor das col6nias foram
classificadas como cepas hemoliticas (B-hemolise). Para o teste de DNAse, as cepas foram
riscadas no meio de agar de teste de DNAse (Difco, EUA) e as placas foram incubadas a 37
°C por 48 h. Apos este tempo, uma solugdo de HCI 1 M foi adicionada a placa. Uma zona
clara ao redor das colnias ap6s a incubacdo foi considerada positiva para a producdo de
DNAse. Para todos os testes, a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usada como

controle positivo.
2.4.2 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da superficie celular de cada cepa foi avaliada medindo a afinidade
microbiana ao xileno (FONSECA et al., 2021). Ap6s cultivo de 16 horas as células foram
coletadas e entrifugadas (10.000 rpm por 10 min). O sedimento resultante foi lavado duas
vezes com solucdo salina tamponada com fosfato estéril (PBS) (pH = 7,2) e ressuspenso no
mesmo tampdo. A densidade Optica no comprimento de onda de 600 nm (OD600) da
suspensdo foi mensurada (AQ) usando um espectrofotdmetro (Spectrum, SP-2000UV). Em
seguida, 1 mL de xileno foi adicionado a 3 mL de suspenséo de células e misturado por vortex
por 2 min. Em seguida, as fases agua e xileno foram separadas por incubacéo por 1 h a 37 °C.
A fase aquosa foi removida e a nova OD600 foi medida (Al). A porcentagem da

hidrofobicidade da superficie celular foi calculada usando a Férmula 1.

Hidrofobicidade % = (1-A1/ AQ) x 100 (1)
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As cepas foram entdo classificadas em microrganismos de baixa (0-34%), moderada
(35-69%) e alta hidrofobicidade (70-100%).

2.4.3 Auto-agregacao

As células LAB foram colhidas de uma cultura de 16 h em caldo MRS, lavadas duas
vezes com PBS (pH 7,2), ressuspensas ho mesmo tampéo e diluidas para uma DO600 de 0,6 +
0,1 (aproximadamente 7-8 Log CFU/mL) . As suspensbes de células bacterianas foram
agitadas em vortex por 10 s e posteriormente incubadas a 37 °C por 5 h. A porcentagem de

autoagregacao foi determinada usando Equacéo 1.

Autoagregacio % = (1-At/ A0) x 100 1)

Onde At representa a absorbancia no tempo t = 5 h e AO representa a absorbancia no
tempo t =0 h (FONSECA et al., 2021).

2.4.4 Coagregacao

Para a coagregacao, as cepas LAB foram cultivadas em caldo MRS por 16 h a 37 °C,
enquanto Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) CDC 055 e Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis ATCC 564 foram cultivadas em caldo BHI (Brain-Heart Infusion) por 24 h a 37
°C. As suspensoes bacterianas foram preparadas conforme descrito no teste de autoagregacao
acima. Volumes iguais (2 mL) de LAB e suspens@es de patdgenos humanos foram misturados
por vortex (10 s) e incubados a temperatura ambiente sem agitacdo por 4 h. Os tubos de
controle continham 2 mL da suspensdo de cada cepa bacteriana. As absorbancias (OD600)
das misturas e controles foram medidas apds incubacdo. A porcentagem de coagregacéo foi

calculada usando a seguinte Formula 2.
Co-agregacédo % = [(Alab + Apat) — 2 Amix / (Alab + Apat)] x 100
Onde Alab e Apat referem-se ao OD600 da célula LAB sussuspensdo e suspensdo de

células patogénicas, respectivamente, em tubos de controle e Amix representa a absorbancia

da suspensdo bacteriana mista testada apos 4 h (FONSECA et al., 2021).
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3 RESULTADOS

Cepas BALs isoladas de diferentes substratos e alimentos fermentados foram
examinadas individualmente em seu potencial para produzir &cido glutdmico. A detecgéo
qualitativa de acido L-glutdmico foi realizada por CCD. Todas as 142 cepas apresentaram a
presenca de uma mancha visivel correspondente para o acido glutdmico com fator de retencédo
(Rf) igual 0,28 comparado ao padrdo de &cido glutamico (FIGURA 1). As amostras
apresentaram resultado idéntico ao padréo.

Figura 1 - Perfil cromatografico (CCD) da producdo de acido glutdmico por cepas de
bactérias acido lacticas isoladas de alimentos fermentados. Linha 1 e 2. L.
fermentum (CCMA 0364); 3 e 4: L. plantarum (CCMA 1066); 5 e 6: L. brevis
(CCMA 0383); 7 e 8: L. fermentum (CCMA 0362); 9 e 10: L. fermentum
(CCMA 0211); 11 e 12: padrdo de acido glutamico.

Solvente front

, 3 s e s 8 ‘ €— R dcido glutamico = 0,28

Starting point

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Fonte: Da autora (2022).

A média geral de producdo encontrada foi de 2,94 mg/ mL entre as diferentes espécies
de BAL, com minimo de 1,56 e maximo de 4,97 mg/ mL (TABELA 2).
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Tabela 2 - Quantificacdo acido glutdmico em caldo MRS das cepas de BAL.

Espécie Faixa de produgéo (mg/ mL)
L. brevis 2,73-4,35
L. casei 3,09 - 4,07

L. fermentum 1,61 -4,97

L. paracasei 1,76 - 4,87

L. plantarum 1,56 - 4,48

Fonte: Da autora (2022).

Das 142 cepas de BAL derivadas de alimentos fermentados, 17 cepas apresentaram
potencial de producédo de &cido glutdmico superior a 4 mg/ mL (FIGURA 2A e 2B). Dentre
elas, 8 cepas foram isoladas de bebidas fermentados indigenas tais como Yakupa, Calugi,
Chicha e Caium. As 9 cepas restantes foram isoladas de linguica fresca suina, cacau, kefir de

suco de maca, maca e café despolpado.



Figura 2 -

36

Producdo de acido glutdmico por cepas de BAL isoladas de Alimentos
fermentados (A) Quantificacdo de todas as cepas avaliadas testadas (B) Cepas
selecionadas: L. fermentum (CCMA 0205, CCMA 0206, CCMA 0209, CCMA
0207, CCMA 0368 e CCMA 0753), L. plantarum (UFLA SAU 204, CCMA
0203, UFLA SAU 245, CCMA 1066 e CCMA 0131), L. casei (CCMA 0412),
L. brevis (CCMA 1284 e CCMA 0369) e L. paracasei (CCMA 0531, CCMA
0538 e CCMA 0490).
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As cepas selecionadas foram avaliadas quanto a producéo intracelular e extracelular
em meio de cultivo MRS e quantificadas por meio da técnica de HPLC. Verifica-se também,
diferencas significativas nos rendimentos intracelular e extracelular das cepas de BAL
avaliadas (FIGURA 3). De modo geral, os isolados estudados produziram &cido L-glutdmico
intracelular entre 1,26 a 44,83 mmol / L e extracelular entre 2,42 a 31,97 mmol / L.

O maior teor de &cido glutamico intracelular (44,83 mmol / L) foi alcancado pela cepa
CCMA 0209. Enquanto a maior biossintese extracelular do aminoacido atingiu 31,97 mmol /
L, foi alcancada pela cepa CCMA 0205. Ambas, as cepas sdo da espécie L. fermentum e

foram isoladas de alimentos fermentados indigena “Yakupa”.

Figura 3 - Producéo intracelular e extracelular de &cido L-glutdmico de BAL isoladas de
alimentos fermentados L. fermentum (CCMA 0205, CCMA 0206, CCMA 0209,
CCMA 0207, CCMA 0368 e CCMA 0753), L. plantarum (UFLA SAU 204,
CCMA 0203, UFLA SAU 245, CCMA 1066 e CCMA 0131), L. casei (CCMA
0412), L. brevis (CCMA 1284 e CCMA 0369) e L. paracasei (CCMA 0531,
CCMA 0538 e CCMA 0490). Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo
diferem entre si (para as diferentes cepas) e médias seguidas de mesma letra
mailscula, ndo diferem entre si (para a producdo intracelular e extracelular de
cada cepa). Os resultados foram comparados usando o teste de teste de Scott

Knott (p >0,05).
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A cepa UFLA SAU 245 da espécie Lactiplantibacillus plantarum isolada de linguica
suina, tambem que se destacou em producao de acido L-glutamico foi a UFLA SAU 245 com
producdo de acido L-glutamico intracelular (32,63 mmol / L) e extracelular (19.75 mmol / L)
(FIGURA 3).

Para verificar a seguranca das cepas avaliadas foram determinadaa as atividades
hemoliticas e de DNAse. As quatro cepas testadas ndo mostraram atividade hemolitica e de
DNAse quando comparadas a cepa de controle positivo, comprovando seus status de nédo
patogénicas. Em relacdo a capacidade de hidrofobicidade, todas as cepas apresentaram alta
capacidade de hidrofobicidade com perfis semelhantes (TABELA 2).



Tabela 3 - Porcentagem de hidrofobicidade, auto agregacéo, e co-agregacao das cepas BAL selecionadas.

Cepas Hidrofobicidade Autoagregacao Co-Agregacao
E. coli S. Enteritidis
C1 SAU 245 97,89+0,01a 19,01 +3,20 a 7,04+0,04c 499+123b
CCMA 1284 89,79+0,46 b 25,85+9,75a 28,51+041b 329+045b
CCMA 0209 97,54+ 0,04 a 29,60+ 1,29 a 34,69+0,72b 6,01£0,80b
CCMA 0205 98,15+0,01a 17,20+ 1,37 a 65,71 + 5,57 a 65,39 £ 3,27 a

Média de 3 experimentos, cada um foi realizado em triplicata + erro padrdo. Letras diferentes para valores a mesma coluna significam valores diferentes
significativos de acordo com o teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%. Cepas selecionadas: L. fermentum (CCMA 0205 e CCMA 0209); L.
plantarum (UFLA SAU 245) e L. brevis (CCMA 1284).

Fonte: Da autora (2022).
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Todas as cepas também apresentaram auto-agregacao e foram capazes de co-agregar
com os dois patogenos testados; E.coli e S. Enteritidis. Sendo assim, estas podem ser

escolhidas para estudos sobre o provavel potencial probioticos destas cepas.

4 DISCUSSAO

Cepas de BAL isoladas de alimentos fermentados sdo capazes de produzir &cido
glutdmico. 17 cepas apresentaram potencial de producdo superior a 4 mg/ mL. Houve
diferencas significativas entre a producdo intracelular e extracelular das cepas avaliadas. As
cepas da espécie Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 e a cepa CCMA 0205
apresentaram maior concentracao intracelular (44,83 mmol / L) e extracelular (31,97 mmol /
L) de &cido L-glutamico, respectivamente. Ambas as cepas foram isoladas de bebida indigena
“Yakupa”.

A producdo de &cido glutamico por diferentes espécie e cepas de BAL foram relatadas
anteriormente como L. paracasei (ZALAN et al., 2010) e em diferentes cepas de BAL (EL-
NEMR MOSTAFA, 2010). O grupo das BAL é reconhecido como 0s microrganismos mais
produtores de acido glutdmico em produtos de fermentacdo (PRIHANTO et al., 2021) e séo
isolados principalmente de alimentos e bebidas fermentadas (SAHAB et al., 2020).

As cepas de L. fermentum (CCMA 0209 e CCMA 0205) sdo bactérias isoladas de um
produto fermentado de mandioca, denominada “yakupa”. Trata-se de uma bebida tradicional
ndo alcodlica produzida pelo povo indigena brasileiro “Juruna” que habita o parque do Xingu,
Mato Grosso, Brasil (FREIRE et al., 2017; FREIRE; RAMOS; SCHWAN, 2015; FREIRE et
al., 2014).

L. plantarum é uma bactéria frequentemente isolada de diferentes alimentos
fermentados em todo 0 mundo. Pesquisadores isolaram de alimentos fermentados tradicionais
do povo de Minangkabau, na Sumatra Ocidental, uma cepa de L. plantarum denominada VM
e verificaram a producdo de &cido glutdmico de até 680,525 mg/ L apds otimizacdo de
pardmetros como tempo de incubacdo, pH do meio, temperatura, fonte carbono e fonte
nitrogénio (MASLAMI et al., 2018). A mesma espécie identificada como MNZ também foi
isolada de alimento fermentado tradicional da Malasia, apresentando 489,46 umol / L de
acido glutamico apds o processo fermentativo (ZAREIAN et al., 2012).

No presente trabalho foram observadas diferencas na producgédo intracelular e

extracelular de acido L-glutdmico pelas cepas de BAL testadas. Sendo assim, a selecdo
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criteriosa € necesséria para identificar as possiveis cepas produtoras de aminoacidos. Uma vez
que ha grandes diferencas entre as cepas, mesmo pertencendo a mesma espécie como Visto
neste estudo. A quantidade de acido L-glutamico produzido difere de um microrganismo para
outro devido a diferenca de potencial genético de cada cepa. Além disso, a capacidade em
excretar acido glutamico é definitivamente afetado pela sua interagdo com o meio de cultivo,
bem como as condicdes de crescimento, como pH e temperatura (PATIL et al., 2019).

As espécies em destaque neste estudo, para a producédo de &cido L-glutdmico, foram
Limosilactobacillus fermentum e Lactiplantibacillus plantarum, com via heterofermentativa e
homofermentativa, respectivamente (ZHENG et al., 2020; RHEE et al., 2011). As BAL séo
fortes produtores de amina, uma vez que usam estas vias metabolicas (no lugar da respiracdo)
para criar um gradiente de prétons e, portanto, energia, e para alcalinizar o ambiente muito
acido, devido aos principais produtos da fermentacdo serem acidos (acido latico para 0 BAL
homofermentativas e acido latico + formico + acético nos heterofermentadores) (PESSIONE;
CIRRINCIONE, 2016).

O acido L-glutamico é formado nas células bacterianas a partir da a-cetoglutarato
precursor no ciclo do &cido tricarboxilico pela enzima glutamato desidrogenase (GDH)
(SAHAB et al., 2020) usando NADH ou NADPH como coenzima (SAWADA et al., 2021).
A elevada atividade desta enzima ja foi relatada em L. plantarum, bem como o gene que
codifica GDH (gdh) (DE ANGELIS et al., 2010). Ademais, a producdo de &cido glutamico
geralmente ¢ relacionada a uma diminui¢ao na atividade da a-cetoglutarato desidrogenase
(ODHC), consequentemente acimulo na célula (SANCHEZ; DEMAIN, 2008).

Contudo, os mecanismos da secrecdo do &cido L-glutamico pelas bactérias ndo sao
totalmente elucidados. Acredita-se que, para gerenciar a pressdo de turgor da membrana em
diferentes ambientes, a maioria das bactérias excreta acido L-glutamico para reduzir o
gradiente osmotico (NAKAYAMA, 2021).

Além disto, a ativacdo dos canais mecanossensiveis do tipo MscCG estudado em C.
glutamicum podem explicar a modulacdo da excrecdo do aminoacido. A tensdo da membrana
devido a fatores fisicos ou quimicos (antibidticos, surfactantes, limitagdo de biotina,
temperatura), podem inibir a sintese de lipidios da membrana ou a sintese da parede celular,
resultando na ativacdo dos canais e, consequentemente, na exportacdo do acido L-glutamico
através do poro aberto dos canais mecanossensiveis do tipo MscCG (NAKAYAMA, 2021).

A selecdo de cepas em diferentes processos fermentativos de alimentos pode ajudar a
alcancar a expressdo in situ da propriedade desejada (OWUSU-KWARTENG et al., 2015)
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como producdo de aminoacido, tal como o &cido L-glutdmico. Portanto, o estudo da
biodiversidade BAL, de diferentes ambientes, como apresentado neste estudo, pode revelar
cepas com caracteristicas desejadas para aplicacdes industriais.

A hidrofobicidade e auto-agregacdo sdo caracteristicas desejaveis para bactérias
probidticas, pois podem auxiliar evitando a colonizagdo de patdgenos & mucosa intestinal,
formando uma barreira de defesa do hospedeiro (ABUSHELAIBI et al., 2017).

As cepas BAL L. fermentum (CCMA 0205 e CCMA 0209); L. plantarum (UFLA
SAU 245) e L. brevis (CCMA 1284) isoladas de alimentos fermentados, demonstraram
atributos probioticos in vitro indicando o seu potencial para serem usadas como cultura
iniciadoras em produtos alimenticios fermentados.

A auséncia de atividade hemolitica é um critério de selecdo para culturas probioticas,
pois indica que essas bactérias ndo sdo virulentas. Ademais, a falta de atividade hemolitica é
considerada um requisito para a classificacdo de bactérias como GRAS de acordo com a
EFSA (European Food Safety Authority) (LEE et al., 2014 ).

Além disso, as BAL sdo geralmente consideradas seguras, e devido a producdo de
acido L-glutdmico podem ser empregadas para o desenvolvimento de novos alimentos
fermentados funcionais. Demostrando assim, a importancia do estudo da biodiversidade

microbiana para aplicacGes em biotecnologia.

5 CONCLUSAO

BAL provenientes de alimentos fermentados foram capazes de produzir acido L-
glutdmico. Houve diferencas significativas na producdo intracelular e extracelular das cepas
avaliadas. As cepas da espécie Limosilactobacillus fermentum CCMA 0209 e CCMA 0205,
ambas isoladas de bebida indigena brasileira Yakupa, apresentaram maior capacidade de
producdo de acido L-glutdmico intracelular e extracelular, respectivamente. Adicionalmente,
as cepas BAL avaliadas demonstraram atributos probidticos in vitro, apresentando, portanto,

potencialidade para usa-los como culturas iniciadoras em alimentos fermentados.
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ARTIGO 2 - EFEITO DO PH, TEMPERATURA E TEMPO NA PRODUCAO DE
ACIDO L-GLUTAMICO POR BACTERIAS DO ACIDO LATICO
USANDO ABORDAGEM  DELINEAMENTO COMPOSTO
CENTRAL ROTACIONAL

RESUMO

O é&cido L-glutamico é uma molécula bioativa que desempenha um papel importante
em diferentes processos celulares e pode ser produzido por algumas espécies de bactérias do
acido lactico (BAL). Devido a sua demanda, a producdo via fermentacdo tem aumentado
consideravelmente, exigindo, dessa forma, a otimizacdo do processo. A Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM) do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi
utilizada neste estudo para otimizar os parametros de producdo de acido L-glutamico (pH,
temperatura e tempo) por quatro cepas bactérias do &cido latico isoladas de alimentos
fermentados (SAU 245: Lactiplantibacillus plantarum; CCMA 1284: Levilactobacillus
brevis; CCMA 0209 e CCMA 0205: Limosilactobacillus fermentum). A producédo
extracelular variou entre 0,6 a 5,36 mM/L, enquanto a producdo intracelular variou 0,4 a
10,43 mM/L entre as quatro cepas testadas. Os modelos de previsdo empirica desenvolvidos
foram considerados adequados (p<0,05) para descrever a producdo extracelular e intracelular
de 4cido L-glutdmico da cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus fermentum) (R? = 0,83 e
0,84). A temperatura e o tempo foram os fatores que mais afetaram a producdo de acido
glutdmico. A predicdo das condi¢cBes 6timas estabelecidas para a producdo de &cido L-
glutdmico pela cepa CCMA 0205 foram pH 4,5; temperatura de 35 °C e o tempo de 72 horas.
A producdo de acido L-glutdmico por bactérias do acido latico pode ser otimizada utilizando a
estratégia RSM com abordagem DCCR e os resultados deste estudo sdo uma diretriz para a
producdo microbiana de &cido L-glutdmico pela bactéria do &cido latico L.fermentum (CCMA
0205).

Palavras-chaves: Acido L-glutdmico. Fermentagdo. DCCR. Alimentos fermentados.

EFFECT OF PH, TEMPERATURE AND TIME ON L-GLUTAMIC ACID
PRODUCTION BY LACTIC ACID BACTERIA USING COMPOUND ROTATIONAL
CENTRAL DESIGN APPROACH

ABSTRACT

L-glutamic acid is a bioactive molecule that plays an important role in different
cellular processes and can be produced by some species of lactic acid bacteria (LAB). Due to
its demand, production via fermentation has increased considerably, thus requiring process
optimization. The Response Surface Methodology (RSM) of the Rotational Central
Composite Design (DCCR) was used in this study to optimize the L-glutamic acid production
parameters (pH, temperature and time) by four lactic acid bacteria strains isolated from
fermented foods (SAU 245: Lactiplantibacillus plantarum; CCMA 1284: Levilactobacillus
brevis; CCMA 0209 and CCMA 0205: Limosilactobacillus fermentum). Extracellular
production ranged from 0.6 to 5.36 mMY/L, while intracellular production ranged from 0.4 to
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10.43 mM/L among the four tested strains. The empirical prediction models developed were
considered adequate (p<0.05) to describe the extracellular and intracellular production of L-
glutamic acid from the CCMA 0205 strain (Limosilactobacillus fermentum) (R2 = 0.83 and
0.84). Temperature and time were the factors that most affected glutamic acid production. The
predicted optimal conditions established for the production of L-glutamic acid by the CCMA
0205 strain were pH 4.5; temperature of 35°C and time of 72 hours. The production of L-
glutamic acid by lactic acid bacteria can be optimized using the RSM strategy with DCCR
approach and the results of this study are a guideline for the microbial production of L-
glutamic acid by the lactic acid bacteria L.fermentum (CCMA 0205).

Keywords: L-glutamic acid. Fermentation. DCCR. Fermented foods.

1 INTRODUCAO

Importante metabdlito intermediario de diferentes vias bioquimicas do nosso corpo,
neurotransmissor excitatério de mamiferos, propicia a percep¢do do gosto Umami pelo
paladar, sdo algumas das funcBes do acido L- glutdmico (L-GLU), um aminoéacido néo
essencial (ADEGOKE et al., 2022). A grande maioria de L-GLU é produzida industrialmente
através de fermentacdo microbiana, método de facil escalonagem e que produz o aminoacido
na forma proteinogénica- levogiro (L-aminoacido) (ALHARBI et al., 2020). O
microrganismo destaque na industria de producdo microbiana de L-GLU é a bactéria
Corynebacterium glutamicum, contudo, novas cepas sao pesquisadas quanto a este potencial.

Dentre elas estdo as bactérias do é&cido lactico (BAL) que sdo geralmente
reconhecidas como seguras (em inglés GRAS) de acordo com a designacdo da Food and
Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos e tém sido amplamente utilizadas em varios
setores da industria alimenticia, como laticinios, carnes fermentadas e vegetais. Em 2020, os
membros do género Lactobacillus foram reclassificados em 23 novos géneros com base nas
propriedades de nucleotideo, aminoacido, gene central, filogenia do genoma central e genes
de assinatura incluindo aspectos metabdlicos e/ou ecoldgicos (ZHENG et al., 2020).

Visando aumentar a producdo de acido glutdmico diferentes estratégias tém sido
implementadas, como a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) pelo Delineamento
composto central rotacional (DCCR), que objetiva explorar o impacto de varios fatores e suas
relacbes na producdo do aminodcido (HIRASAWA; SHIMIZU, 2017; SUNITHA; RAO;
AYYANNA, 1998; TAVAKKOLI et al., 2012).

Neste estudo, as condigdes 6timas de fermentacgéo, incluindo pH, temperatura e tempo,

foram determinadas usando a abordagem de DCCR e RSM, visando a produgdo de L-GLU
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extracelular e intracelular por quatro cepas de bactérias do &cido latico isoladas de alimentos

fermentados.

2 METODOLOGIA

2.1  Microrganismos

Foram utilizadas quatro bactérias do 4&cido Ilaticas (BAL): SAU 245:
Lactiplantibacillus plantarum isolada de linguica suina; CCMA 1284: Levilactobacillus
brevis isolada de bebida fermentada indigena brasileira “Caium”; CCMA 0209:
Limosilactobacillus fermentum e CCMA 0205: Limosilactobacillus fermentum; ambas
isoladas de bebida fermentada indigena brasileira “Yakupa”. Todas as bactérias sdo
pertencentes a Colecdo de Cultura de Microbiologia Agricola, CCMA (Departamento de
Biologia, Universidade Federal de Lavras, Brasil). As cepas foram reativadas em caldo MRS

(deMan, Rogosa e Sharpe).

2.2 Producéo de &cido L-glutamico

A concentracdo da suspensdo bacteriana foi realizada por comparacgéo de turvacdo com
0 padrdo de leitura 0,5 na escala McFarland e a absorbéncia da suspensdo lida em
espectrofotémetro (A600 = 0,3), que corresponde a 108 UFC/mL. Apbs, foram realizadas
diluicSes decimais até 10° UFC/mL.

Utilizou-se 1 mL de cada in6culo padronizado de cada cepa em 15 mL de caldo MRS
em tubos de ensaio de 15 mL (ZAREIAN et al., 2012). Para a condi¢do de microaerobiose, 0s
tubos foram vedados com rolhas de borracha visando obter um ambiente com menor
concentracdo de O, (COSTA et al., 2012).

2.3 Extracédo de 4cido L-glutdmico extracelular

Primeiramente, as células foram separadas por centrifugacdo (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C)
e 0 sobrenadante foi diluido 50 vezes com 7% (v/v) de acido acético glacial. O sobrenadante
diluido foi centrifugado (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C) e o sobrenadante filtrado (membrana

porosidade 0,22 um) e, por fim, recolhido para anélise posterior (ZAREIAN et al., 2012).
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2.4 Extracdo de acido L-glutdmico intracelular

As células cultivadas no caldo MRS foram centrifugadas (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C),
lavadas com NaCl 0,9% (m/v) trés vezes e ressuspensas em 20 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,0) (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 0,91 g de Na,HPQO,, 0,12
g de KH,PO4/L). Posteriormente, foi acrescido 1,0 mL de etanol a 75% (v/v), 0 homogenato
foi centrifugado (8000 rpm/ 15 min/ 4 °C) e o sobrenadante filtrado utilizando uma membrana
filtrante (0,22 um) (ZAREIAN et al., 2012). O sobrenadante filtrado foi coletado e reservado

para a anélise quantitativa da concentracao de &cido glutamico.

2.5  Derivatizacao do acido L-glutamico extraido

Uma aliquota de 500 pL de sobrenadante (ou solucéo padrdo de &cido glutdmico) foi
seca sob vacuo. Em seguida, o residuo foi dissolvido em 100 pL de solugédo de etanol, agua e
trietilamina [2:2:1 (v/ Vv)] e seco em estufa a 50 °C. Apos, foram adicionados 150 pL de
solucdo de etanol, &gua e trietilamina-PITC [7:1:1:1 (v/v)] ao residuo e este permaneceu
reagindo por 20 min a temperatura ambiente. O reagente em excesso foi removido por meio
de secagem em estufa 50 °C. A curva padrdo do glutamato foi determinada aplicando o
mesmo procedimento as solucBes padrdo de glutamato em diferentes concentracdes (0,125;
0,100; 0,075; 0,050 e 0,025 mM) (ROSSETTI; LOMBARD, 1996).

2.6 Determinacao do teor de L-glutamico

A quantificacdo do acido glutdmico foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). As amostras derivatizadas foram dissolvidas em 250 pL de fase movel
inicial, consistindo de uma mistura de 80% de solu¢do A (solucdo aquosa de 8,205 g de
acetato de sodio, 0,5 mL de trietilamina e 0,7 mL de &cido acético em 1000 mL de agua, pH
final de 5,8) e 20% de solucdo B (acetonitrila- 4gua (60:40), pH final de 5,8), acrescido de
250 pL de Hidroxido de sodio 6 M (NaOH). Posteriormente, cada amostra foi filtrada
utilizando-se membrana filtrante (0,22 pm). A separacdo foi realizada por cromatografia
liquida em um aparelho HPLC 20AT Shimadzu (Shimadzu Corp., Japdo). Uma coluna Prevail
C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., Alltech, Illinois,) foi utilizada durante a analise. A fase mével

para eluicdo isocratica foi bombeada a vazdo de 0,6 mL/min, temperatura de 27 °C e a
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deteccdo do &cido glutdmico foi a 254 nm (ROSSETTI; LOMBARD, 1996). O &cido
glutdmico foi detectado por comparacao dos valores de tempo de retencdo (Rt) e espectros
com padrédo e determinados pela area de pico do cromatograma do HPLC. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
2.7  Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O DCCR é uma estratégia estatistica para otimizar variaveis e foi usado neste estudo
para investigar as interag0es de parametros que afetam a fermentacéo de L-Glu e estabelecer
as melhores condi¢bes usando bactérias do acido latico. O software Design-Expert versdo
12.0.3.0 foi usado para o design do experimento e andlise estatistica (dx-12, State-Ease Inc).
Trés variaveis (pH, temperatura e tempo) foram alocadas em trés niveis: mais e menos 1
(pontos fatoriais) e o ponto central. A Tabela 2 apresenta as 17 corridas experimentais que
compuseram o DCCR (FAHIMITABAR et al., 2021).

Tabela 1 - Matriz do delineamento composto central rotacional 2° para otimizar a producéo
do &cido L-glutdmico de cada cepa.Temperatura (°C); tempo (horas).

Ensaios Variaveis codificadas Variaveis reais
X1 X2 X3 pH Temperatura Tempo
1 -1 -1 -1 3.5 30 48
2 1 -1 -1 55 30 48
3 -1 1 -1 35 40 48
4 1 1 -1 55 40 48
5 -1 -1 1 35 30 96
6 1 -1 1 55 30 96
7 -1 1 1 35 40 96
8 1 1 1 55 40 96
9 -1,68 0 0 2.8 35 72
10 1,68 0 0 6.2 35 72
11 0 -1,68 0 4.5 27 72
12 0 1,68 0 45 43 72
13 0 0 -1,68 4.5 35 32
14 0 0 1,68 4.5 35 112
15 0 0 0 45 35 72
16 0 0 0 4.5 35 72
17 0 0 0 45 35 72

Fonte: Da autora (2022).

O coeficiente de regresséo para o efeito quadratico ndo linear de variaveis individuais

e seus efeitos interativos na sintese de L -Glu foram determinados. A significancia do modelo
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desenvolvido foi julgada estatisticamente pelo calculo do coeficiente de determinagdo (R 2) e

probabilidade associada valor p (ie <0,05).

3 RESULTADOS

A produgdo de L -Glu extracelular, a cepa CCMA 0205 apresentou modelo
significativo frente analise ANOVA pela abordagem DCCR (TABELA 2). As demais cepas
submetidas a analise ndo apresentaram modelo estatisticamente significativo ao nivel de
confianca aplicado (95%). Isso ndo é incomum, uma vez que 0 modelo matematico muitas
vezes ndo se adequa as condicdes biolégicas dos experimentos, especialmente quando se

utiliza microrganismos e meios complexos como bactérias do &cido latico e MRS.



Tabela 2 - Matriz do planejamento da producéo &cido L-glutdmico extracelular.

Variaveis codificadas

(Varidveis reais) Producéo de acido L-glutdmico mM/L

Ensaio BAL
(:)(Hl) X2 (Temperatura) X3 (Tempo) SAU 245 CCMA 1284 CCMA 0209 CCMA 0205

1 -1 (3.5) -1 (30) -1 (48) 2,87 2,691 1,626 3,723
2 1(5.5) -1 (30) -1 (48) 2,092 1,153 0,805 4,694
3 -1 (3.5) 1 (40) -1 (48) 2,553 1,291 1,108 0,261
4 1(5.5) 1 (40) -1 (48) 1,91 1,05 1,509 1,377
5 -1(3.5) -1 (30) 1(96) 2,518 1,626 1,588 1,475
6 1(5.5) -1 (30) 1(96) 1,418 0,802 0,814 1,081
7 -1(3.5) 1 (40) 1(96) 3,017 3,009 0,734 0,887
8 1(5.5) 1 (40) 1(96) 1,527 5,358 0,931 1,411
9 -1,68 (2.8) 0 (35) 0(72) 2,677 3,021 2,115 2,529
10 1,68 (6.2) 0(35) 0(72) 2,571 2,2 1,659 1,019
11 0 (4.5) -1,68 (27) 0(72) 2,675 1,291 1,77 2,035
12 0 (4.5) 1,68 (43) 0(72) 2,304 1,198 1,782 0,903
13 0 (4.5) 0(35) -1,68 (32) 1,851 2,876 1,546 2,188
14 0 (4.5) 0(35) 1,68 (112) 2,458 3,686 0,773 0,924
15 0 (4.5) 0(35) 0(72) 2,007 3,086 0,579 1,535
16 0 (4.5) 0(35) 0(72) 1,208 2,785 0,63 0,95
17 0 (4.5) 0(35) 0(72) 0,871 0,86 0,6 0,952

p-valor modelo >0,05 >0,05 >0,05 0,0467

SAU 245: Lactiplantibacillus plantarum; CCMA 1284: Levilactobacillus brevis; CCMA 0209: Limosilactobacillus fermentum; CCMA 0205:
Limosilactobacillus fermentum .
Fonte: Da autora (2022).

[4S)
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Contudo, a producdo maxima de L-GLU extracelular das cepas foi 3,01 mM/L da cepa
SAU 245 (ensaio 7), 5,35 mM/L da cepa CCMA 1284 (ensaio 8), 2,11 mM/L da cepa CCMA
0209 (ensaio 9) (TABELA 1). Os dados revelaram ainda, que para os ensaios 7 e 8, referentes
as cepas de SAU 245 e CCMA 1284, apresentaram dois parametros (temperatura 40 °C e
tempo 96 horas de incubagdo), em comum para a producdo do extracelular do aminoécido.
Neste caso, verificou-se o maior tempo de incubacdo e temperatura mais elevada
independente do valor de pH e resultaram em maiores valores de acido L-glutamico.

O resultado mais relevante com relagdo metodologia de superficie de resposta (RSM)
obtida com abordagem DCCR foi observado para a producdo extracelular de éacido L-
glutdmico da cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus fermentum) (TABELA 2). Um p-valor
menor do que 0.05 na Tabela de ANOVA indica significancia estatistica com nivel de
confianca de 95%. Em relaco a anélise, A , B e C, sdo os efeitos lineares, A, B? e C? 80 0s
efeitos de quadrados e AC , BC e AB sé&o os efeitos de interagédo (TABELA 3).
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Tabela 3 - Analise de variancia (ANOVA) para modelo quadratico de superficie de resposta
para producdo de Acido Glutamico extracelular da cepa CCMA 0205.

Fonte soma Q“a‘,’r‘f"do Valor F Valor p Observacoes
dos quadrados medio
Model 16,79 9 1,87 3,78 0,0467  Significativo
A-pH 0,0076 1 0,0076 0,0154  0,9046
B-Temperatura 5,85 1 5,85 11,86  0,0108 Significativo
C-Tempo 3,93 1 3,93 7,97 0,0257  Significativo
AB 0,1412 1 0,1412 0,2863  0,6092
AC 0,4787 1 0,4787 0,9703 0,3574
BC 5,32 1 5,32 10,77 0,0134 Significativo
A? 0,8503 1 0,8503 1,72 0,2307
B2 0,3137 1 0,3137 0,6357  0,4515
C2 0,4400 1 0,4400 0,8918 0,3764
Residual 3,45 7 0,4934
Falta de ajuste 3,23 5 06453 568 01565 . a0
significativo
Erro puro 0,2274 2 0,1137
Correlacéo
Total 20,24 16

Fonte: Da autora (2022).

Além disto, o p-valor da falta de ajuste apresentou valor de 0,1565, que implica que a
falta de ajuste ndo é significativa, indicando que o processo de otimizacao atingiu 0s pontos
criticos para os fatores que foram escolhidos no modelo quadratico (pH, temperatura e
tempo), e com valor para o coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,83. O ajustado R?
(R%adj) é de 0,61, e esta mais proximo do valor de R? o que confirma que o modelo foi
significativo (TABELA 3). A partir do valor de R? o modelo compreendeu 83% dos dados
experimentais. Os valores dos coeficientes poderiam ser mais elevados pela adi¢do de outros
fatores tais como: agitacdo, concentracao de indutor, meio de cultivo, dentre outros, o que
elevaria 0 nimero de experimentos (TABELA 3).

Sendo assim, esses resultados sugerem que o modelo realizado para a cepa CCMA
0205 ajustou-se adequadamente aos dados experimentais quadraticos, explicando 83% da
variabilidade na resposta para produgdo de &cido glutdmico extracelular. A temperatura e 0
tempo foram as varidveis que apresentaram significancia estatistica dentre as variaveis

estudadas com nivel de confianga de 95%. A interacdo entre a temperatura e o tempo de
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encubagdo da cepa também foram significativas, diferentemente da varidvel pH que néo
apresentou significancia.

A equacéo de regressdo obtida apos andlise de variancia (ANOVA) prevé os niveis de
producdo de &cido L-glutdmico extracelular pela cepa CCMA 0205 em funcdo do pH,
temperatura e tempo. Sendo assim, a producéo pode ser predita segundo o modelo codificado
com 95% de confianca (EQUAGCAO 1)

Glu = +40,94234 -2,69158X -1,20664Xg -0,263622X¢ +0,026575 (Xa * Xg) -0,010193 (Xa
* Xc) +0,006793 (Xg * Xc) +0,274636X a2 +0, 006672Xg2 +0, 000343 X2 (1)

Onde:
Xa= pH
Xg= Temperatura
Xc = Tempo

Os diagramas graficos (superficie de resposta 3D e contorno 2D) mostram o efeito de
trés variaveis (pH, temperatura e tempo) na producdo de L-GLU extracelular pela cepa
CCMA 0205 gerado pelo modelo previsto (FIGURA 1). Os diagramas sdo indicados como
funcbes de duas variaveis independentes, enquanto a outra variavel foi mantida no ponto

central na producdo méaxima L-GLU.
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Figura 1 - Gréaficos de superficie e contorno dos efeitos dos fatores na producéo extracelular
de é&cido L-glutdmico mM/L pela cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus
fermentum). a, b: Interacdo de pH X temperatura; c, d: Interacdo de pH X tempo; e,
f: Interacdo de temperatura X tempo.

3D Surface
b~

38

glu (mM/L)

B: Temperatura (°C)

35 4 45 - 55
A pH (pH) X: A: pH (pH)
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C d

35 4 45 5 55
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3D Surface glu (MM
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30 32 34 36 38 40
8: Temperatura (°C) X: B: Temperatura (°C)
Y: C: Tempo (Horas)

Fonte: Da autora (2022).

Quanto a producéo de L-GLU intracelular, a cepa CCMA 0205 novamente apresentou
modelo significativo, diferentemente das demais cepas frente andlise ANOVA pela
abordagem DCCR (TABELA 4). Para as cepas SAU 245, CCMA 0209 e CCMA 1284 a
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producdo maxima de &cido L-glutdmico intracelular foram de 10,43; 4,09 e 3,91 mMI/L,
respectivamente. As maiores producédo de acido L-glutamico das cepas foram atingidas com
os parametros pH 3,5; em 30 °C durante 48 horas de incubacdo (ENSAIO 1).



Tabela 4 - Matriz do planejamento da producéo acido L-glutdmico intracelular.

Variaveis codificadas

(Varidveis reais) Produgéo de 4cido L-glutdmico mM/L

Ensaio BAL
(:)(Hl) X2 (Temperatura) X3 (Tempo) SAU 245 CCMA 1284 CCMA 0209 CCMA 0205
1 -1(3.5) -1 (30) -1 (48) 10,43 3,91 4,09 0,56
2 1(5.5) -1 (30) -1 (48) 1,09 1,06 1,46 2,02
3 -1(3.5) 1 (40) -1 (48) 0,88 2,53 1,63 0,93
4 1(5.5) 1 (40) -1 (48) 0,88 1,54 1,72 1,16
5 -1(3.5) -1 (30) 1 (96) 3,02 2,03 1,2 1,65
6 1(5.5) -1 (30) 1(96) 1,95 1,97 1,45 1,68
7 -1(3.5) 1 (40) 1(96) 1,38 0,3 2,35 1,9
8 1(5.5) 1 (40) 1 (96) 1,21 1,29 1,08 1,63
9 -1,68 (2.8) 0 (35) 0(72) 1,73 0,68 1,6 0,48
10 1,68 (6.2) 0 (35) 0(72) 2,68 1,48 2,68 2,31
11 0 (4.5) -1,68 (27) 0(72) 2,41 1,32 3,41 0,8
12 0(4.5) 1,68 (43) 0(72) 0,69 0,16 3,1 1,99
13 0 (4.5) 0 (35) -1,68 (32) 0,48 0,06 1,49 0,51
14 0 (4.5) 0 (35) 1,68 (112) 0,53 0,13 1,49 0,16
15 0 (4.5) 0 (35) 0(72) 1,28 3,6 2,39 4,22
16 0(4.5) 0 (35) 0(72) 1,13 0,71 2,74 5,02
17 0(4.5) 0 (35) 0(72) 1,83 0,64 2,58 3,16
Modelo p-valor >0,05 >0,05 >0,05 0,0344

Fonte: Da autora (2022).

89
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O resultado mais expressivo com relacdo a superficie de resposta obtida com

abordagem DCCR foi observado novamente para a producdo intracelular de acido L-
glutamico da cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus fermentum) (TABELA 4). O modelo
quadrético apresentou significancia estatistica com nivel de confianga de 95% e p-valor da

falta de ajuste de 0,7202. Ja o ajuste do modelo foi avaliado pelo R? que foi de 0,8458, ou

seja, explica 84% da variabilidade na resposta a producéo intracelular de acido glutamico pela

cepa CCMA 0205. Além disto, R?adj é de 0,64, e esta mais préximo do valor de R?, indicando

a significancia do modelo. Contudo, ndo foi observada significancia estatistica para os fatores

isolados (pH, temperatura e tempo) nem na interacdo deles, somente na anélise quadratica de

cada fator.

Tabela 4 - Analise de variancia (ANOVA) para modelo quadratico de superficie de resposta
para producdo de Acido Glutamico intracelular da cepa CCMA 0205.

Fonte dos ;lj);]?a dos Ql;:ggi%do Valor F Valorp  Observagdes
Modelo 23,92 9 2,66 427 0,0344 Significativo
A-pH 1,50 1 1,50 2,41  0,1646
B-Temperatura 0,2144 1 0,2144 0,3442 10,5758
C-Tempo 0,1878 1 0,878 0,3014 0,6001
AB 0,2926 1 02926 0,4697 0,5152
AC 0,4656 1 04656 0,7473 0,4160
BC 0,0595 1 0,0595 0,0955 0,7663
A? 7,91 1 7,91 12,70  0,0092  Significativo
B2 7,91 1 7,91 12,70  0,0092  Significativo
C? 16,58 1 16,58 26,60 0,0013  Significativo
Residual 4,36 70,6230
Falta de ajuste 2,62 5 05240 0,6020 0,7202 N&o significativo
Erro puro 1,74 2 08705
Correlacéo Total 28,28 16

Fonte: Da autora (2022).

Dessa forma, o modelo quadratico proposto na Equacdo 2 é adequado para prever a

producéo do acido L-glutamico intracelular pela cepa CCMA 0205.
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Glu=-75,02628 +9,93425Xx +2,49128. X5+0,328106. Xc -0,038250 (Xa Xg) -0,010052 (XA
Xc) +0,000719 (Xg. Xc) -0,837802X a2 -0,033512Xg2 -0,002105X 2 (2)
Onde:
Xa=pH
Xg= Temperatura
Xc = Tempo
Os diagramas graficos (superficie de resposta 3D e contorno 2D) mostram o efeito de
trés variaveis (PH, temperatura e tempo) na producdo de L-GLU intracelular pela cepa
CCMA 0205 gerado pelo modelo previsto (FIGURA 2).
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Figura 2 - Graficos de superficie e contorno dos efeitos dos fatores na producéo intracelular

de acido L-glutdmico mM/L

pela cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus

fermentum). a, b: Interacdo de pH X temperatura; c, d: Interacdo de pH X tempo; e,

f: Interacdo de temperatura X tempo.
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Fonte: Da autora (2022).

Os dois modelos quadraticos, bem como os graficos (FIGURAS 1 e 2), apresentaram

as previsdes médias dos fatores analisados sendo eles: pH 4,5, temperatura 35 °C de tempo

médio de incubacdo 72 horas para a producdo extracelular e intracelular de acido L-glutamico
pela cepa CCMA 0205 (Limosilactobacillus fermentum). Os resultados indicaram ainda, que

dentre os fatores avaliados, temperatura e tempo, respectivamente, sdo as variaveis que mais
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influenciam no processo de fermentacdo e sintese de acido L-glutdmico. Assim, a partir dos
resultados, os modelos experimentais foram validados e explicaram a real conexdo entre 0s
fatores independentes e o resultado do L-GLU para o processo de fermentacdo da cepa
CCMA 0205.

4 DISCUSSAO

A cepa escolhida, bem como as condigdes de crescimento, tém grande influéncia no
crescimento celular e, consequentemente, na quantidade de metabdlitos produzidos durante a
fermentacdo, portanto, a otimizacdo desses parametros pode melhorar a eficiéncia bacteriana
(NAJAFI et al., 2011; ALHARBI et al. 2020).

A maioria dos microrganismos produtores de acido glutdmico e &cido gama-
aminobutirico (GABA) produzem mais dos metabolitos quando submetidos em pH 5,0 ou
abaixo (DHAKAL et al., 2012), como observado no presente trabalho. Em estudo
investigando o efeito de varios pH na producdo de acido glutamico pela cepa LAB MNZ
(Lactiplantibacillus plantarum), verificou-se que o valor de pH inicial de 4,5 foi o0 melhor em
comparagdo com outros valores de pH. Ainda neste mesmo trabalho, verificou-se que entre 6
e 72 horas de fermentacdo, o pH imediatamente diminuiu de 6,2 para 4,2 seguido por um
aumento lento ao longo do periodo restante de fermentacdo (ZAREIAN et al., 2012).

A reducdo do pH pode refletir uma capacidade de producdo de acido pela bactéria
como &cido latico. Além disto, o declinio do pH é uma caracteristica importante exigida pelas
cepas iniciadoras para acidificar seu ambiente rapidamente (ZAREIAN et al., 2012). Assim,
O pH é&cido, portanto, pode ser responsavel por desencadear o gene gdh referente a enzima
glutamato desidrogenase em bactérias do acido latico, resultando em producdo elevada de
acido glutamico (ZAREIAN et al., 2013).

Temperaturas mais elevadas (> 30 °C) resultaram em maior producdo de &cido L-
glutdmico extracelular e intracelular das cepas de BAL avaliadas. O aumento da temperatura é
0 principal responsdvel por uma repressdo ou inibicdo do complexo a-cetoglutarato
desidrogenase, que redireciona o fluxo de 2-oxoglutarato para a producéo de &cido glutamico
e, consequentemente, aumenta a taxa de excrecdo de acido glutdmico (ASAKURA et al.,
2007). Temperatura elevada (40 °C) também foi relatada como fator determinante para a

producdo maxima de &cido glutdmico pela BAL Levilactobacillus brevis (WORAHARN et
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al., 2014). Além disto, a cepa industrial de C. glutamicum apresenta condicéo de temperatura
préxima de 30 °C (LIEBL, 2005).

No caso de L. plantarum, a temperatura de 34 °C foi relatada como sendo o ponto
6timo para a produgdo de GABA (TUNG et al., 2011) e 37 °C para a producdo de acido
glutdmico, sendo esta também, a temperatura ideal para a atividade da enzima Glutamato
Desidrogenase GDH (ZAREIAN et al., 2013).

O tempo é um dos fatores limitantes devido aos custos de producdo industrial, dessa
forma, o tempo deve ser otimizado no processo de produgdo microbioldgica do aminoacido
para se obter maiores rendimentos. No presente trabalho, verificou-se que o L-glu € produzido
em maior quantidade a partir de 48 horas. O mesmo foi observado, para a cepa BAL MNZ, a
producdo total de &cido glutamico aumentou entre 24 e 96 h, embora a relacdo de producéo de
acido glutdmico/célula tenha diminuido. O aumento na producdo de &cido glutdmico
especialmente apo6s 48 h foi devido ao aumento do nimero de células bacterianas na fase
logaritmica, o que causou uma elevacao no rendimento de &cido glutamico. Ja a concentracdo
intracelular de acido glutamico diminui regularmente apds 48 h devido a sua secre¢do no
meio extracelular, um exportador de &cido glutdmico para o meio extracelular (ZAREIAN et
al., 2012).

A natureza complexa dos processos biologicos torna dificil prever todos os efeitos de
cada parametro, bem como as mdltiplas interacdes entre eles (NAJAFI et al., 2011). Frente a
isso, 0 DCCR, bem como RSM parecem ser estratégias Uteis para a otimizacdo da sintese de
acido L- glutdmico, pois sdo consideradas as intera¢cbes multifatoriais (FAHIMITABAR et
al., 2021). No entanto, esta mesma complexidade pode ter influenciado os valores de cada
parametro encontrado no processo de otimizacdo da producdo de é&cido L-glutamico

produzido pela Limosilactobacillus fermentum CCMA 0205 e as demais cepas avaliadas.

5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a abordagem DCCR com RSM pode ser aplicada para
avaliar as variaveis que influenciam na producédo de L-GLU durante o processo fermentativo,
e direcionam para as melhores condi¢cdo de otimizacdo do processo. As condi¢fes otimas,
preditas para a produgdo extracelular e intracelular da cepa Limosilactobacillus fermentum
CCMA 0205 determinadas, foram pH 4,5, temperatura 35 °C e tempo 72 horas de incubagéo.
Em concluséo, este estudo fornece as condi¢des ideais de cultivo para a producéo de L-GLU
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pela cepa 0205 e indica que L. fermentum apresenta potencial promissor na producédo deste

aminoacido.
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