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RESUMO

A aplicacdo de enzimas produzidas por micro-organismos apresenta grande
importancia para bioconversdo de materiais diversos em produtos de interesse
industrial, tais como moléculas bioativas a geracao de energia.

Através do processo de fermentacdo de diferentes residuos agroindustriais
(melaco de cana, farinha de banana verde e farinha de semente de jaca verde) por
graos de kefir de agua, o trabalho tem o intuito de prospectar a producdo das
enzimas amilase e celulase.

O pH e teor de sodlidos soluveis (°Brix) do meio fermentado foram avaliados ao
longo das fermentacgdes. A percentagem de ganho de massa médio dos grdos de
kefir de agua foi avaliada ap6s 96 horas de fermentacdo. Foi avaliada a melhor
formulacdo de meio de cultivo para obtencédo das atividades enzimaticas utilizando
um planejamento simplex-centroide.

Foi observada a producéo de celulase (1,5 £ 0,1 U/g) e amilase (1,3 + 0,1) ap6s
24 horas de processo para 0 meio composto de melaco e farinha de banana verde

em proprocdes iguais (m:m).

Palavras-chave: kefir de 4gua; fermentacéo; enzimas.



ABSTRACT

The application of enzymes produced by microorganisms presents great importance
for the bioconversion of diverse materials in products of industrial interest, such as
bioactive molecules the generation of energy.

Through the process of fermentation of different agroindustrial residues (cane
molasses, green banana flour and green jaca seed meal) by water kefir grains, the work
is aimed at prospecting the production of the enzymes amylase and cellulase.

The pH and soluble solids content (°Brix) of the fermented medium were evaluated
throughout the fermentations. The percentage of average mass gain of water kefir
grains was evaluated after 96 hours of fermentation. The best formulation of culture
medium to obtain the enzymatic activities was evaluated using simplex-centroid
planning.

The production of cellulase (1.5 + 0.1 U / g) and amylase (1.3 £ 0.1) was observed
after 24 hours of processing for the molasses and green banana flour medium in equal

proportions (m : m).

Key-words: water kefir; fermentation; enzymes.
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1. INTRODUCAO

Os grédos de kefir de 4gua apresentam estrutura pequena e rigida, formato
irregular, coloracdo transparente-amarelada e s&o recobertos por uma matriz
polissacaridica (MAGALHAES et al., 2011; PRADO et al., 2015). A microbiota dos
graos de kefir € constituida por bactérias dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus, Acetobacter, Bifidobacterium e Streptococcus, além de leveduras dos
géneros Kluyveromyces e Saccharomyces. Os principais produtos finais da
fermentacdo séo acido lactico, etanol e didxido de carbono (FIORDA 2017).

Diversas propriedades fisiologicas tém sido relacionadas ao kefir, tais como a
modulacdo de respostas imunoldgicas, controle da pressdo sanguinea e reducdo dos
niveis de colesterol (MAEDA et al., 2004; DOAN, et al. 2017). RODRIGUES et al.
(2016) verificaram que cervejas obtidas pela fermentacdo com kefir de agua e cervejas
adicionadas de kefiran notadamente reduziram as respostas inflamatérias e
ulcerogénicas em cobaias. Foi observado a presenca de uma camada de cobertura no
estbmago dos animais tratados com amostras fermentadas por kefir.

Pouco é relatado na literatura quanto ao arsenal enzimatico utilizado pelo kefir de
agua durante a fermentacdo dos meios de cultivo. No entanto, a sua capacidade de
sintese de exopolissacarideo (DOAN, er al. 2017) € um indicativo de que esses 0s
micro-organismos sédo produtores de enzimas extracelulares de interesse comercial.
Outro indicativo, € a presenca de bactérias lacticas nos grdos de kefir, as quais séo
capazes de produzir enzimas exclusivas, capazes de biotransformar substancias
complexas em compostos com atividade biolégica (NIEVES et al. , 2017).

Residuos e subprodutos agroindustriais tem sido utilizados para reduzir os
custos de producdo de diversos metabdlitos através do processo de fermentacdo
microbiana. O melaco € um residuo da industria de acUcar e alcool que contem elevado
teor de agucares e vitaminas, sendo um Otimo meio de cultivo para leveduras e
bactérias acido lacticas (MAITI et al., 2011). A farinha de banana verde, um subproduto,
apresenta elevado teor de amido resistente e de fibras soltveis (LIAO et al., 2015). A
farinha de semente de jaca apresenta cerca de 13% de proteinas e 79% de
carboidratos (SWAMI, S.B. et al., 2012). FIORDA et al. (2017) reportaram 0 uso de
melaco como substrato para producao de bebida fermentada por gréos de kefir.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Atividade Enzimatica

Enzimas apresentam um grande potencial mercadolégico e, atualmente, ha uma
busca intensa por aquelas capazes de hidrolisar carboidratos complexos em acucares
fermentesciveis para a producéo de biocombustivel (HASUNUMA et al., 2013), enzimas
capazes de degradar lipidios, corantes e outros contaminantes presentes em efluentes
(LIBARDI et al., 2017), enzimas de sintese e compostos bioativos, tais como lipidios,
oligossacarideos e peptideos (CASTRO, 2012).

As enzimas sdo proteinas fundamentais para o sistema metabdlico de todos os
seres Vvivos, constituem a base catalitica do metabolismo biolégico e por essa razao
tém sido uma das moléculas biolégicas mais extensivamente estudadas. Nas células
vivas elas atuam como biocatalisadores e realizam reacdes bioquimicas especificas
gue integram 0s processos metabdlicos das préprias células. Além disso,
desempenham importante papel na degradacdo da matéria organica e, portanto, na
ciclagem de nutrientes nos ambientes naturais (LEHNINGER et al., 2010).

As enzimas sdo catalisadores biol6gicos muito eficientes, pois atuam na
transformacdo de moléculas organicas sem alterar a proporcdo entre 0s reagentes e
produtos do processo e nem interferir na constituicdo destes (MARZZOCO e TORRES,
1999). Uma vez que as enzimas apresentam atividade catalitica fora dos sistemas
vivos, com eficiéncia catalitica superior a de catalisadores quimicos e inorganicos, tém
sido amplamente exploradas em biotecnologia, por seu potencial de aplicacdo na
substituicdo de processos quimicos convencionais e de interesse industrial (BEILEN &
LI, 2002; NELSON & COX, 2005; SARAIVA, 2009).

As enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas nos processos industriais, sendo
aplicadas na obtencdo de muitos produtos (OLIVEIRA, 2006; SILVA-NEVES et al.,
2006). O potencial de aplicacdo das enzimas nas industrias é devido as diversas
vantagens que possuem, como 0 seu alto grau de especificidade e enantiosseletividade
das reacOes que catalisam, efetuacéo de conversdes eficientes e econémicas pela sua
capacidade de atuar em condi¢Bes brandas de pH, temperatura e pressédo atmosférica,
nao causando poluicdo ambiental, podendo ser rapidamente inativada nas reagoes,
alétm de serem biodegradaveis (POROSKE, 1984; XU, 2000; VITOLO, 2001;
FELLOWS, 2006)
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2.1. Amilase

Amilases séo carboidrases e tem a funcao de hidrolisar as liga¢ges glicosidicas ,
agindo sobre as ligagdes a-1,4 e a-1,6 que estdo presentes no amido e no glicogénio
(OBATA et al., 1977; KOBLITZ, 2008). Representam importantes enzimas industriais,
de grande importancia biotecnologica, tais como aplicacées nas industrias téxteis, de
cervejas, bebidas destiladas, panificacéo, liguefacdo e sacarificacdo do amido, racéo
animal, industria quimica e farmacéutica (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2000;
OLIVEIRA, et al., 2010), estando presente em uma ampla variedade de organismos. As
amilases sado divididas em duas categorias endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam a hidrolise de maneira randémica no interior da molécula de
amido, gerando oligossacarideos de variados tamanhos. As exoamilases hidrolisam a
partir da extremidade da cadeia, resultando em produtos finais sucessivamente
menores. Atualmente € conhecido um grande numero de enzimas que hidrolisam
moléculas de amido a diferentes produtos, sendo as a-amilases uma das mais
populares e importantes do ponto de vista industrial, com largo emprego nas industrias
gue tém o amido como base de seus produtos.

A habilidade das amilases em hidrolisar o amido in natura € uma propriedade
tecnologicamente interessante, uma vez que tais enzimas podem ser usadas no
processamento de amido para producdo de energia limpa, principalmente a partir de

residuos agricolas com contetdo amilaceo.

2.2. Celulase

Celulases séao enzimas que hidrolisam ligacdes glicosidicas -1,4 entre unidades
de glicose da celulose, liberando oligossacarideos e glicose (VITOLO, 2001).
Efetivamente, é a celulose contida na biomassa vegetal que constitui o substrato
organico mais abundante na natureza disponivel para producdo de glicose, um dos
principais insumos utilizados em muitos segmentos industriais, inclusive na industria
alimenticia.

A completa degradacgéo da celulose geralmente requer a atuacao sinergistica de
um conjunto de enzimas, que compreende endoglicosidases (celulases-
carboximetilcelulose), exoglicanases (celobiohidrolases) e R-glicosidases. De acordo
com TEUNISSEN e CAMP (1993) e LYND et al. (2002), as endoglicanases clivam
randomicamente as ligagbes glicosidicas (B-1,4) gerando oligbmeros de variados

tamanhos e novas cadeias terminais. A subsequente acdo das exoglicanases gera
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glicose e celobiose como os principais produtos. A acao das [(3-glicosidases constitui a

etapa final da degradacdo da celulose e envolve a hidrdlise de dimeros e
celooligosacarideos resultando na producao final de glicose.

A degradacdo da celulose € realizada entdo através do concurso de um sistema
multienzimatico, constituido por esses trés tipos citados anteriormente (PASCHOLATI e
LEITE, 1994). Sdo enzimas modulares, constituidas de unidades distintas,
denominadas de dominio ou modulos (HENRISSAT et al., 1998).

3. PROBLEMATIZACAO

Do ponto de vista industrial, a utilizagcdo de enzimas extracelulares € preferencial e
conveniente, dado que ao serem excretadas para o meio de fermentacdo, o processo
de recuperacao e purificacdo destas enzimas é mais simples e permite uma reducao
dos custos do processo industrial (BEILEN & LI, 2002; R. GUPTA et al., 2002).

Desta forma, o projeto € importante pois visa explorar a producdo de enzimas
extracelulares, como as celulases e amilases, pela fermentacdo de residuos e

subprodutos agricolas por gréos de kefir de agua.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a producdo de enzimas extracelulares pela fermentacdo de diferentes

substratos por kefir de agua.

4.2. Objetivos Especificos

e Verificar a capacidade dos graos de kefir de agua fermentarem melaco, farinha
de banana verde e farinha de semente de jaca verde, bem como a mistura
desses subprodutos agroindustriais.

e Avaliar a presenca das enzimas amilase e celulase no meio de fermentacao.

5. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. MEIOS DE CULTIVO E GRAOS DE KEFIR
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Melago de cana (M), Farinha de Banana Verde (FBV) e Farinha de Semente de

Jaca Verde (FSJV) foram utilizados como meio de cultivo, sendo adquiridos no

comeércio local. Os Graos de kefir de agua foram gentilmente doados pelo laboratério de

Bioprocessos/FZEA/USP sendo mantidos a 5°C em solugao de agucar mascavo (8%).

5.2.2. FERMENTACAO

Foram inoculados 5g de gréos de kefir de 4gua em 100mL de meio de cultivo em

condi¢oes estéreis. A incubagéao foi feita por 5 dias a 27°C. O pH e o teor de solidos

soluveis foram avaliados a cada 24 horas. A Tabela 1 apresenta os ensaios realizados,

compondo um delineamento de misturas centroide com 3 componentes.

Tabela 1 - Matriz do delineamento experimental.

M FBV FSJV
Ensaio Real
. Real (g/L) . Real (g/L) .

Codificada Codificada Codificada (g/L)

1 1 60 0 0 0 0

2 0 0 1 60 0 0
3 0 0 0 0 1 60

4 Yo 30 Yo 30 0 0
5 Yo 30 0 0 Yo 30
6 0 0 Ya 30 Ys 30
7 1/3 20 1/3 20 1/3 20

Fonte: a autora, 2018.

Os ensaios foram realizados em duplicata, com excecdo do sétimo, que foi

realizado em quadruplicata.

A figura 1 apresenta a imagem dos meios preparados para a fermentagcdao com

os gréaos de kefir.
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A

o | Enssio2-FBV | Ensaio3-rsiv

Ensaio 5- M+FSJV
-

Ensaio 5™- M+FSIV

FBV*fSJV

Figura 1 — Meios de cultivo utilizados para producdo de enzimas por kefir de 4gua.
Fonte: a autora, 2018.

5.2.3. OBTENCAO DA CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO DE ACUCARES
REDUTORES PELO METODO DO DNS.

Inicialmente foi preparada uma solugdo mée de glicose 1g/L para a realizacdo da
curva padrao de acucares redutores (reagbes em triplicata) pelo método do DNS
(MILLER, 1959), para assim, seguir com a metodologia quantitativa para as enzimas.

5.2.4. QUANTIFICACAO DAS ENZIMAS NOS MEIOS DE FERMENTACAO

Foi realizada determinacdo da concentracdo de acucares redutores formados
pela reacdo dos extratos enzimaticos (meio de fermentagcdo centrifugado a 4°C,
8600 rpm por 10 minutos) com substrato especifico para amilase (amido solavel) e
celulase (CMC). Foram preparadas solugbes 0,5% dos substratos CMC e amido
solavel, os quais foram ambientados por 5 minutos no banho a 50° C e, entéo,
incubados por 30 minutos com o0 extrato enzimatico diluido adequadamente em
tampdo fosfato de soédio 0,1 M, pH 6,0. Posteriormente as amostras foram
submetidas a analise de DNS (MILLER, 1959) com leitura da absorbancia a 540 nm.

6. ANALISE DOS RESULTADOS

Observou-se que 0s meios compostos por farinha de banana verde e farinha de
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semente de jaca verde apresentaram uma fracdo precipitada ap6s a autoclavagem,

sendo necessario agitar os meios para homogeneizacao antes da coleta de amostras.
O gréfico 1 apresenta o comportamento do pH e teor de sélidos soluveis (°Brix)

do meio fermentao ao longo do processo.

Grafico 1- (a) pH; (b) teor de solidos soltuveis (°Brix) de cada ensaio do delineamento

de mistura proposto.
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Fonte: a autora, 2018.

Observou-se que o valor do pH baixou para os ensaios 1, 5 e 7 e aumentou nos
demais. O abaixamento do pH é natural em fermentacbes envolvendo micro-
organismos que realizam fermentacéo acido lactica ou acética, como é o caso do kefir
(FIORDA 2017).

O teor de sélidos sollveis apresentou queda para 0s meios que continham
elevado teor de melaco, uma vez que este € composto por mono e dissacarideos, que
sdo consumidos pelos micro-organismos presentes no meio. Os meios de cultivo
compostos majoritariamente por farinha de semente de jaca e farinha de banana verde
(2, 3 e 6) apresentaram teor de soélidos inicial baixo, uma vez que sdo compostos por
polissacarideos como o amido, celulose e pectina, e este valor aumentou apos 24
horas de fermentacao, sofrendo uma queda apos 48 horas.

O Grafico 2 apresenta os resultados obtidos para a percentagem de ganho de
massa medio dos graos de kefir de agua apdés 96 horas de fermentacédo para cada

ensaio realizado.
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Gréfico 2 — Porcentagem de ganho de massa médio dos graos de kefir nos diferentes

ensaios realizados.
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Fonte: a autora, 2018.

Observou-se que os ensaios 1, 2 e 3 apresentarem perda de massa enquanto 0s
demais ensaios apresentaram ganho significativo de massa. A perda nos ensaios
iniciais pode ter ocorrido devido a malha da peneira (muito aberta) utilizada, fazendo
com que pequenos graos a permeassem. Os demais ensaios, conforme observado na
figura 2, apresentaram particulas dos substratos, em especial da farinha de semente de

jaca verde junto aos graos e esses foram quantificados.

Figura 2 — Imagem dos grédos apés 96 horas de fermentacao, peneirados e lavados.

Fonte: a autora, 2018.

Através do acompanhamento das fermentacdes, observou-se que os grdos de
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kefir de dgua foram capazes de se desenvolver nos meios de cultivo propostos sendo

observadas modificacdes no pH e teor de solidos soluveis.
O grafico 3 representa as atividades de amilase e celulase detectada nos

extratos enziméticos retirados do meio de fermentagdo a cada 24 horas de
fermentacao.

Grafico 3 — Atividades de Amilase e Celulase nos diferentes ensaios realizados.
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Fonte: a autora, 2018.

Observou-se que tanto para a amilase quanto para a celulase, as maiores
atividades enzimaticas obtidas ocorreram apés 24 horas de fermentagédo. Os valores
guantificados foram similares aos obtidos na fase inicial da fermentagdo de fungos
filamentosos (GOUVEA, 2013). O meio formulados nos ensaios 4 (Y2 M; ¥ FBV) foi o
gue apresentou as maiores atividades para ambas enzimas. O gréfico 4 apresenta a
cinética de producado das enzimas, pH e teor de sélidos solliveis no meio ao longo do
processo fermentativo.
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Grafico 4 - Cinética da fermentacao do ensaio 4.
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Fonte: a autora, 2018.

Desta forma, as atividades obtidas para as duas enzimas apds 24 horas de
inoculacao foram submetidas a analise do delineamento de misturas simplex- centroide,

com 95% de confianca. A tabela 2 apresenta o resultado da andlise do delineamento.

Tabela 2 — Modelos significativos para descrever as atividades de amilase e celulase de
acordo com a formulacdo do meio de cultivo utilizando melaco (M), farinha de banana
verde (FBV) e farinha de semente de jaca verde (FSJV).

Modelo Atividade de Amilase (U/ml) R2
Cubico 0,192*M+0,04*FBV+0,03*FSJV+4,54*M*FBV+2,18*M*FS 0.95
especial JV-20,17*M*FVB*FSJV ’
Modelo Atividade Celulase (U/ml) R2
Quadratico | 1,02*M+0,02*FBV+0,02*FSJV+3,23*M*FBV-2,54*M*FSJV 0,67

Fonte: a autora, 2018.

Para atividade de amilase o modelo cubico especial foi significativo,
apresentando coeficiente de correlagdo mudltipla (R?) de 0,95. Desta forma, o modelo é
capaz de explicar 95% da variacdo experimental. Para a atividade de celulase o modelo
quadratico foi significativo, no entanto o R? foi de 0,67. Embora inferior ao obtido para
amilase, considerando esse um processo bioldgico utilizando meios ndo homogéneos e
graos de kefir, o resultado foi satisfatorio.

A figura 5 apresenta as curvas de contorno para os modelos propostos para a

obtencé@o de amilase e celulase de kefir de agua utilizando melago, farinha de banana
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verde e farinha de semente de jaca verde.

Figura 3 — curvas de contorno para os modelos significativos para amilase (a) e

celulase (b) obtida da fermentacao de kefir de &gua apds 24 horas de fermentacao.
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Fonte: a autora, 2018.

Desta forma, observa-se que a melhor formulacdo de meio de cultivo para
obtencao tanto da amilase quanto da celulase de kefir de agua € aquela composta por

melago a 30g/l e farinha de banana verde a 30g/I.

Outras enzimas, tais como as proteases serdo avaliadas por outros membros do

grupo de pesquisa CIABIO, dando continuidade a este trabalho.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos ensaios realizados e dos parametros quantificados, observou-se que
os graos de kefir de agua foram capazes de se desenvolver nos meios de cultivo
propostos. A producdo de amilase e celulase ocorreu no inicio da fermentacéo,
atingindo resultados interessantes. O meio de cultivo que favoreceu a producao das

enzimas foi composto por melacgo (30g/L) e farinha de banana verde (30g/L).
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