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‭RESUMO‬

‭O‬ ‭uso‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭em‬ ‭processos‬ ‭industriais‬ ‭tem‬ ‭crescido‬ ‭de‬ ‭forma‬ ‭expressiva‬ ‭e‬

‭contínua,‬ ‭impulsionando‬ ‭a‬ ‭demanda‬ ‭por‬ ‭novas‬ ‭cepas‬ ‭microbianas‬ ‭com‬ ‭potencial‬

‭biotecnológico.‬ ‭A‬ ‭busca‬ ‭por‬ ‭microrganismos‬‭produtores‬‭de‬‭enzimas‬‭abrange‬‭diversas‬‭fontes‬

‭naturais,‬ ‭dentre‬ ‭as‬ ‭quais‬ ‭se‬ ‭destaca‬ ‭a‬ ‭kombucha,‬ ‭uma‬ ‭bebida‬ ‭fermentada‬ ‭amplamente‬

‭apreciada‬ ‭por‬ ‭consumidores‬ ‭que‬ ‭buscam‬ ‭alternativas‬ ‭mais‬ ‭saudáveis,‬ ‭livres‬ ‭de‬ ‭aditivos‬

‭químicos‬ ‭e‬ ‭nutricionalmente‬ ‭enriquecidas.‬ ‭Este‬ ‭estudo‬ ‭teve‬ ‭como‬ ‭objetivo‬ ‭o‬ ‭isolamento‬ ‭e‬

‭cultivo‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭microrganismos‬ ‭presentes‬ ‭na‬ ‭kombucha,‬ ‭bem‬ ‭como‬‭a‬

‭avaliação‬ ‭de‬ ‭seu‬ ‭potencial‬ ‭enzimático‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭amilases,‬ ‭proteases‬ ‭e‬ ‭lipases.‬ ‭Os‬

‭resultados‬ ‭demonstraram‬ ‭atividade‬ ‭amilolítica,‬ ‭evidenciada‬ ‭pela‬ ‭formação‬ ‭de‬ ‭halos‬ ‭de‬

‭degradação‬ ‭do‬‭amido.‬‭No‬‭entanto,‬‭apesar‬‭do‬‭crescimento‬‭microbiano,‬‭não‬‭foram‬‭observados‬

‭halos‬ ‭de‬ ‭proteólise‬ ‭e‬ ‭lipólise,‬ ‭indicando‬ ‭ausência‬ ‭de‬ ‭atividade‬ ‭proteolítica‬ ‭e‬ ‭lipolítica‬ ‭nas‬

‭condições‬‭experimentais‬‭adotadas.‬‭A‬‭incapacidade‬‭de‬‭degradação‬‭da‬‭lipase‬‭e‬‭da‬‭protease‬‭pode‬

‭estar‬‭relacionada‬‭à‬‭ausência‬‭de‬‭genes‬‭codificadores‬‭de‬‭lipases‬‭e‬‭proteases‬‭extracelulares‬‭ou‬‭à‬

‭inadequação‬ ‭das‬ ‭condições‬ ‭ambientais‬ ‭para‬ ‭sua‬ ‭expressão.‬ ‭Dessa‬ ‭forma,‬ ‭conclui-se‬ ‭que‬ ‭as‬

‭bactérias‬ ‭isoladas‬‭possuem‬‭a‬‭capacidade‬‭de‬‭degradar‬‭amido,‬‭mas‬‭não‬‭demonstram‬‭eficiência‬

‭na degradação de lipídeos e proteínas nas condições avaliadas.‬

‭Palavras-chave:‬‭Produção Enzimática. Kombucha. Lipase.‬‭Protease. Amilase. Bactérias‬

‭Acéticas‬



‭ABSTRACT‬

‭The‬ ‭use‬ ‭of‬ ‭enzymes‬ ‭in‬ ‭industrial‬ ‭processes‬ ‭has‬ ‭been‬ ‭growing‬ ‭significantly‬ ‭and‬

‭continuously,‬ ‭driving‬ ‭the‬ ‭demand‬ ‭for‬ ‭new‬ ‭microbial‬ ‭strains‬ ‭with‬‭biotechnological‬‭potential.‬

‭The‬ ‭search‬ ‭for‬ ‭enzyme-producing‬ ‭microorganisms‬ ‭encompasses‬ ‭various‬ ‭natural‬ ‭sources,‬

‭among‬ ‭which‬ ‭kombucha‬ ‭stands‬ ‭out‬ ‭as‬ ‭a‬ ‭widely‬ ‭appreciated‬ ‭fermented‬ ‭beverage‬ ‭among‬

‭consumers‬ ‭seeking‬ ‭healthier‬ ‭alternatives,‬ ‭free‬ ‭of‬ ‭chemical‬ ‭additives,‬ ‭and‬ ‭nutritionally‬

‭enriched.‬ ‭This‬ ‭study‬ ‭aimed‬ ‭to‬ ‭isolate‬ ‭and‬ ‭cultivate‬ ‭acetic‬ ‭acid‬ ‭bacteria‬ ‭and‬ ‭other‬

‭microorganisms‬‭present‬‭in‬‭kombucha,‬‭as‬‭well‬‭as‬‭to‬‭evaluate‬‭their‬‭enzymatic‬‭potential‬‭for‬‭the‬

‭production‬ ‭of‬ ‭amylases,‬‭proteases,‬‭and‬‭lipases.‬‭The‬‭results‬‭demonstrated‬‭amylolytic‬‭activity,‬

‭evidenced‬ ‭by‬ ‭the‬‭formation‬‭of‬‭starch‬‭degradation‬‭halos.‬‭However,‬‭despite‬‭microbial‬‭growth,‬

‭no‬ ‭proteolysis‬ ‭or‬ ‭lipolysis‬ ‭halos‬ ‭were‬ ‭observed,‬ ‭indicating‬ ‭the‬ ‭absence‬ ‭of‬ ‭proteolytic‬ ‭and‬

‭lipolytic‬ ‭activity‬ ‭under‬ ‭the‬ ‭experimental‬ ‭conditions‬ ‭adopted.‬ ‭The‬ ‭inability‬‭to‬‭degrade‬‭lipase‬

‭and‬ ‭protease‬ ‭may‬ ‭be‬ ‭related‬ ‭to‬ ‭the‬ ‭absence‬ ‭of‬ ‭genes‬ ‭encoding‬ ‭extracellular‬ ‭lipases‬ ‭and‬

‭proteases‬‭or‬‭to‬‭inadequate‬‭environmental‬‭conditions‬‭for‬‭their‬‭expression.‬‭Thus,‬‭it‬‭is‬‭concluded‬

‭that‬‭the‬‭isolated‬‭bacteria‬‭can‬‭degrade‬‭starch‬‭but‬‭do‬‭not‬‭efficiently‬‭degrade‬‭lipids‬‭and‬‭proteins‬

‭under the evaluated conditions.‬

‭Keywords:‬‭Enzyme Production. Kombucha. Lipase. Protease.‬‭Amylase. Acetic Acid‬

‭Bacteria.‬
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‭1.‬ ‭INTRODUÇÃO‬

‭As‬‭enzimas‬‭atuam‬‭como‬‭catalisadores‬‭de‬‭reações‬‭químicas.‬‭Elas‬‭são‬‭provenientes‬

‭de‬ ‭fontes‬ ‭vegetais,‬ ‭animais‬‭e‬‭microbiana,‬‭sendo‬‭a‬‭obtenção‬‭por‬‭produção‬‭microbiana‬‭a‬‭mais‬

‭desejável,‬ ‭tendo‬ ‭em‬ ‭vista‬ ‭maiores‬ ‭vantagens‬ ‭em‬ ‭comparação‬ ‭às‬ ‭demais,‬ ‭como:‬ ‭maior‬

‭rendimento‬ ‭em‬ ‭menor‬ ‭tempo,‬ ‭menor‬ ‭volume‬ ‭residual,‬ ‭produção‬ ‭independente‬ ‭de‬ ‭questões‬

‭sazonais,‬ ‭opção‬ ‭de‬ ‭obter‬ ‭o‬ ‭substrato,‬ ‭oriundo‬ ‭de‬ ‭resíduos‬ ‭agroindustriais,‬ ‭destinado‬ ‭à‬

‭produção‬ ‭das‬ ‭enzimas‬ ‭,‬ ‭além‬ ‭da‬ ‭possibilidade‬ ‭de‬ ‭produção‬ ‭por‬ ‭processos‬‭fermentativos‬‭em‬

‭grande escala, de forma constante e padronizada, com requisitos nutricionais simplificados.‬

‭Entre‬ ‭as‬ ‭principais‬ ‭enzimas‬ ‭de‬ ‭interesse‬ ‭para‬ ‭as‬ ‭indústrias,‬ ‭destacam-se‬ ‭as‬

‭amilases,‬ ‭proteases,‬ ‭celulases‬ ‭e‬ ‭lipases,‬ ‭as‬ ‭quais‬ ‭são‬ ‭amplamente‬ ‭empregadas‬ ‭em‬ ‭vários‬

‭setores‬ ‭industriais,‬ ‭como‬ ‭na‬ ‭indústria‬ ‭de‬ ‭alimentos,‬ ‭têxtil,‬ ‭de‬ ‭cosméticos,‬ ‭de‬ ‭bebidas,‬

‭farmacêutica,‬ ‭dentre‬ ‭outras.‬ ‭A‬ ‭indústria‬ ‭alimentícia‬ ‭é‬ ‭a‬ ‭maior‬ ‭empregadora‬ ‭de‬ ‭enzimas‬

‭industriais,‬‭utilizando‬‭mais‬‭de‬‭50%‬‭de‬‭sua‬‭produção,‬‭aplicando-as‬‭na‬‭busca‬‭por‬‭melhorias‬‭no‬

‭processo‬ ‭de‬ ‭produção‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭componentes‬ ‭relacionados,‬ ‭como‬ ‭sabor,‬ ‭aroma,‬ ‭cor,‬ ‭textura,‬

‭aparência, vida de prateleira e valor nutritivo.‬

‭Devido‬‭ao‬‭extenso‬‭e‬‭gradativo‬‭uso‬‭de‬‭enzimas‬‭nos‬‭processos‬‭industriais,‬‭ocorreu‬

‭o‬ ‭aumento‬ ‭significativo‬ ‭da‬ ‭demanda‬ ‭por‬ ‭novas‬‭cepas‬‭microbianas‬‭produtoras.‬‭O‬‭isolamento‬

‭dessas‬ ‭novas‬ ‭cepas‬ ‭produtoras‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭abrange‬ ‭a‬ ‭exploração‬ ‭de‬ ‭diversas‬ ‭fontes,‬ ‭sendo‬

‭uma delas a kombucha.‬

‭A‬ ‭kombucha‬ ‭é‬ ‭uma‬ ‭bebida‬ ‭produzida‬ ‭pela‬ ‭fermentação‬ ‭de‬ ‭chá‬ ‭adoçado‬

‭(tradicionalmente‬ ‭chá‬ ‭verde‬ ‭ou‬ ‭preto)‬ ‭por‬ ‭uma‬ ‭simbiose‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭e‬ ‭leveduras‬ ‭que‬

‭produzem‬‭uma‬‭camada‬‭de‬‭celulose,‬‭o‬‭SCOBY‬‭(cultura‬‭simbiótica‬‭de‬‭bactérias‬‭e‬‭leveduras,‬‭do‬

‭inglês‬‭Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast).‬

‭O‬ ‭crescente‬ ‭interesse‬ ‭no‬ ‭consumo‬ ‭de‬ ‭kombucha‬ ‭é‬ ‭baseado‬ ‭na‬ ‭tendência‬ ‭dos‬

‭consumidores‬ ‭pela‬ ‭procura‬ ‭de‬ ‭um‬ ‭estilo‬ ‭de‬ ‭vida‬ ‭mais‬ ‭saudável,‬ ‭tendo‬ ‭como‬ ‭preferência‬

‭produtos‬ ‭minimamente‬ ‭processados,‬ ‭sem‬ ‭aditivos‬ ‭químicos‬ ‭e‬ ‭com‬ ‭alto‬ ‭valor‬ ‭nutricional.‬

‭Atendendo‬‭a‬‭esses‬‭requisitos,‬‭o‬‭chá‬‭de‬‭Kombucha‬‭apresenta-se‬‭como‬‭uma‬‭bebida‬‭gaseificada‬

‭refrescante,‬ ‭natural,‬ ‭probiótica,‬ ‭semelhante‬ ‭a‬ ‭um‬ ‭espumante,‬ ‭rico‬ ‭em‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭e‬

‭leveduras, responsáveis pela fermentação e gaseificação natural da bebida.‬

‭1.1‬‭Objetivos‬

‭1.1.1‬‭Objetivo Geral‬
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‭O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial biotecnológico dos‬
‭microrganismos presentes na kombucha.‬

‭1.1.2‬‭Objetivos Específicos‬

‭a)‬ ‭Cultivo e isolamento de microrganismos do kombucha;‬

‭b)‬ ‭Investigação do potencial das bactérias isoladas em produzir amilases;‬

‭c)‬ ‭Investigação do potencial das bactérias isoladas em produzir proteases;‬

‭d)‬ ‭Investigação do potencial das bactérias isoladas em produzir lipases.‬
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‭2.‬ ‭REFERENCIAL TEÓRICO‬

‭2.1‬ ‭Fermentação: Contexto Histórico‬

‭A‬ ‭fermentação‬ ‭é‬ ‭tão‬ ‭antiga‬ ‭quanto‬ ‭a‬ ‭civilização‬ ‭humana‬ ‭na‬ ‭Terra‬ ‭e‬ ‭foi‬

‭aprimorada,‬ ‭como‬‭processo,‬‭por‬‭sociedades‬‭da‬‭antiguidade,‬‭para‬‭a‬‭conservação‬‭de‬‭alimentos‬

‭durantes‬ ‭as‬ ‭sazonalidades,‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭intuito‬ ‭de‬ ‭melhorar‬ ‭a‬ ‭qualidade‬ ‭sensorial‬ ‭dos‬ ‭alimentos‬

‭(HAN‬‭et al‬‭., 2021).‬

‭Seus‬‭benefícios,‬‭que‬‭são‬‭conhecidos‬‭desde‬‭a‬‭era‬‭pré-histórica,‬‭foram‬‭descobertos‬

‭por‬‭um‬‭acaso.‬‭A‬‭contaminação‬‭das‬‭matérias-primas‬‭in‬‭natura‬‭eram‬‭ocorrências‬‭cotidianas.‬‭Na‬

‭ocasião,‬ ‭teria‬ ‭ocorrido‬ ‭um‬ ‭desfecho‬ ‭mais‬ ‭favorável‬ ‭advindo‬ ‭da‬ ‭ação‬ ‭dos‬ ‭homens‬ ‭ao‬

‭armazenarem‬ ‭leite‬ ‭no‬ ‭estômago‬ ‭de‬ ‭animais,‬ ‭verificando‬ ‭assim‬ ‭que‬ ‭esse‬ ‭armazenamento‬

‭resultava‬ ‭na‬ ‭transformação‬ ‭do‬ ‭leite‬ ‭em‬ ‭queijo,‬ ‭isso‬ ‭era‬ ‭resultado‬ ‭da‬ ‭ação‬ ‭da‬ ‭renina,‬ ‭uma‬

‭enzima‬‭que‬‭existente‬‭no‬‭estômago‬‭e‬‭alguns‬‭animais.‬‭Com‬‭o‬‭passar‬‭do‬‭tempo,‬‭houve‬‭relatos‬‭da‬

‭utilização‬ ‭da‬‭fermentação‬‭para‬‭a‬‭produção‬‭de‬‭vinhos‬‭e‬‭cervejas,‬‭usufruindo‬‭das‬‭enzimas‬‭que‬

‭estão‬‭presentes‬‭naturalmente‬‭na‬‭uva‬‭e‬‭na‬‭cevada,‬‭respectivamente,‬‭ou‬‭em‬‭microrganismos‬‭que‬

‭compõem‬ ‭a‬ ‭sua‬ ‭microbiota‬ ‭(MOLINA‬ ‭et‬‭al‬‭.,‬‭2013).‬‭Essa‬‭técnica‬‭milenar‬‭difundida‬‭entre‬‭as‬

‭diversas‬ ‭culturas,‬ ‭além‬ ‭de‬ ‭modificar‬ ‭as‬ ‭características‬ ‭físico-químicas‬ ‭dos‬ ‭alimentos,‬

‭ocasionando‬ ‭uma‬ ‭maior‬ ‭conservação,‬ ‭promove‬ ‭também‬ ‭a‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭compostos‬ ‭que‬

‭beneficiam a saúde ( STREDA; SEVERO, 2024).‬

‭Ainda‬ ‭que‬ ‭já‬ ‭se‬ ‭conhecesse‬ ‭os‬ ‭efeitos‬ ‭benéficos‬ ‭da‬ ‭fermentação‬ ‭há‬ ‭milhares‬‭de‬

‭anos,‬ ‭no‬ ‭caso‬ ‭dos‬ ‭balcânicos‬ ‭em‬ ‭relação‬ ‭ao‬ ‭iogurte‬‭e‬‭dos‬‭chineses‬‭em‬‭relação‬‭à‬‭kombucha,‬

‭por‬‭exemplo,‬‭só‬‭foi‬‭possível‬‭a‬‭comparação‬‭científica‬‭referente‬‭às‬‭propriedades‬‭funcionais‬‭de‬

‭alimentos‬ ‭fermentados‬ ‭após‬ ‭o‬ ‭aperfeiçoamento‬ ‭de‬ ‭novos‬ ‭métodos‬ ‭de‬ ‭pesquisa‬ ‭sobre‬ ‭a‬

‭microbiota‬ ‭e‬ ‭os‬ ‭metabólitos‬ ‭resultantes‬ ‭do‬ ‭processo‬ ‭fermentativo‬ ‭(MARTIN;‬

‭LINDNER;,2022).‬

‭2.2‬‭Enzimas‬

‭As‬ ‭enzimas,‬ ‭na‬ ‭maioria‬ ‭das‬ ‭vezes,‬ ‭são‬ ‭cadeias‬ ‭proteicas‬ ‭formadas‬ ‭por‬

‭aminoácidos,‬ ‭tendo‬ ‭potencial‬ ‭catalítico‬ ‭para‬ ‭inúmeros‬ ‭tipos‬ ‭de‬ ‭reação.‬ ‭Esse‬ ‭potencial‬

‭catalítico‬ ‭é‬ ‭responsável‬ ‭por‬ ‭aumentar‬ ‭a‬ ‭velocidade‬ ‭das‬ ‭reações‬ ‭químicas‬ ‭que‬ ‭ocorrem‬ ‭nas‬

‭células‬ ‭e‬ ‭no‬ ‭organismo,‬ ‭sem‬ ‭que‬ ‭sofra‬ ‭alterações‬ ‭(KRUGER‬‭et‬‭al‬‭,‬‭1982).‬‭Os‬‭reagentes‬‭que‬

‭participam‬ ‭dessas‬ ‭reações‬ ‭são‬ ‭denominados‬ ‭substratos,‬ ‭podendo‬ ‭variar‬ ‭de‬ ‭acordo‬ ‭com‬ ‭a‬

‭enzima, que possui seu caráter específico. Com isso, ao  atuar sobre um determinado‬
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‭substrato,‬ ‭ele‬ ‭é‬ ‭convertido‬ ‭em‬ ‭um‬ ‭determinado‬ ‭produto‬ ‭(TAIPA;‬ ‭GAMA,‬ ‭2003).‬ ‭Em‬

‭contrapartida,‬ ‭as‬ ‭proteínas‬ ‭não‬ ‭são‬ ‭as‬ ‭únicas‬ ‭substâncias‬ ‭com‬ ‭propriedades‬ ‭catalíticas‬ ‭nos‬

‭sistemas‬ ‭biológicos.‬‭Existem‬‭também‬‭as‬‭ribozimas,‬‭moléculas‬‭de‬‭ácido‬‭ribonucleico‬‭(RNA),‬

‭compostas‬ ‭por‬ ‭cadeia‬ ‭de‬ ‭carboidrato,‬ ‭formada‬ ‭pelo‬ ‭monossacarídeo‬ ‭ribose,‬ ‭que‬ ‭também‬

‭catalisam algumas reações fundamentais para os seres vivos (KRUGER‬‭et al‬‭, 1982).‬

‭Mota (2011) afirma que, para ser classificada como uma enzima, a proteína deve‬

‭apresentar as seguintes condições:‬

‭a)‬ ‭Apresentar eficiência catalítica;‬

‭b)‬ ‭Demonstrar alto grau de especificidade em relação aos seus substratos e seus‬

‭produtos;‬

‭c)‬ ‭Acelerar a velocidade das reações de 106 a 1012 vezes em relação às reações‬

‭não catalisadas;‬

‭d)‬ ‭Ao participar da atividade catalítica, a proteína não pode ser consumida ou‬

‭alterada;‬

‭e)‬ ‭Sua atividade metabólica deve ser regulada geneticamente ou a partir das‬

‭condições metabólicas.‬

‭As‬ ‭enzimas‬ ‭são‬ ‭classificadas‬ ‭pela‬ ‭União‬ ‭Internacional‬ ‭de‬ ‭Bioquímica‬‭(IUB)‬‭em‬

‭seis‬‭classes:‬‭(I)‬‭oxidorredutases,‬‭(II)‬‭transferases,‬‭(III)‬‭hidrolases,‬‭(IV)‬‭liases,‬‭(V)‬‭isomerases‬

‭e‬ ‭(VI)‬ ‭ligases.‬ ‭Cada‬ ‭uma‬ ‭das‬ ‭classes‬ ‭apresenta‬ ‭critérios‬ ‭específicos.‬ ‭As‬ ‭oxidorredutases‬

‭agrupam‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭que‬ ‭catalisam‬ ‭reações‬ ‭de‬ ‭oxi-redução‬ ‭por‬ ‭meio‬ ‭da‬ ‭transferência‬ ‭de‬

‭elétrons,‬ ‭enquadrando-se‬ ‭nessa‬ ‭classe‬ ‭as‬ ‭desidrogenases,‬ ‭redutases‬ ‭e‬ ‭as‬ ‭oxidases.‬ ‭As‬

‭transferases‬ ‭são‬ ‭enzimas‬ ‭que‬ ‭catalisam‬ ‭reações‬ ‭de‬ ‭transferência‬‭de‬‭grupamentos‬‭funcionais,‬

‭como‬‭grupos‬‭amina,‬‭quinases,‬‭fosfato‬‭etc.‬‭As‬‭hidrolases‬‭são‬‭enzimas‬‭que‬‭catalisam‬‭reações‬‭de‬

‭hidrólise‬ ‭de‬ ‭ligação‬ ‭covalente,‬ ‭como‬ ‭ocorre‬ ‭nas‬ ‭peptidases.‬ ‭As‬ ‭liases‬ ‭são‬ ‭enzimas‬ ‭que‬

‭catalisam‬ ‭a‬ ‭quebra‬ ‭de‬ ‭ligações‬ ‭covalentes‬ ‭e‬ ‭dispõe‬ ‭de‬ ‭moléculas‬ ‭de‬ ‭água,‬ ‭amônia‬ ‭e‬ ‭gás‬

‭carbônico,‬‭como‬‭por‬‭exemplo‬‭as‬‭dehidratases‬‭e‬‭as‬‭descarboxilases.‬‭As‬‭isomerases‬‭são‬‭aquelas‬

‭que‬ ‭catalisam‬ ‭reações‬ ‭de‬ ‭interconversão‬ ‭entre‬ ‭isômeros‬ ‭ópticos‬ ‭ou‬ ‭geométricos,‬ ‭como‬ ‭as‬

‭epimerases.‬ ‭Por‬ ‭fim,‬ ‭as‬ ‭ligases‬ ‭classificam-se‬ ‭como‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭que‬ ‭catalisam,‬ ‭à‬ ‭custa‬ ‭de‬

‭energia‬ ‭(ATP),‬ ‭reações‬ ‭de‬ ‭formação‬ ‭de‬ ‭novas‬ ‭moléculas,‬ ‭a‬ ‭partir‬ ‭da‬ ‭ligação‬ ‭entre‬ ‭duas‬ ‭já‬

‭existentes (FORGIARINI, 2006).‬

‭A‬ ‭estrutura‬ ‭primária‬ ‭das‬ ‭proteínas‬ ‭é‬ ‭caracterizada‬ ‭por‬ ‭ligações‬ ‭peptídicas‬ ‭que‬

‭unem‬ ‭as‬ ‭cadeias‬ ‭lineares‬ ‭de‬ ‭aminoácidos.‬ ‭Ao‬ ‭considerar‬ ‭apenas‬ ‭essa‬ ‭estrutura‬ ‭primária,‬ ‭a‬

‭molécula‬ ‭deveria‬ ‭ser‬ ‭muito‬ ‭fina‬ ‭e‬‭extensa.‬‭Entretanto,‬‭a‬‭maioria‬‭das‬‭enzimas‬‭apresenta‬‭uma‬

‭forma globosa ao contrário de uma fina fita linear, enfatizando estruturações de ordem‬
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‭superior,‬ ‭conhecidas‬ ‭como‬ ‭estruturas‬ ‭secundária,‬ ‭terciária‬ ‭e‬ ‭quaternária,‬ ‭que‬ ‭acontecem‬

‭devido‬ ‭aos‬ ‭blocos‬ ‭constituintes‬ ‭da‬ ‭molécula‬ ‭interagirem‬ ‭entre‬ ‭si,‬ ‭de‬ ‭forma‬ ‭intrínseca‬

‭(BARRETT,‬ ‭2001).‬ ‭A‬ ‭estrutura‬ ‭secundária‬ ‭de‬‭uma‬‭proteína‬‭caracteriza-se‬‭pela‬‭formação‬‭de‬

‭alfa‬ ‭hélices‬ ‭e‬ ‭folhas‬ ‭beta,‬ ‭que‬ ‭são‬ ‭conformações‬ ‭resultantes‬ ‭das‬ ‭interações‬ ‭mencionadas‬

‭acima.‬‭Somente‬‭esta‬‭estrutura‬‭adicional‬‭explica‬‭como‬‭uma‬‭molécula‬‭de‬‭proteína‬‭pode‬‭ser‬‭tão‬

‭compacta‬ ‭(LEHNINGER‬ ‭et‬ ‭al.,‬ ‭2014).‬ ‭Na‬ ‭estrutura‬ ‭terciária,‬ ‭a‬ ‭proteína‬ ‭está‬ ‭enovelada‬ ‭de‬

‭forma‬ ‭complexa‬ ‭e‬ ‭irregular,‬ ‭resultando‬ ‭na‬ ‭formação‬ ‭de‬ ‭um‬ ‭prisma‬ ‭compacto,‬ ‭triangular,‬

‭podendo‬ ‭ser‬ ‭também,‬ ‭na‬ ‭minoria‬ ‭das‬ ‭vezes,‬ ‭achatado‬ ‭(LEWIN,‬ ‭2000).‬ ‭A‬ ‭repetição‬ ‭das‬

‭cadeias‬ ‭polipeptídicas,‬ ‭na‬ ‭construção‬ ‭de‬ ‭uma‬ ‭macromolécula‬ ‭de‬ ‭proteína,‬ ‭caracteriza‬ ‭a‬

‭estrutura quaternária que esta pode assumir (DIXON & WEBB 1964).‬

‭Em‬ ‭relação‬ ‭à‬ ‭atividade‬ ‭catalítica‬ ‭das‬‭enzimas,‬‭existem‬‭condições‬‭destacadas‬‭por‬

‭Lopes e outros (2022), com o objetivo de otimizá-la ao máximo. São elas:‬

‭f)‬ ‭Temperatura‬‭ideal:‬‭Com‬‭a‬‭elevação‬‭da‬‭temperatura,‬‭a‬‭reação‬‭acontece‬‭de‬‭forma‬

‭mais‬ ‭rápida,‬ ‭resultado‬ ‭de‬ ‭uma‬ ‭maior‬ ‭vibração‬ ‭de‬ ‭moléculas‬ ‭reagentes,‬ ‭que‬

‭favorece‬ ‭o‬ ‭encontro‬ ‭das‬ ‭enzimas‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭substrato.‬ ‭Em‬ ‭contrapartida,‬

‭temperaturas‬ ‭muito‬ ‭elevadas‬ ‭podem‬ ‭prejudicar‬ ‭a‬ ‭estrutura‬ ‭tridimensional‬ ‭da‬

‭enzima, consequentemente, prejudicando sua atividade enzimática.‬

‭g)‬ ‭pH‬ ‭ideal:‬ ‭Sabendo‬ ‭que‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭são‬ ‭formadas‬ ‭por‬‭aminoácidos,‬‭mudanças‬

‭no‬ ‭pH‬ ‭podem‬ ‭resultar‬ ‭na‬ ‭ionização‬ ‭de‬ ‭cadeias‬ ‭laterais‬ ‭dos‬ ‭aminoácidos‬ ‭e‬‭na‬

‭constituição‬‭de‬‭cargas‬‭momentâneas,‬‭que‬‭afetam‬‭a‬‭configuração‬‭das‬‭proteínas,‬

‭afetando‬‭diretamente‬‭sua‬‭atividade‬‭catalítica.‬‭Cada‬‭enzima‬‭possui‬‭um‬‭valor‬‭de‬

‭pH ótimo.‬

‭h)‬ ‭Cofatores:‬‭A‬‭maioria‬‭das‬‭enzimas‬‭necessita‬‭de‬‭outras‬‭moléculas‬‭não‬‭proteicas‬

‭para‬ ‭que‬ ‭sua‬ ‭atividade‬ ‭catalítica‬ ‭seja‬ ‭realizada.‬ ‭Algumas‬ ‭vezes,‬ ‭essas‬ ‭outras‬

‭moléculas podem aumentar sua atividade enzimática.‬

‭i)‬ ‭Inibidores:‬‭Os‬‭inibidores‬‭são‬‭compostos‬‭que‬‭possuem‬‭a‬‭capacidade‬‭de‬‭inibição‬

‭da‬ ‭ação‬ ‭catalítica‬ ‭de‬ ‭algumas‬ ‭enzimas.‬ ‭Podem‬ ‭agir,‬ ‭influenciando‬

‭indiretamente‬‭ou‬‭diretamente‬‭o‬‭sítio‬‭ativo.‬‭Essa‬‭inibição‬‭pode‬‭ser‬‭reversível‬‭ou‬

‭irreversível.‬

‭2.2.1‬‭Produção industrial de enzimas:‬

‭As‬ ‭enzimas‬ ‭têm‬ ‭valor‬ ‭comercial,‬ ‭pois‬ ‭apresentam‬ ‭uma‬ ‭vasta‬ ‭área‬ ‭de‬‭aplicações‬

‭em diversos setores industriais, como nas indústrias de alimentos, detergentes, têxteis,‬
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‭farmacêuticas,‬‭cosméticos,‬‭diagnósticos‬‭e‬‭química‬‭fina.‬‭Seu‬‭uso‬‭em‬‭processos‬‭industriais‬‭vem‬

‭sendo‬‭sugerido‬‭com‬‭ênfase,‬‭devido‬‭ao‬‭fato‬‭de‬‭os‬‭processos‬‭enzimáticos‬‭não‬‭serem‬‭tóxicos,‬‭o‬

‭que‬ ‭consequentemente‬ ‭diminui‬ ‭o‬ ‭impacto‬ ‭ambiental.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭a‬ ‭utilização‬ ‭das‬ ‭enzimas‬

‭apresenta‬‭como‬‭vantagens:‬‭economia‬‭de‬‭água,‬‭energia,‬‭produtos‬‭químicos‬‭e‬‭redução‬‭do‬‭custo‬

‭no tratamento de efluentes (SANTOS‬‭et al‬‭.,2017).‬

‭O‬ ‭mercado‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭para‬ ‭biotecnologia‬ ‭e‬ ‭diagnóstico‬ ‭tem‬ ‭liderado‬ ‭o‬

‭crescimento,‬ ‭uma‬ ‭vez‬ ‭que‬ ‭sua‬ ‭aplicação‬ ‭reduz‬ ‭custos‬ ‭de‬ ‭sequenciamento‬ ‭de‬ ‭DNA,‬ ‭nos‬

‭últimos‬ ‭anos.‬ ‭A‬ ‭demanda‬ ‭da‬‭indústria‬‭de‬‭bebidas,‬‭alimentos‬‭e‬‭indústria‬‭de‬‭ração‬‭animal‬‭por‬

‭enzimas‬ ‭para‬ ‭aplicação‬ ‭em‬ ‭seus‬ ‭processos‬ ‭produtivos,‬ ‭tem‬ ‭impulsionado‬ ‭mercados‬

‭emergentes (DAMASCENO, 2016).‬

‭Segundo‬ ‭Santos‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭(2017),‬ ‭o‬ ‭Brasil‬ ‭corresponde‬ ‭em‬ ‭torno‬ ‭de‬ ‭60%‬ ‭do‬

‭consumo‬‭total‬‭de‬‭enzimas‬‭na‬‭América‬‭Latina,‬‭mas,‬‭ainda‬‭sim,‬‭importando‬‭(86%)‬‭muito‬‭mais‬

‭do‬ ‭que‬ ‭exportando‬ ‭(14%).‬ ‭Isso‬ ‭evidencia‬ ‭um‬ ‭atraso‬ ‭nas‬ ‭tecnologias‬ ‭referentes‬ ‭à‬ ‭produção‬

‭nacional‬ ‭de‬ ‭biocatalisadores‬ ‭e,‬ ‭simultaneamente,‬ ‭salienta‬ ‭que‬ ‭a‬ ‭expansão‬ ‭da‬ ‭biocatálise‬ ‭é‬

‭particularmente‬‭relevante‬‭para‬‭o‬‭país,‬‭não‬‭apenas‬‭pelo‬‭tamanho‬‭do‬‭mercado‬‭interno‬‭para‬‭esse‬

‭setor,‬ ‭que‬ ‭é‬‭bastante‬‭promissor,‬‭mas‬‭também‬‭pela‬‭existência‬‭do‬‭conhecimento‬‭suficiente‬‭das‬

‭tecnologias‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭em‬ ‭larga‬ ‭escala,‬ ‭por‬ ‭processos‬ ‭fermentativos‬ ‭e‬

‭extrativos, assim como a maior biodiversidade do planeta como fonte de biocatalisadores.‬

‭Atualmente, aproximadamente 60% das enzimas industriais são produzidas por‬

‭fungos filamentosos, 24% por bactérias,‬ ‭4% por leveduras e 10% por animais e plantas‬

‭(RAVEENDRAN‬‭et al‬‭., 2018). A indústria alimentícia‬‭é a maior empregadora das enzimas‬

‭industriais, utilizando mais de 50% de sua produção em seus processos. ( SINGH; SINGH;‬

‭SACHAN, 2019). Em 2019, o mercado mundial de enzimas industriais foi estimado em‬

‭US$2,4 bilhões, podendo chegar a US$3,2 bilhões em 2025 (ZHANG‬‭et al‬‭., 2021;‬

‭BAPTISTE, 2020).‬

‭2.3‬‭Aplicação das enzimas na indústria alimentícia‬

‭O‬‭uso‬‭das‬‭enzimas‬‭na‬‭indústria‬‭alimentícia‬‭é‬‭vasto‬‭considerando‬‭que‬‭sempre‬‭está‬

‭envolvido‬ ‭na‬ ‭busca‬ ‭por‬ ‭melhorias‬ ‭no‬ ‭processo‬ ‭de‬ ‭produção‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭componentes‬

‭relacionados,‬‭como‬‭sabor,‬‭aroma,‬‭cor,‬‭textura,‬‭aparência,‬‭vida‬‭de‬‭prateleira,‬‭valor‬‭nutritivo‬‭etc‬

‭(SRIVASTAVA,‬‭2019).‬‭Uma‬‭vez‬‭que‬‭as‬‭matérias-primas‬‭alimentares‬‭são,‬‭em‬‭sua‬‭maior‬‭parte,‬

‭tecidos‬ ‭de‬ ‭plantas‬ ‭ou‬ ‭animais,‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭além‬ ‭de‬ ‭serem‬ ‭um‬ ‭componente‬ ‭de‬ ‭extrema‬

‭importância dos alimentos, estão, de modo direto, envolvidas com esses processos.‬
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‭Elas‬ ‭geralmente‬ ‭preservam‬ ‭suas‬ ‭funções‬ ‭catalíticas‬ ‭mesmo‬ ‭depois‬ ‭que‬ ‭a‬

‭homeostase‬ ‭dos‬ ‭tecidos‬ ‭é‬ ‭perdida‬ ‭(abate‬ ‭animal‬ ‭ou‬ ‭colheita‬ ‭de‬ ‭vegetais‬ ‭por‬ ‭exemplo),‬

‭resultando‬ ‭em‬ ‭consequências‬ ‭positivas‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭indústria‬ ‭(VITOLO,‬ ‭2021).‬ ‭As‬ ‭enzimas‬ ‭são‬

‭utilizadas‬ ‭principalmente‬ ‭em‬ ‭laticínios,‬ ‭panificação‬‭e‬‭bebidas‬‭como‬‭sucos‬‭de‬‭frutas,‬‭vinho‬‭e‬

‭cerveja (GUERRAND, 2017).‬

‭Diante‬ ‭da‬ ‭ampla‬ ‭aplicação‬ ‭e‬ ‭da‬ ‭geração‬ ‭de‬ ‭resultados‬ ‭positivos‬ ‭referentes‬ ‭à‬

‭aplicação‬ ‭das‬ ‭enzimas,‬ ‭surge‬ ‭a‬‭possibilidade‬‭dessa‬‭aplicação‬‭acontecer‬‭de‬‭forma‬‭intencional‬

‭para‬ ‭a‬ ‭modificação‬ ‭dos‬ ‭alimentos‬ ‭nas‬ ‭indústrias.‬ ‭E,‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭surgimento‬ ‭da‬ ‭biotecnologia‬

‭moderna‬ ‭–‬ ‭interferindo‬ ‭de‬ ‭forma‬ ‭positiva‬ ‭através‬ ‭da‬ ‭diminuição‬ ‭de‬ ‭custos,‬ ‭otimização‬ ‭de‬

‭processos‬ ‭e‬ ‭na‬ ‭melhoria‬ ‭de‬ ‭ingredientes‬ ‭e‬ ‭produtos,‬ ‭bem‬ ‭como‬ ‭seu‬ ‭valor‬ ‭nutricional,‬ ‭sua‬

‭funcionalidade‬‭e‬‭suas‬‭propriedades‬‭sensoriais,‬‭benefícios‬‭estes‬‭que‬‭estão‬‭ligados‬‭ao‬‭emprego‬

‭de‬ ‭enzimas,‬ ‭ao‬ ‭desenvolvimento‬ ‭de‬ ‭culturas‬ ‭starter‬ ‭e‬ ‭novos‬ ‭biocatalisadores‬ ‭melhorados‬

‭geneticamente‬‭–‬‭fez-se‬‭possível‬‭a‬‭produção‬‭de‬‭enzimas‬‭de‬‭maneira‬‭mais‬‭econômica,‬‭somada‬‭à‬

‭possibilidade‬‭da‬‭produção‬‭de‬‭enzimas‬‭que,‬‭até‬‭mesmo‬‭em‬‭condições‬‭extremas‬‭de‬‭temperatura‬

‭e pH, conseguem executar suas atividades enzimáticas (MOLINA‬‭et al‬‭., 2013).‬

‭Sabendo‬ ‭que‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭são‬ ‭imprescindíveis‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭obtenção‬ ‭de‬ ‭produtos‬ ‭e‬

‭ingredientes‬ ‭diversos‬ ‭no‬ ‭setor‬ ‭alimentício,‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭microbianas‬ ‭que‬ ‭possuem‬ ‭maior‬

‭aplicação‬ ‭nesse‬ ‭setor‬ ‭são‬ ‭as‬ ‭proteases‬ ‭(40%),‬ ‭seguidas‬ ‭das‬ ‭amilases,‬ ‭celulases‬ ‭e‬ ‭lipases‬

‭(CARVALHO, 2020).‬

‭2.3.1‬‭Protease‬

‭A‬‭protease‬‭possui‬‭a‬‭capacidade‬‭de‬‭catalisar‬‭a‬‭hidrólise‬‭de‬‭ligações‬‭peptídicas‬‭em‬

‭proteínas‬‭e‬‭peptídeos‬‭(PARKIN,‬‭2017).‬‭Do‬‭ponto‬‭de‬‭vista‬‭comercial,‬‭as‬‭proteases‬‭representam‬

‭um‬ ‭dos‬ ‭grupos‬ ‭enzimáticos‬ ‭de‬ ‭maior‬ ‭importância,‬ ‭equivalente‬ ‭a‬ ‭60%‬ ‭do‬ ‭total‬ ‭das‬ ‭enzimas‬

‭industriais e 40% das vendas globais de enzimas (DENTI, 2021).‬

‭Segundo‬ ‭Aguilar‬ ‭e‬ ‭Sato‬ ‭(2018),‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭proteases‬‭pertencem‬‭ao‬‭grupo‬‭3‬‭das‬

‭hidrolases‬‭e‬‭ao‬‭subgrupo‬‭4,‬‭hidrólises‬‭de‬‭ligações‬‭peptídicas.‬‭Sua‬‭classificação‬‭é‬‭baseada‬‭em‬

‭sua‬ ‭fonte‬ ‭de‬ ‭isolamento‬ ‭(vegetal,‬ ‭animal‬ ‭ou‬ ‭microbiana),‬ ‭sua‬ ‭ação‬ ‭catalítica‬ ‭(endo-‬ ‭ou‬

‭exopeptidase), referente também ao seu tamanho molecular e a especificidade do substrato.‬

‭Elas‬ ‭executam‬ ‭importantes‬ ‭atividades,‬ ‭controlando‬ ‭uma‬ ‭variedade‬ ‭de‬ ‭processos‬

‭extracelulares‬ ‭em‬ ‭plantas‬ ‭e‬ ‭animais,‬ ‭como‬ ‭é‬ ‭o‬ ‭caso‬ ‭da‬ ‭germinação,‬ ‭resposta‬ ‭a‬ ‭estímulos‬

‭ambientais, senescência, entre outros (RAZZAQ‬‭et al‬‭.,‬‭2019.)‬

‭As‬‭proteases‬‭possuem‬‭uma‬‭vasta‬‭área‬‭de‬‭aplicação‬‭na‬‭indústria‬‭alimentícia,‬‭com‬‭o‬

‭intuito de buscar a melhoria do valor nutricional dos alimentos, como também de serem‬
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‭amplamente‬‭aplicadas‬‭dentro‬‭do‬‭processo‬‭de‬‭produção‬‭de‬‭bebidas,‬‭também‬‭na‬‭panificação,‬‭no‬

‭amaciamento‬ ‭de‬ ‭carnes‬ ‭e‬ ‭como‬ ‭coagulantes‬ ‭de‬ ‭proteínas‬ ‭na‬ ‭indústria‬ ‭de‬ ‭laticínios‬ ‭para‬ ‭a‬

‭fabricação de queijos (AFSHARNEZHAD; SHAHANGIAN; SARIRI, 2018 ).‬

‭Como‬ ‭exemplo‬ ‭da‬ ‭utilização‬ ‭da‬ ‭protease‬ ‭na‬‭indústria‬‭alimentícia,‬‭Tomaz‬‭(2023)‬

‭cita‬ ‭a‬ ‭aplicação‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭papaína,‬ ‭enzima‬ ‭essa‬ ‭de‬ ‭origem‬ ‭vegetal,‬ ‭extraída‬ ‭do‬ ‭látex‬ ‭do‬

‭mamão,‬‭que‬‭possui‬‭35‬‭°C‬‭como‬‭temperatura‬‭ótima‬‭de‬‭ação‬‭catalítica,‬‭apresentando‬‭uma‬‭faixa‬

‭de‬ ‭pH‬ ‭ideal‬ ‭entre‬ ‭5‬ ‭e‬ ‭7,‬ ‭sendo‬ ‭desnaturada‬ ‭em‬ ‭temperaturas‬ ‭entre‬ ‭80-90‬ ‭°C‬ ‭e‬ ‭tendo‬ ‭sua‬

‭atividade‬‭pouco‬‭afetada‬‭em‬‭baixas‬‭temperaturas.‬‭Ela‬‭é‬‭utilizada‬‭na‬‭indústria‬‭de‬‭carnes‬‭com‬‭a‬

‭finalidade‬ ‭do‬ ‭amaciamento‬ ‭de‬ ‭carnes,‬ ‭resultado‬ ‭da‬ ‭hidrólise‬ ‭de‬ ‭proteínas‬ ‭que‬ ‭compõem‬ ‭o‬

‭tecido microfibrilar e conjuntivo, ocasionando em alterações na textura dos produtos.‬

‭2.3.2‬‭Amilase‬

‭Segundo‬ ‭Vitolo‬ ‭(2021),‬ ‭as‬ ‭amilases‬ ‭são‬ ‭enzimas‬ ‭que‬ ‭degradam‬ ‭o‬ ‭amido‬ ‭e‬ ‭são‬

‭encontradas‬ ‭com‬ ‭abundância‬ ‭na‬ ‭natureza.‬ ‭Elas‬ ‭têm‬‭atuação‬‭direta‬‭sobre‬‭polissacarídeos‬‭que‬

‭têm‬‭ligações‬‭glicosídicas‬‭do‬‭tipo‬‭α-1,4.‬‭Elas‬‭são‬‭classificadas‬‭em‬‭função‬‭da‬‭forma‬‭de‬‭atuação‬

‭nas ligações polissacarídicas: α-amilase, β-amilase e γ-amilase (GRIEBELER‬‭et al‬‭., 2015).‬

‭As‬‭amilases‬‭são‬‭enzimas‬‭de‬‭extrema‬‭importância‬‭na‬‭indústria‬‭alimentícia,‬‭pois‬‭são‬

‭comumente‬‭usadas‬‭na‬‭produção‬‭de‬‭cervejas‬‭e‬‭outras‬‭bebidas‬‭que‬‭têm‬‭sua‬‭preparação‬‭a‬‭partir‬

‭de‬ ‭açúcares‬ ‭oriundos‬ ‭do‬ ‭milho.‬ ‭Comercialmente,‬ ‭são‬ ‭empregadas‬ ‭em‬ ‭processos‬

‭fermentativos,‬ ‭utilizadas‬ ‭em‬ ‭variados‬ ‭processos‬ ‭como‬ ‭a‬ ‭hidrólise‬ ‭do‬ ‭milho,‬ ‭obtenção‬ ‭de‬

‭xarope de milho com alto teor de frutose, maltodextrinas e outros (BACKES‬‭et al.‬‭, 2022).‬

‭Françoso‬ ‭(2013)‬ ‭exemplifica‬ ‭a‬ ‭aplicação‬ ‭da‬ ‭amilase‬ ‭com‬ ‭uso‬ ‭específico‬ ‭para‬ ‭a‬

‭remoção‬ ‭do‬ ‭amido‬ ‭no‬ ‭caldo‬ ‭de‬‭cana-de-açúcar.‬‭Elas‬‭hidrolisam‬‭os‬‭polímeros‬‭em‬‭compostos‬

‭de‬‭menor‬‭peso‬‭molecular‬‭e‬‭eliminam‬‭seus‬‭impactos‬‭negativos‬‭no‬‭processo‬‭e‬‭no‬‭produto‬‭final,‬

‭resultando‬‭na‬‭diminuição‬‭da‬‭viscosidade,‬‭no‬‭aumento‬‭do‬‭rendimento‬‭e‬‭da‬‭qualidade‬‭do‬‭açúcar‬

‭produzido.‬‭A‬‭remoção‬‭do‬‭amido‬‭no‬‭processamento‬‭de‬‭cana-de-açúcar‬‭aumenta‬‭a‬‭capacidade,‬

‭o volume e a qualidade de produção.‬

‭2.3.3‬‭Lipase‬

‭S‬‭egundo‬‭Salgado,‬‭Santos‬‭e‬‭Vanetti‬‭(2021),‬‭as‬‭lipases‬‭são‬‭enzimas‬‭hidrolíticas‬‭que‬

‭estão‬ ‭inseridas‬ ‭no‬ ‭grupo‬ ‭das‬ ‭serinas‬ ‭hidrolases,‬ ‭que‬ ‭catalisam‬ ‭a‬ ‭hidrólise‬ ‭de‬ ‭ligação‬

‭éster-carboxílicas. Preferencialmente, elas hidrolisam substratos com ácidos graxos de cadeia‬
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‭longa‬‭com‬‭mais‬‭de‬‭10‬‭carbonos,‬‭porém,‬‭existe‬‭a‬‭possibilidade‬‭de‬‭hidrolisar‬‭ácidos‬‭graxos‬‭de‬

‭cadeia curta e intermediária.‬

‭São‬ ‭classificadas‬ ‭de‬ ‭acordo‬ ‭com‬ ‭a‬ ‭sua‬ ‭especificidade,‬ ‭totalizando‬ ‭quatro‬ ‭tipos‬

‭principais,‬ ‭sendo‬ ‭eles:‬ ‭enantiosseletiva,‬ ‭que‬ ‭é‬ ‭a‬ ‭distinção‬ ‭de‬ ‭enantiômeros‬ ‭em‬ ‭uma‬ ‭mistura‬

‭racêmica;‬ ‭substrato‬ ‭específico,‬ ‭em‬ ‭que‬ ‭a‬ ‭lipase‬ ‭age‬ ‭de‬ ‭forma‬ ‭seletiva‬ ‭sobre‬ ‭um‬ ‭substrato‬

‭específico‬ ‭em‬ ‭uma‬ ‭mistura‬ ‭de‬ ‭materiais,‬ ‭facilitando‬ ‭a‬ ‭síntese‬ ‭do‬ ‭produto‬ ‭de‬ ‭interesse;‬ ‭a‬

‭regiosseletiva,‬‭sendo‬‭a‬‭lipase‬‭dividida‬‭em‬‭1,3‬‭regiões‬‭específicas‬‭(hidrolisam‬‭os‬‭ácidos‬‭graxos‬

‭das‬ ‭posições‬ ‭1‬ ‭e‬ ‭3‬ ‭dos‬ ‭triacilgliceróis,‬ ‭mas‬ ‭não‬ ‭hidrolisam‬ ‭ligações‬ ‭éster‬ ‭em‬ ‭posições‬

‭secundárias)‬ ‭e‬ ‭2‬ ‭regiões‬ ‭específicas‬ ‭(liberam‬ ‭os‬ ‭ácidos‬ ‭graxos‬ ‭da‬ ‭posição‬ ‭secundária‬ ‭dos‬

‭triacilgliceróis,‬ ‭produzindo‬ ‭1,3-diacilglicerol)‬ ‭(BORRELLI;‬ ‭TRONO,‬ ‭2015)‬‭e,‬‭por‬‭último,‬‭a‬

‭não-específica,‬ ‭em‬ ‭que‬ ‭a‬ ‭lipase‬ ‭hidrolisa‬ ‭triacilgliceróis‬ ‭em‬ ‭ácidos‬ ‭graxos‬ ‭e‬ ‭glicerol,‬ ‭tendo‬

‭como‬ ‭intermediário‬ ‭mono-‬ ‭e‬ ‭diacilglicerol,‬ ‭podendo‬ ‭hidrolisar‬ ‭o‬ ‭grupo‬ ‭éster‬ ‭em‬ ‭qualquer‬

‭posição no substrato ( SANTOS; SALGADO; VANETTI, 2021).‬

‭Conforme‬ ‭a‬ ‭variação‬ ‭da‬ ‭fonte‬ ‭de‬ ‭produção‬ ‭(animal,‬ ‭vegetal‬ ‭ou‬ ‭microbiana)‬ ‭as‬

‭propriedades‬ ‭físicas‬ ‭e‬ ‭bioquímicas‬ ‭podem‬ ‭se‬‭diferenciar,‬‭como‬‭a‬‭massa‬‭molecular,‬‭variando‬

‭de‬ ‭19‬ ‭kDa‬ ‭a‬ ‭75‬ ‭kDa,‬ ‭o‬ ‭pH‬ ‭de‬ ‭atuação‬ ‭de‬ ‭4‬ ‭a‬ ‭9‬ ‭e‬ ‭temperatura,‬ ‭que‬ ‭varia‬ ‭da‬ ‭temperatura‬

‭ambiente a 70 ºC (CORTEZ;CASTRO; ANDRADE, 2017; OLIVEIRA,2020).‬

‭Segundo‬ ‭Duan‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭(2019),‬ ‭algumas‬ ‭das‬ ‭aplicações‬ ‭da‬ ‭lipase‬ ‭na‬ ‭indústria‬

‭alimentícia‬ ‭são‬ ‭na‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭sabor‬ ‭da‬ ‭gordura‬ ‭do‬ ‭leite‬ ‭lipolisado‬ ‭e‬ ‭na‬ ‭biodegradaçao‬ ‭de‬

‭ésteres‬‭e‬‭na‬‭panificação,‬‭complementando‬‭as‬‭lipases‬‭endógenas‬‭de‬‭cereais‬‭como‬‭melhoradoras‬

‭de massa (PARKIN,2017).‬

‭Gandra‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭(2008)‬ ‭testam‬ ‭aplicação‬ ‭industrial‬ ‭de‬ ‭lipase‬ ‭em‬ ‭seu‬ ‭estudo,‬

‭verificando‬ ‭a‬ ‭possibilidade‬ ‭de‬‭substituição‬‭do‬‭emulsificante‬‭monoglicerídeo‬‭pela‬‭enzima‬‭em‬

‭formulação‬‭de‬‭pão‬‭de‬‭forma,‬‭enriquecido‬‭com‬‭fibras,‬‭para‬‭a‬‭manutenção‬‭das‬‭características‬‭de‬

‭umidade‬ ‭e‬ ‭maciez‬ ‭durante‬ ‭o‬ ‭shelf-life,‬ ‭concluindo,‬ ‭ao‬ ‭final‬ ‭do‬ ‭estudo,‬ ‭haver‬ ‭essa‬

‭possibilidade.‬

‭2.4‬‭Formas de obtenção enzimática‬

‭As‬ ‭fontes‬ ‭de‬ ‭obtenção‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭basicamente‬ ‭são‬ ‭três:‬ ‭obtenção‬ ‭por‬ ‭extração‬

‭vegetal, por extração animal ou produção por microrganismos (RAY‬‭et al.‬‭, 2016).‬

‭Os‬ ‭principais‬ ‭métodos‬ ‭utilizados‬ ‭na‬ ‭obtenção‬ ‭do‬ ‭material‬ ‭vegetal‬ ‭são:‬‭extração,‬

‭isolamento‬ ‭e‬ ‭purificação‬ ‭das‬ ‭enzimas‬ ‭(ANTUNES‬ ‭et‬ ‭al.‬‭,‬ ‭2017).‬ ‭“As‬ ‭enzimas‬ ‭podem‬ ‭ser‬

‭extraídas de diversas partes dos vegetais, incluindo frutas, sementes, caules e raízes”‬
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‭(TRIBST;‬‭LEITE‬‭JR,‬‭2019,‬‭p.‬‭398).‬‭As‬‭variações‬‭sazonais,‬‭genéticas‬‭e‬‭o‬‭estágio‬‭de‬‭vida‬‭das‬

‭plantas‬‭interferem‬‭diretamente‬‭na‬‭determinação‬‭do‬‭produto‬‭almejado‬‭e‬‭devem‬‭ser‬‭levados‬‭em‬

‭consideração,‬ ‭independente‬ ‭do‬ ‭tecido‬ ‭escolhido‬ ‭como‬ ‭fonte‬ ‭enzimática‬ ‭(CAVEL;‬‭SCOPES,‬

‭1976;‬ ‭SATHYANARAYANA;‬ ‭VARGHESE,‬ ‭2007).‬ ‭Em‬ ‭todas‬ ‭as‬ ‭circunstâncias,‬ ‭de‬

‭preferência,‬ ‭a‬ ‭matéria‬ ‭vegetal‬ ‭deve‬ ‭ser‬ ‭reduzida‬ ‭a‬ ‭pó‬ ‭ou‬ ‭micronizada,‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭intuito‬ ‭de‬

‭aumentar‬ ‭a‬ ‭área‬ ‭de‬ ‭contato‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭líquido‬‭extrator.‬‭Na‬‭remoção‬‭de‬‭compostos‬‭hidrofóbicos,‬

‭como‬ ‭os‬ ‭lipídios‬ ‭e‬ ‭terpenos,‬ ‭recomenda-se‬ ‭o‬ ‭uso‬ ‭de‬ ‭solventes‬ ‭apolares‬ ‭como‬ ‭o‬ ‭éter‬ ‭ou‬

‭acetona.‬

‭A‬ ‭purificação‬ ‭tem‬ ‭o‬ ‭intuito‬ ‭de‬ ‭deixar‬ ‭o‬ ‭produto‬ ‭desejado‬ ‭com‬ ‭elevado‬ ‭grau‬ ‭de‬

‭pureza,‬ ‭sendo‬ ‭que‬ ‭os‬ ‭métodos‬ ‭mais‬ ‭clássicos‬‭utilizados‬‭nesse‬‭processo‬‭são‬‭a‬‭precipitação,‬‭a‬

‭centrifugação,‬ ‭a‬ ‭clarificação‬ ‭e‬ ‭a‬‭diálise,‬‭seguidos‬‭dos‬‭métodos‬‭específicos‬‭de‬‭cromatografia,‬

‭que‬ ‭geralmente‬ ‭são‬ ‭utilizados‬ ‭de‬ ‭maneira‬ ‭sequencial,‬ ‭de‬ ‭forma‬ ‭que‬‭o‬‭material‬‭resultante‬‭da‬

‭fase anterior é o ponto de partida para o passo seguinte (ANTUNES‬‭et al.‬‭, 2017).‬

‭Segundo‬ ‭Tribst‬ ‭e‬ ‭Leite‬ ‭Jr.‬ ‭(2019),‬ ‭as‬ ‭enzimas‬ ‭obtidas‬ ‭por‬ ‭extração‬ ‭animal‬ ‭são‬

‭originadas‬‭geralmente‬‭de‬‭animais‬‭de‬‭sangue‬‭quente,‬‭criados‬‭para‬‭a‬‭produção‬‭de‬‭carne,‬‭sendo‬

‭eles:‬ ‭bois,‬ ‭porcos,‬ ‭galinhas,‬‭cavalos,‬‭cabras‬‭e‬‭ovelhas.‬‭Vale‬‭ressaltar‬‭que‬‭não‬‭há‬‭a‬‭existência‬

‭de‬ ‭produção‬ ‭desses‬ ‭animais‬ ‭apenas‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭objetivo‬‭de‬‭extração‬‭de‬‭enzimas,‬‭sendo‬‭estas‬‭um‬

‭subproduto‬ ‭dos‬‭abatedouros.‬‭Geralmente‬‭são‬‭extraídas‬‭de‬‭órgãos‬‭principais‬‭ou‬‭acessórios‬‭do‬

‭sistema‬‭digestório‬‭do‬‭animal,‬‭incluindo‬‭estômago,‬‭intestino,‬‭pâncreas‬‭e‬‭fígado.‬‭A‬‭etapa‬‭inicial‬

‭de‬ ‭extração‬ ‭enzimática‬ ‭consiste‬ ‭no‬ ‭rompimento‬ ‭das‬ ‭células‬ ‭do‬ ‭animal,‬ ‭em‬ ‭que‬ ‭se‬ ‭realiza‬ ‭a‬

‭moagem‬‭dos‬‭tecidos‬‭secos‬‭ou‬‭frescos‬‭(caso‬‭seja‬‭no‬‭tecido‬‭fresco,‬‭deve‬‭ser‬‭seco‬‭em‬‭seguida).‬

‭A‬‭extração‬‭da‬‭enzima‬‭de‬‭interesse‬‭pode‬‭acontecer‬‭por‬‭maceração‬‭ou‬‭imersão‬‭dos‬‭tecidos‬‭em‬

‭água,‬‭solução‬‭salina‬‭ou‬‭tampão,‬‭no‬‭pH‬‭ótimo‬‭da‬‭enzima.‬‭Para‬‭escolher‬‭o‬‭método‬‭de‬‭extração‬

‭ideal,‬ ‭considera-se‬ ‭as‬ ‭características‬ ‭de‬ ‭cada‬‭enzima‬‭(afinidade‬‭e‬‭estabilidade‬‭nos‬‭diferentes‬

‭possíveis‬ ‭solventes),‬‭as‬‭etapas‬‭disponíveis‬‭para‬‭purificação‬‭e‬‭do‬‭nível‬‭de‬‭pureza‬‭desejado.‬‭O‬

‭extrato‬ ‭enzimático‬ ‭obtido,‬ ‭normalmente,‬ ‭é‬ ‭submetido‬ ‭a‬ ‭processos‬ ‭de‬ ‭concentração‬ ‭e‬

‭purificação antes da comercialização.‬

‭As‬ ‭modalidades‬ ‭de‬ ‭obtenção‬ ‭enzimática‬ ‭previamente‬ ‭mencionadas‬ ‭têm‬ ‭servido‬

‭como‬‭fontes‬‭primárias‬‭das‬‭enzimas‬‭utilizadas‬‭no‬‭âmbito‬‭da‬‭indústria‬‭alimentícia‬‭(MOLINA‬‭et‬

‭al‬‭.,‬‭2013).‬‭Porém,‬‭de‬‭acordo‬‭com‬‭Razzaq‬‭e‬‭outros‬‭(2021),‬‭a‬‭obtenção‬‭das‬‭enzimas‬‭de‬‭origem‬

‭animal‬ ‭é‬ ‭insuficiente‬ ‭para‬ ‭atender‬ ‭a‬ ‭demanda‬‭industrial,‬‭por‬‭depender‬‭de‬‭grande‬‭quantidade‬

‭de‬ ‭matéria-prima‬ ‭para‬ ‭produção‬ ‭e‬ ‭tempo‬ ‭elevado‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭criação.‬ ‭Somado‬ ‭às‬ ‭limitações‬

‭destacadas‬ ‭por‬ ‭Silva‬ ‭e‬ ‭outros‬ ‭(2016),‬ ‭relacionadas‬ ‭às‬ ‭fontes‬ ‭vegetais‬ ‭de‬ ‭protease,‬ ‭por‬

‭exemplo, que incluem dificuldades na sua extração do tecido vegetal, alegando, do mesmo‬
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‭modo,‬ ‭possuir‬ ‭baixo‬ ‭rendimento,‬ ‭sendo‬ ‭resultado‬ ‭da‬ ‭presença‬ ‭de‬ ‭uma‬ ‭parede‬ ‭celular‬ ‭de‬

‭extrema‬ ‭resistência‬ ‭e‬ ‭ainda‬ ‭inclui‬ ‭a‬ ‭presença‬ ‭de‬ ‭compostos‬ ‭fenólicos‬ ‭e‬ ‭polissacarídeos‬

‭considerados‬ ‭contaminantes,‬ ‭sendo‬ ‭estes‬ ‭prejudiciais‬ ‭a‬‭solubilização‬‭dessas‬‭proteínas.‬‭Além‬

‭da‬‭necessidade‬‭de‬‭aplicação‬‭de‬‭uma‬‭série‬‭de‬‭técnicas‬‭de‬‭purificação,‬‭ocasionando‬‭no‬‭aumento‬

‭do‬ ‭custo‬ ‭do‬ ‭processo‬ ‭e,‬ ‭consequentemente,‬ ‭do‬‭produto‬‭final,‬‭promove‬‭a‬‭dificuldade‬‭de‬‭uma‬

‭produção em larga escala.‬

‭Diante‬ ‭das‬ ‭restrições‬ ‭referentes,‬ ‭principalmente,‬ ‭ao‬ ‭processo‬ ‭de‬ ‭obtenção‬ ‭de‬

‭enzimas‬ ‭por‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭extração,‬ ‭tornou-se‬ ‭necessário‬ ‭o‬ ‭desenvolvimento‬ ‭de‬ ‭processos‬

‭alternativos‬ ‭de‬ ‭produção‬ ‭enzimática.‬ ‭Resultado‬ ‭disso,‬ ‭a‬ ‭fermentação‬ ‭microbiana‬ ‭ganhou‬

‭destaque no meio, até alcançar a posição de padrão industrial (MOLINA‬‭et al‬‭., 2013).‬

‭A‬ ‭obtenção‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭através‬ ‭de‬ ‭microrganismo‬ ‭possui‬ ‭maiores‬ ‭vantagens‬‭em‬

‭comparação‬ ‭às‬ ‭demais:‬ ‭maior‬ ‭rendimento‬ ‭em‬ ‭menor‬ ‭tempo,‬ ‭geração‬ ‭de‬ ‭um‬ ‭menor‬ ‭volume‬

‭residual,‬‭produção‬‭totalmente‬‭independente‬‭de‬‭questões‬‭sazonais,‬‭possui‬‭a‬‭opção‬‭de‬‭se‬‭utilizar‬

‭resíduos‬‭industriais‬‭na‬‭produção,‬‭onde‬‭os‬‭mesmos‬‭se‬‭destacam‬‭como‬‭substratos‬‭ideais‬‭para‬‭a‬

‭fermentação‬ ‭microbiana,‬ ‭devido‬ ‭à‬ ‭sua‬ ‭riqueza‬ ‭orgânica,‬ ‭ao‬ ‭custo‬ ‭reduzido‬ ‭e‬ ‭à‬ ‭maior‬

‭disponibilidade.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭subprodutos‬ ‭agrícolas‬ ‭apresentam‬ ‭melhor‬‭balanço‬‭energético‬‭e‬

‭menor impacto ambiental do que subprodutos puros (SALAZAR‬‭et. al‬‭., 2019).‬

‭Robinson‬ ‭(2015)‬ ‭enfatiza‬ ‭outro‬ ‭ponto‬ ‭importante‬ ‭na‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭por‬

‭microrganismos:‬ ‭a‬ ‭facilidade‬ ‭na‬ ‭purificação.‬ ‭A‬ ‭maioria‬ ‭das‬ ‭enzimas‬ ‭já‬ ‭são‬ ‭secretadas‬ ‭pela‬

‭bactéria‬ ‭ou‬ ‭fungo,‬ ‭facilitando‬ ‭a‬ ‭obtenção‬ ‭do‬ ‭produto.‬ ‭De‬ ‭outro‬ ‭modo,‬‭existem‬‭enzimas‬‭que‬

‭são‬ ‭mantidas‬ ‭na‬ ‭porção‬ ‭intracelular,‬ ‭necessitando‬ ‭de‬ ‭mais‬ ‭processos‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭extração‬ ‭e‬

‭purificação.‬‭Entretanto,‬‭ainda‬‭em‬‭comparação‬‭com‬‭as‬‭outras‬‭formas‬‭de‬‭obtenção‬‭de‬‭enzimas,‬

‭a por microrganismos é mais sustentável e menos onerosa.‬

‭A‬‭descoberta‬‭de‬‭microrganismos‬‭que‬‭produzem‬‭enzimas‬‭com‬‭utilização‬‭industrial‬

‭pode‬ ‭ocorrer‬ ‭de‬ ‭diferentes‬ ‭maneiras,‬ ‭tais‬ ‭como‬ ‭o‬ ‭isolamento‬ ‭a‬ ‭partir‬ ‭de‬ ‭recursos‬ ‭naturais,‬

‭obtenção de mutantes naturais e outros (MONTEIRO; SILVA, 2009).‬

‭A‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭industriais‬ ‭possui‬ ‭basicamente‬ ‭três‬ ‭etapas,‬ ‭subdivididas‬

‭em‬ ‭processos,‬ ‭sendo‬ ‭elas:‬ ‭etapa‬ ‭de‬ ‭upstream,‬ ‭que‬ ‭consiste‬ ‭no‬ ‭pré-tratamento‬ ‭da‬

‭matéria-prima,‬ ‭na‬ ‭escolha‬ ‭do‬ ‭microrganismo‬ ‭e‬ ‭na‬ ‭otimização‬ ‭do‬ ‭processo;‬ ‭a‬ ‭etapa‬ ‭de‬

‭fermentação‬ ‭e,‬ ‭por‬ ‭fim,‬ ‭etapa‬ ‭de‬ ‭downstream,‬ ‭que‬ ‭é‬ ‭a‬ ‭obtenção‬ ‭do‬ ‭produto‬ ‭(ASHOK;‬

‭KUMAR,‬ ‭2017).‬ ‭É‬ ‭na‬ ‭etapa‬ ‭de‬ ‭upstream‬ ‭que‬ ‭acontece‬ ‭a‬ ‭preparação‬ ‭do‬ ‭processo‬ ‭de‬

‭fermentação,‬‭nessa‬‭etapa‬‭são‬‭ajustadas‬‭todas‬‭as‬‭condições‬‭ideais‬‭para‬‭que‬‭os‬‭microrganismos‬

‭sejam‬ ‭cultivados,‬ ‭que‬ ‭são:‬ ‭pH,‬ ‭temperatura,‬ ‭composição,‬ ‭agitação‬ ‭e‬ ‭aeração‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬

‭cultura (IRFAN‬‭et al.‬‭, 2016 ; KUMAR‬‭et al.‬‭, 2010).‬
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‭Referente‬ ‭à‬ ‭etapa‬ ‭de‬ ‭fermentação,‬ ‭ela‬ ‭pode‬ ‭ocorrer‬ ‭por‬ ‭dois‬ ‭métodos:‬ ‭a‬

‭fermentação‬ ‭em‬ ‭estado‬ ‭sólido‬ ‭(SSF,‬ ‭sigla‬ ‭em‬ ‭inglês‬ ‭para‬ ‭Solid‬ ‭State‬ ‭Fermentation),‬ ‭que‬

‭ocorre‬ ‭na‬ ‭ausência‬ ‭parcial‬ ‭ou‬ ‭total‬ ‭de‬ ‭água‬ ‭livre,‬ ‭tendo‬ ‭como‬ ‭principais‬ ‭vantagens‬ ‭a‬

‭possibilidade‬ ‭de‬ ‭utilização‬ ‭de‬ ‭resíduos‬ ‭agroindustriais‬ ‭sólidos,‬ ‭que‬ ‭servem‬ ‭como‬ ‭fonte‬ ‭de‬

‭carbono‬ ‭e‬ ‭energia‬ ‭para‬ ‭o‬ ‭crescimento‬ ‭dos‬ ‭microrganismos,‬ ‭contribuindo‬ ‭também‬ ‭para‬ ‭uma‬

‭destinação‬ ‭adequada‬ ‭desses‬ ‭resíduos‬ ‭(RIGO‬ ‭et‬ ‭al‬‭.,‬ ‭2021),‬ ‭e‬ ‭a‬ ‭fermentação‬ ‭submersa‬ ‭(SmF,‬

‭sigla‬ ‭em‬ ‭inglês‬ ‭para‬ ‭Submerged‬ ‭Fermentation‬‭),‬ ‭que‬ ‭acontece‬ ‭em‬ ‭reatores‬ ‭equipados‬ ‭com‬

‭controladores‬‭de‬‭condições‬‭ideias‬‭para‬‭os‬‭microrganismos‬‭(SUKMA;‬‭JOS;‬‭SUMADIORNO,‬

‭2018).‬‭Em‬‭relação‬‭à‬‭fermentação‬‭em‬‭estado‬‭sólido,‬‭a‬‭fermentação‬‭submersa‬‭é‬‭mais‬‭vantajosa,‬

‭por‬ ‭exemplo,‬ ‭um‬ ‭escalonamento‬ ‭adequado‬ ‭quanto‬ ‭à‬ ‭purificação‬ ‭dos‬ ‭produtos‬ ‭finais‬ ‭e‬

‭biomassa.‬‭Uma‬‭vez‬‭que‬‭o‬‭substrato‬‭é‬‭caracterizado‬‭por‬‭um‬‭nível‬‭de‬‭pH‬‭relativamente‬‭alto‬‭(7,5‬

‭e‬ ‭8,1),‬‭podendo‬‭ser‬‭um‬‭fator‬‭de‬‭limitação‬‭em‬‭culturas‬‭de‬‭fungos,‬‭normalmente‬‭estabelecidos‬

‭em‬ ‭ambiente‬ ‭ácido.‬ ‭A‬ ‭fermentação‬ ‭submersa‬ ‭através‬‭da‬‭sua‬‭diluição,‬‭somada‬‭aos‬‭efeitos‬‭de‬

‭tampão,‬ ‭pode‬ ‭evitar‬ ‭a‬ ‭alteração‬ ‭do‬ ‭pH,‬ ‭mantendo‬ ‭um‬ ‭ambiente‬ ‭adequado‬ ‭às‬ ‭condições‬

‭exigidas‬ ‭pelos‬ ‭microrganismos.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭a‬ ‭turbulência‬ ‭aprimorada‬ ‭melhora‬ ‭a‬

‭acessibilidade do substrato (RIGO‬‭et al‬‭., 2021).‬

‭Na‬ ‭etapa‬ ‭final,‬ ‭downstream‬ ‭processing,‬ ‭é‬ ‭onde‬ ‭ocorre‬‭a‬‭recuperação‬‭do‬‭produto‬

‭sendo‬ ‭empregadas‬ ‭as‬ ‭etapas‬ ‭de‬ ‭extração‬ ‭e‬ ‭purificação‬ ‭da‬ ‭proteína.‬ ‭Deve-se‬ ‭ter‬ ‭atenção‬‭aos‬

‭quesitos‬ ‭fisiológicos‬ ‭e‬‭citológicos‬‭dos‬‭microrganismos.‬‭Nessa‬‭etapa‬‭também‬‭deve-se‬‭saber‬‭a‬

‭aplicação‬ ‭do‬ ‭produto‬ ‭final,‬ ‭pois‬ ‭isso‬ ‭determina‬ ‭o‬ ‭nível‬ ‭de‬ ‭pureza‬ ‭do‬ ‭produto‬ ‭e,‬ ‭em‬

‭consequência,‬ ‭o‬ ‭preço‬ ‭de‬ ‭produção,‬ ‭já‬ ‭que‬ ‭quanto‬ ‭mais‬ ‭purificada‬ ‭a‬ ‭enzima,‬ ‭mais‬ ‭gastos‬

‭requerem (LOPES‬‭et al‬‭., 2022.).‬

‭Os‬ ‭procedimentos‬ ‭de‬ ‭extração‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭são‬ ‭elaborados,‬ ‭considerando-se‬ ‭a‬

‭localização‬‭da‬‭enzima‬‭na‬‭célula‬‭microbiana.‬‭Para‬‭extrair‬‭enzimas‬‭intracelulares,‬‭as‬‭células‬‭são‬

‭rompidas‬ ‭através‬ ‭de‬ ‭diversos‬ ‭meios,‬ ‭como‬ ‭sonificação‬ ‭e‬ ‭métodos‬ ‭enzimáticos,‬ ‭seguidos‬ ‭de‬

‭centrifugação‬ ‭em‬ ‭alta‬ ‭rotação.‬ ‭O‬ ‭sobrenadante‬ ‭resultante‬ ‭é‬ ‭utilizado‬ ‭como‬ ‭amostra‬ ‭para‬

‭purificação.‬ ‭Por‬ ‭outro‬ ‭lado,‬ ‭a‬ ‭enzima‬ ‭extracelular‬ ‭secretada‬ ‭no‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭não‬ ‭requer‬

‭ruptura‬ ‭celular.‬ ‭Nesse‬ ‭caso,‬ ‭toda‬ ‭a‬ ‭cultura‬ ‭é‬ ‭centrifugada‬ ‭e‬ ‭o‬ ‭sobrenadante‬ ‭é‬ ‭diretamente‬

‭utilizado‬ ‭como‬ ‭amostra‬ ‭para‬ ‭purificação:‬ ‭ele‬ ‭é‬ ‭então‬ ‭precipitado,‬ ‭utilizando‬ ‭o‬ ‭método‬ ‭de‬

‭precipitação‬ ‭com‬ ‭sulfato‬ ‭de‬ ‭amônio,‬ ‭seguido‬ ‭por‬ ‭purificação,‬ ‭através‬ ‭do‬ ‭método‬

‭cromatográfico‬ ‭mais‬ ‭apropriado,‬ ‭que‬ ‭é‬ ‭selecionado‬ ‭com‬ ‭base‬ ‭nas‬ ‭características‬ ‭e‬

‭propriedades‬ ‭específicas‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭a‬ ‭ser‬ ‭purificada.‬ ‭Por‬ ‭exemplo,‬ ‭o‬ ‭tamanho‬ ‭é‬ ‭levado‬ ‭em‬

‭consideração‬‭para‬‭a‬‭cromatografia‬‭de‬‭filtração‬‭em‬‭gel;‬‭a‬‭carga,‬‭para‬‭a‬‭cromatografia‬‭de‬‭troca‬

‭iônica; a afinidade de ligação, para a cromatografia de afinidade e a hidrofobicidade, para a‬
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‭cromatografia‬‭de‬‭interação‬‭hidrofóbica.‬‭É‬‭possível‬‭purificar‬‭a‬‭enzima‬‭de‬‭interesse‬‭a‬‭partir‬‭de‬

‭uma‬‭mistura‬‭complexa‬‭de‬‭proteínas‬‭ou‬‭extrato‬‭celular,‬‭selecionando‬‭o‬‭número‬‭mais‬‭eficiente‬‭e‬

‭mínimo‬ ‭de‬ ‭técnicas‬ ‭de‬ ‭purificação‬ ‭necessárias‬ ‭para‬ ‭alcançar‬ ‭o‬ ‭mais‬ ‭alto‬ ‭nível‬ ‭de‬ ‭pureza‬

‭possível (SRIVASTAVA, 2019).‬

‭2.4.1‬‭Isolamento de microrganismos‬

‭O‬ ‭isolamento‬ ‭de‬ ‭microrganismos‬ ‭de‬ ‭fontes‬ ‭naturais‬ ‭é‬ ‭a‬ ‭etapa‬ ‭inicial‬ ‭para‬ ‭o‬

‭Screening‬ ‭a‬ ‭fim‬ ‭de‬ ‭procurar‬ ‭produtos‬ ‭de‬ ‭metabolismo,‬ ‭enzimas‬ ‭ou‬ ‭até‬ ‭mesmo‬ ‭espécie‬ ‭de‬

‭microrganismos‬ ‭a‬ ‭serem‬‭estudados.‬‭Porém,‬‭não‬‭possui‬‭uma‬‭metodologia‬‭simples‬‭e‬‭universal‬

‭que‬ ‭revele‬ ‭a‬ ‭quantidade‬ ‭total‬‭e‬‭a‬‭diversidade‬‭de‬‭microrganismos‬‭presentes‬‭em‬‭uma‬‭amostra.‬

‭Mas‬‭existe‬‭a‬‭possibilidade‬‭de‬‭serem‬‭isolados,‬‭aplicando‬‭técnicas‬‭de‬‭enriquecimento,‬‭meios‬‭de‬

‭cultura diferentes e condições de cultivo variadas (SOARES‬‭et al‬‭., 2013).‬

‭2.4.2‬‭Kombucha‬

‭O‬ ‭chá‬ ‭de‬ ‭kombucha‬‭é‬‭uma‬‭bebida‬‭fermentada‬‭não‬‭alcoólica,‬‭originária‬‭da‬‭China‬

‭(SOMAMNTH‬ ‭et‬ ‭al.‬‭,‬ ‭2016).‬ ‭Sua‬ ‭produção‬ ‭envolve‬ ‭a‬ ‭fermentação‬ ‭de‬ ‭chá‬ ‭verde‬ ‭adoçado‬

‭(‬‭Camellia‬ ‭sinensis‬‭)‬ ‭ou‬ ‭outros‬ ‭tipos‬ ‭de‬ ‭chá‬ ‭(preto‬ ‭e‬ ‭mate,‬ ‭por‬ ‭exemplo),‬ ‭por‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭uma‬

‭associação‬ ‭simbiótica‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭e‬ ‭leveduras,‬ ‭conhecida‬ ‭como‬ ‭"fungo‬ ‭do‬ ‭chá"‬

‭(DUFRESNE;‬ ‭FARNSWORTH,‬ ‭2000;‬ ‭SOMAMNTH‬ ‭et‬ ‭al.‬‭,‬ ‭2016).‬ ‭Durante‬ ‭o‬ ‭processo‬ ‭de‬

‭fermentação,‬ ‭forma-se‬ ‭um‬ ‭biofilme‬ ‭espesso‬ ‭e‬ ‭celulósico,‬ ‭chamado‬ ‭SCOBY‬ ‭(Symbiotic‬

‭Culture‬ ‭of‬ ‭Bacteria‬ ‭and‬ ‭Yeast‬ ‭ou,‬ ‭em‬ ‭português,‬ ‭Cultura‬ ‭Simbiótica‬ ‭de‬ ‭Bactérias‬ ‭e‬

‭Leveduras),‬ ‭que‬ ‭se‬ ‭posiciona‬ ‭na‬ ‭interface‬ ‭entre‬ ‭o‬ ‭líquido‬ ‭e‬ ‭o‬ ‭ar.‬ ‭A‬ ‭composição‬ ‭exata‬ ‭dos‬

‭microrganismos‬ ‭presentes‬ ‭na‬ ‭kombucha‬ ‭é‬ ‭variável,‬ ‭estando‬ ‭dependente‬ ‭da‬ ‭sua‬ ‭origem‬

‭(BRUINI‬‭et al.‬‭, 2019).‬

‭De acordo com a INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 41, 17 DE SETEMBRO DE‬

‭2019,‬ ‭do‬ ‭Ministério‬ ‭da‬ ‭Agricultura,‬ ‭Pecuária‬ ‭e‬ ‭Abastecimento‬ ‭(MAPA),‬ ‭a‬ ‭Kombucha‬ ‭é‬ ‭a‬

‭bebida‬ ‭fermentada,‬ ‭obtida‬ ‭através‬ ‭da‬ ‭respiração‬ ‭aeróbia‬ ‭e‬ ‭fermentação‬ ‭anaeróbia‬ ‭do‬ ‭mosto‬

‭obtido‬ ‭pela‬ ‭infusão‬ ‭do‬ ‭extrato‬ ‭de‬ ‭Camellia‬ ‭sinensis‬ ‭e‬ ‭açúcares,‬ ‭por‬ ‭cultura‬ ‭simbiótica‬ ‭de‬

‭bactérias‬‭e‬‭leveduras‬‭microbiologicamente‬‭ativas‬‭(SCOBY),‬‭resultando‬‭em‬‭uma‬‭bebida‬‭ácida‬

‭e‬‭doce,‬‭com‬‭pH‬‭entre‬‭2,5‬‭e‬‭4,2‬‭e‬‭acidez‬‭volátil‬‭entre‬‭30‬‭a‬‭130‬‭mEq/L‬‭de‬‭ácido‬‭acético,‬‭sendo‬

‭classificada‬ ‭como‬ ‭não‬ ‭alcoólica‬ ‭quando‬ ‭sua‬ ‭graduação‬ ‭alcoólica‬ ‭(%v/v)‬ ‭for‬ ‭de‬ ‭até‬ ‭0,5%‬ ‭e‬

‭alcoólica quando sua graduação alcoólica (%v/v) estiver entre 0,6 a 8,0 %, podendo ser‬
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‭adicionada‬ ‭de‬ ‭ingredientes‬ ‭opcionais,‬ ‭como‬ ‭a‬ ‭infusão‬ ‭de‬‭espécies‬‭vegetais‬‭em‬‭água‬‭ou‬‭seus‬

‭extratos,‬ ‭autorizadas‬ ‭em‬ ‭legislação‬ ‭específica‬ ‭da‬ ‭ANVISA,‬ ‭sendo‬ ‭elas:‬ ‭Resoluções‬‭RDC‬‭nº‬

‭267,‬ ‭de‬ ‭22‬ ‭de‬ ‭setembro‬ ‭de‬ ‭2005‬ ‭e‬ ‭nº‬ ‭219,‬ ‭de‬ ‭22‬ ‭de‬ ‭dezembro‬ ‭de‬ ‭2006.‬ ‭Incluindo‬ ‭também‬

‭frutas,‬‭vegetais‬‭e‬‭especiarias,‬‭previstos‬‭em‬‭legislação‬‭específica‬‭da‬‭ANVISA,‬‭Resolução‬‭RDC‬

‭nº‬‭276,‬‭de‬‭22‬‭de‬‭setembro‬‭de‬‭2005.‬‭Acrescentando‬‭mel,‬‭melado‬‭e‬‭outros‬‭açúcares‬‭de‬‭origem‬

‭vegetal,‬ ‭gás‬ ‭carbônico‬ ‭(CO2)‬ ‭industrialmente‬ ‭puro,‬ ‭fibras,‬ ‭vitaminas,‬ ‭sais‬‭minerais‬‭e‬‭outros‬

‭nutrientes,‬ ‭previstos‬ ‭em‬ ‭legislação‬ ‭específica‬ ‭da‬ ‭ANVISA,‬ ‭Resolução‬ ‭RDC‬‭nº‬‭54,‬‭de‬‭12‬‭de‬

‭novembro de 2012, na kombucha não alcoólica.‬

‭Aditivos‬ ‭aromatizantes‬ ‭naturais‬ ‭e‬ ‭corantes‬ ‭naturais‬ ‭também‬ ‭são‬ ‭autorizados‬ ‭em‬

‭legislação‬‭específica‬‭da‬‭ANVISA,‬‭Resolução‬‭RDC‬‭Nº‬‭02,‬‭de‬‭15‬‭de‬‭janeiro‬‭de‬‭2007‬‭e‬‭RDC‬‭nº‬

‭05,‬ ‭4‬ ‭de‬ ‭fevereiro‬ ‭de‬ ‭2007,‬ ‭na‬ ‭kombucha‬ ‭não‬ ‭alcoólica.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭é‬ ‭permitido‬ ‭o‬ ‭uso‬ ‭de‬

‭coadjuvantes‬ ‭de‬ ‭tecnologia,‬ ‭autorizados‬ ‭em‬ ‭legislação‬ ‭específica‬ ‭da‬ ‭ANVISA,‬ ‭Resolução‬

‭RDC Nº 286, de 28 de setembro de 2005.‬

‭As bactérias presentes na kombucha são as acéticas e, ocasionalmente, láticas.‬

‭Sendo as bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭pertencentes‬ ‭aos‬ ‭gêneros:‬‭Acetobacter,‬ ‭Gluconobacter‬ ‭e‬

‭Gluconacetobacter‬‭. Já as bactérias‬ ‭láticas‬ ‭pertencem‬ ‭aos‬ ‭gêneros:‬‭Aerococcus,‬

‭Carnobacterium, Enterococcus,‬ ‭Lactobacillus,‬ ‭Lactococcus,‬ ‭Leuconostoc, Oenococcus,‬

‭Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus‬‭e‬‭Weissella‬‭(BRUINI‬‭et al.‬‭, 2019).‬

‭A  diversidade  de leveduras encontradas no kombucha tem sido estudada atualmente, sendo‬

‭registrada como levedura predominante a‬‭Zygosaccharomyces‬‭(84%), mas também sendo‬

‭encontrada‬ ‭a‬ ‭Dekkera‬‭(6%) e‬‭Pichia‬‭(5%). A levedura‬‭Saccharomyces‬

‭cerevisiae‬‭é uma das mais importantes, pois é utilizada‬‭como cultura inicial devido à sua‬

‭alta eficiência (PERIOTO‬‭et al.‬‭, 2022).‬

‭Para‬ ‭se‬ ‭produzir‬ ‭kombucha,‬ ‭é‬ ‭necessário‬ ‭uma‬ ‭cultura‬ ‭iniciadora,‬ ‭o‬ ‭SCOBY,‬‭em‬

‭torno‬‭de‬‭0,4‬‭-‬‭0,6‬‭%‬‭de‬‭chá,‬‭de‬‭5‬‭–‬‭20‬‭%‬‭de‬‭sacarose‬‭e‬‭10%‬‭de‬‭uma‬‭kombucha‬‭previamente‬

‭fermentada,‬ ‭que‬ ‭servirá‬ ‭para‬ ‭acidificar‬ ‭o‬ ‭meio‬ ‭e‬ ‭impedir‬ ‭o‬ ‭crescimento‬ ‭de‬ ‭microrganismos‬

‭patogênicos‬ ‭em‬ ‭um‬ ‭recipiente‬ ‭fermentador‬ ‭(SHURE,‬ ‭2020).‬ ‭O‬ ‭processo‬ ‭de‬ ‭fermentação‬ ‭é‬

‭estático‬ ‭e‬ ‭normalmente‬ ‭dura‬ ‭entre‬ ‭7‬ ‭a‬‭12‬‭dias,‬‭em‬‭temperatura‬‭ambiente,‬‭permitindo‬‭que‬‭os‬

‭microrganismos‬‭trabalhem‬‭na‬‭transformação‬‭dos‬‭componentes‬‭do‬‭chá‬‭para‬‭produzir‬‭a‬‭bebida‬

‭final (SOMNATH‬‭et al‬‭., 2016).‬

‭À‬ ‭medida‬ ‭que‬ ‭as‬ ‭leveduras‬ ‭osmofílicas‬ ‭presentes‬ ‭no‬ ‭chá‬ ‭fermentam‬ ‭o‬ ‭açúcar,‬

‭produzindo‬ ‭etanol,‬ ‭as‬ ‭bactérias‬ ‭convertem‬ ‭o‬ ‭etanol‬ ‭em‬ ‭ácido‬ ‭acético.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭outros‬

‭ácidos orgânicos, incluindo ácido glucônico, lático, málico, cítrico e tartárico, também são‬
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‭produzidos.‬ ‭Esses‬ ‭ácidos‬ ‭conferem‬ ‭ao‬ ‭kombucha‬ ‭propriedades‬ ‭antibacterianas,‬ ‭ajudando‬ ‭a‬

‭evitar a contaminação por bactérias patogênicas (COELHO‬‭et al‬‭., 2020).‬

‭A‬ ‭fermentação‬ ‭do‬ ‭chá‬ ‭de‬ ‭kombucha‬ ‭sofre‬ ‭influência‬ ‭de‬ ‭vários‬‭fatores,‬‭podendo‬

‭citar,‬ ‭como‬ ‭exemplos,‬ ‭a‬ ‭temperatura,‬ ‭o‬ ‭pH,‬‭a‬‭quantidade‬‭de‬‭oxigênio,‬‭o‬‭dióxido‬‭de‬‭carbono‬

‭dissolvido,‬ ‭a‬ ‭natureza‬ ‭e‬ ‭a‬ ‭composição‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭e‬ ‭outros.‬ ‭Qualquer‬ ‭que‬ ‭seja‬ ‭a‬ ‭variação‬ ‭em‬

‭algum‬ ‭dos‬ ‭fatores‬ ‭citados,‬ ‭a‬ ‭taxa‬ ‭de‬ ‭fermentação,‬ ‭o‬ ‭desempenho‬ ‭e‬ ‭as‬ ‭propriedades‬

‭físico-químicas,‬ ‭por‬ ‭exemplo,‬ ‭podem‬ ‭sofrer‬ ‭alterações.‬ ‭Caso‬ ‭haja‬ ‭variedades‬ ‭de‬ ‭plantas,‬

‭concentrações‬ ‭de‬ ‭açúcar,‬ ‭tempo‬ ‭de‬ ‭fermentação‬ ‭e‬ ‭composição‬ ‭do‬ ‭fungo‬ ‭do‬ ‭chá,‬ ‭essas‬

‭diferenciações‬‭podem‬‭ser‬‭responsáveis‬‭por‬‭alterações‬‭na‬‭composição‬‭e,‬‭consequentemente,‬‭as‬

‭atividades biológicas também seriam afetadas (MARSH‬‭et al.‬‭,‬‭2014‬‭).‬

‭Outro‬ ‭aspecto‬‭importante‬‭a‬‭se‬‭considerar‬‭é‬‭o‬‭tipo‬‭de‬‭água‬‭utilizado‬‭na‬‭produção,‬

‭tendo‬‭em‬‭consideração‬‭que‬‭este‬‭ingrediente‬‭corresponde‬‭a‬‭mais‬‭de‬‭90%‬‭do‬‭produto,‬‭portanto‬

‭o‬‭controle‬‭de‬‭sua‬‭qualidade‬‭é‬‭indispensável‬‭para‬‭que‬‭atenda‬‭a‬‭todos‬‭os‬‭padrões‬‭exigidos‬‭pela‬

‭legislação‬ ‭(VENTURIM,‬ ‭2022).‬ ‭Por‬ ‭isso,‬ ‭é‬ ‭recomendado‬ ‭o‬‭uso‬‭de‬‭água‬‭mineral,‬‭possuindo‬

‭pH próximo da neutralidade e sendo de boa procedência (SCHROEDER, 2019).‬

‭No‬ ‭cenário‬ ‭atual,‬ ‭o‬‭chá‬‭de‬‭Kombucha‬‭tem‬‭se‬‭destacado‬‭entre‬‭os‬‭consumidores‬‭e‬

‭no‬ ‭meio‬ ‭científico‬ ‭por‬ ‭possuir‬ ‭características‬ ‭probióticas.‬ ‭Além‬ ‭disso,‬ ‭sua‬ ‭microbiota,‬ ‭a‬

‭tecnologia‬ ‭de‬ ‭fabricação,‬ ‭seus‬ ‭subprodutos‬ ‭e‬ ‭suas‬ ‭características‬ ‭físico-químicas‬ ‭são‬ ‭fatos‬

‭considerados‬ ‭com‬ ‭aptidão‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭produção‬ ‭industrial.‬ ‭Dependendo‬ ‭da‬ ‭via‬ ‭metabólica,‬ ‭a‬

‭fermentação‬ ‭e‬ ‭os‬ ‭produtos‬ ‭obtidos‬ ‭podem‬ ‭variar.‬ ‭Em‬ ‭contraponto,‬ ‭a‬‭fermentação‬‭do‬‭chá‬‭de‬

‭kombucha‬‭é‬‭uma‬‭combinação‬‭de‬‭três‬‭tipos‬‭de‬‭fermentação,‬‭sendo‬‭elas:‬‭a‬‭acética,‬‭a‬‭alcoólica‬‭e‬

‭a‬ ‭lática.‬ ‭Essa‬ ‭combinação‬ ‭é‬ ‭resultado‬ ‭da‬ ‭presença‬ ‭de‬ ‭várias‬ ‭leveduras‬‭e‬‭bactérias‬‭que‬‭estão‬

‭presentes no meio (VILLARREAL-SOTO‬‭et al‬‭.,2018).‬

https://ift.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068#jfds14068-bib-0039
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‭3.‬‭MATERIAIS E MÉTODOS‬

‭3.1‬‭Materiais‬

‭A‬ ‭amostra‬ ‭de‬ ‭kombucha‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭SCOBY‬ ‭foi‬ ‭recebida‬ ‭por‬ ‭doação.‬ ‭O‬ ‭SCOBY‬ ‭é‬

‭uma‬‭película‬‭com‬‭aspecto‬‭gelatinoso,‬‭que‬‭é‬‭formado‬‭na‬‭superfície‬‭do‬‭chá‬‭kombucha,‬‭produto‬

‭esse‬‭resultante‬‭da‬‭fermentação‬‭(Figura‬‭1).‬‭Assim,‬‭na‬‭mesma,‬‭ocorre‬‭o‬‭acúmulo‬‭desta‬‭película‬

‭na‬ ‭parte‬ ‭superior‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭(DOMENEGHETTI;‬ ‭SOARES;‬ ‭SCHMIDT,‬ ‭2019).‬ ‭Para‬ ‭sua‬

‭replicagem,‬‭ferveu-se‬‭1‬‭L‬‭de‬‭água‬‭com‬‭60‬‭g‬‭de‬‭açúcar.‬‭Após‬‭a‬‭fervura,‬‭foi‬‭deixado‬‭em‬‭infusão‬

‭na‬ ‭água‬ ‭quente‬ ‭8‬ ‭g‬ ‭de‬ ‭chá‬ ‭verde,‬‭durante,‬‭aproximadamente,‬‭10‬‭minutos.‬‭Depois‬‭que‬‭o‬‭chá‬

‭alcançou‬‭a‬‭temperatura‬‭ambiente,‬‭foram‬‭adicionados‬‭o‬‭SCOBY‬‭original‬‭e‬‭100‬‭mL‬‭do‬‭chá‬‭de‬

‭arranque,‬‭que‬‭se‬‭trata‬‭de‬‭uma‬‭kombucha‬‭já‬‭fermentada‬‭e‬‭serve‬‭como‬‭iniciador‬‭para‬‭uma‬‭nova‬

‭fermentação.‬‭Posteriormente,‬‭ocorreu‬‭a‬‭fermentação‬‭a‬‭uma‬‭temperatura‬‭de‬‭25‬‭°C,‬‭durante‬‭10‬

‭dias.‬

‭Figura 1: SCOBY de kombucha‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬

‭Além‬ ‭do‬ ‭fermentado‬ ‭de‬ ‭kombucha,‬ ‭no‬ ‭presente‬ ‭trabalho,‬ ‭os‬‭seguintes‬‭reagentes‬

‭foram‬ ‭utilizados:‬ ‭dextrose,‬ ‭extrato‬ ‭de‬‭levedura,‬‭carbonato‬‭de‬‭cálcio,‬‭ágar‬‭nutriente,‬‭peptona,‬

‭meio‬‭de‬‭cultura‬‭(PCA),‬‭caldo‬‭BHI,‬‭solução‬‭salina‬‭(0,85%‬‭NaCl),‬‭lugol,‬‭corante‬‭cristal‬‭violeta,‬

‭álcool‬ ‭e‬ ‭safranina,‬ ‭todos‬ ‭disponibilizados‬ ‭pelo‬ ‭Instituto‬ ‭Federal‬ ‭de‬ ‭Educação,‬ ‭Ciência‬ ‭e‬

‭Tecnologia‬‭de‬‭Minas‬‭Gerais,‬‭Campus‬‭Bambuí.‬‭Os‬‭demais‬‭materiais‬‭utilizados,‬‭como‬‭leite‬‭em‬

‭pó‬‭desnatado,‬‭óleo‬‭de‬‭soja‬‭e‬‭amido‬‭de‬‭milho,‬‭foram‬‭adquiridos‬‭no‬‭comércio‬‭da‬‭cidade‬‭de‬‭Belo‬

‭Horizonte - MG.‬

‭O‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭para‬ ‭cultivo‬ ‭e‬ ‭isolamento‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭foi‬‭preparado‬

‭com‬ ‭24‬ ‭g‬ ‭de‬ ‭dextrose,‬ ‭4,67‬ ‭g‬ ‭de‬ ‭extrato‬‭de‬‭levedura,‬‭2,4‬‭g‬‭de‬‭carbonato‬‭de‬‭cálcio,‬‭9,6‬‭g‬‭de‬

‭ágar e 480 mL de água destilada (OLIVEIRA‬‭et al‬‭.,‬‭2010; CARVALHO, 2010).‬
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‭Para‬ ‭o‬ ‭preparo‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭para‬ ‭avaliação‬ ‭da‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭amilase,‬

‭adotou-se o seguinte meio de cultura: PCA + 1% de amido (m/v) (DOWNES; ITO, 2001).‬

‭Para‬ ‭o‬ ‭preparo‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭para‬ ‭avaliação‬ ‭da‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭protease,‬ ‭o‬

‭seguinte‬‭meio‬‭de‬‭cultura‬‭foi‬‭utilizado:‬‭PCA‬‭+‬‭10%‬‭(m/v)‬‭de‬‭leite‬‭em‬‭desnatado‬‭reconstituído‬

‭(DOWNES; ITO, 2001).‬

‭Para‬ ‭o‬ ‭preparo‬ ‭do‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭avaliação‬ ‭de‬ ‭lipase,‬ ‭utilizou-se‬ ‭o‬

‭seguinte‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura:‬ ‭PCA‬ ‭+‬ ‭1%‬ ‭de‬ ‭óleo‬ ‭de‬ ‭soja‬ ‭(m/v)‬ ‭e‬ ‭0,1%‬ ‭(m/v)‬ ‭de‬ ‭Tween‬ ‭80‬

‭(DOWNES; ITO, 2001).‬

‭3.2‬‭Métodos‬

‭3.2.1‬‭Isolamento dos microrganismos do SCOBY de kombucha‬

‭Por‬‭se‬‭tratar‬‭de‬‭uma‬‭amostra‬‭com‬‭características‬‭intermediárias‬‭entre‬‭sólido‬‭e‬‭líquido,‬

‭esta‬ ‭foi‬ ‭homogeneizada‬ ‭antes‬ ‭da‬ ‭pesagem.‬ ‭Em‬ ‭seguida,‬ ‭aproximadamente,‬ ‭25‬‭g‬‭da‬‭amostra‬

‭foram‬ ‭adicionados‬ ‭a‬ ‭225‬ ‭mL‬ ‭de‬ ‭água‬ ‭peptonada‬‭estéril.‬‭Após‬‭nova‬‭homogeneização,‬‭foram‬

‭realizadas diluições seriadas e o plaqueamento para contagem em meio sólido.‬

‭Para‬ ‭a‬ ‭realização‬ ‭das‬ ‭diluições,‬ ‭1‬ ‭mL‬ ‭da‬ ‭amostra‬ ‭foi‬ ‭transferido‬ ‭para‬ ‭um‬ ‭tubo‬ ‭de‬

‭ensaio,‬ ‭contendo‬ ‭9‬ ‭mL‬ ‭de‬ ‭solução‬ ‭peptonada‬ ‭(0,1%‬ ‭m/v)‬ ‭e‬ ‭homogeneizado‬ ‭com‬‭auxílio‬‭de‬

‭um‬ ‭vórtex,‬ ‭obtendo-se‬ ‭a‬ ‭diluição‬ ‭10⁻¹.‬ ‭A‬ ‭partir‬ ‭dessa‬ ‭primeira‬ ‭diluição,‬ ‭foram‬ ‭preparados‬

‭mais‬‭quatro‬‭tubos‬‭de‬‭ensaio,‬‭cada‬‭um‬‭contendo‬‭9‬‭mL‬‭de‬‭solução‬‭peptonada‬‭(0,1%‬‭m/v),‬‭nos‬

‭quais‬‭foram‬‭realizadas‬‭diluições‬‭sequenciais,‬‭resultando‬‭nas‬‭concentrações‬‭de‬‭10⁻²,‬‭10⁻³,‬‭10⁻⁴‬

‭e 10⁻⁵ (CARVALHO, 2010).‬

‭Com‬‭as‬‭diluições‬‭prontas,‬‭foram‬‭pipetados‬‭100‬‭µL‬‭de‬‭amostra‬‭diluída‬‭nas‬‭placas‬

‭de‬ ‭petri,‬ ‭anteriormente‬ ‭preparadas‬ ‭com‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭carbonato‬ ‭de‬ ‭cálcio.‬ ‭O‬ ‭plaqueamento‬ ‭foi‬

‭realizado‬‭através‬‭do‬‭método‬‭Spread‬‭plate‬‭e‬‭em‬‭duplicata‬‭e,‬‭em‬‭seguida,‬‭incubadas‬‭em‬‭estufa‬

‭por‬‭96‬‭horas,‬‭a‬‭30‬‭°C.‬‭Após‬‭o‬‭período‬‭de‬‭incubação,‬‭procedeu-se‬‭a‬‭verificação‬‭do‬‭crescimento‬

‭de colônias características.‬

‭Como‬‭a‬‭inoculação‬‭dos‬‭microrganismos‬‭foi‬‭realizada‬‭em‬‭duplicata,‬‭o‬‭resultado‬‭da‬

‭contagem‬ ‭de‬ ‭colônias‬ ‭em‬ ‭UFC/mL‬ ‭foi‬ ‭obtido‬ ‭através‬ ‭do‬ ‭cálculo‬ ‭da‬ ‭média‬ ‭aritmética‬ ‭dos‬

‭resultados‬ ‭encontrados,‬ ‭multiplicada‬ ‭pelo‬ ‭inverso‬ ‭da‬ ‭diluição,‬ ‭dividido‬ ‭pelo‬ ‭volume‬ ‭da‬

‭alíquota e expressos em Log UFC/mL.‬

‭Posteriormente,‬ ‭procedeu-se‬ ‭ao‬ ‭isolamento‬ ‭dos‬ ‭microrganismos‬ ‭em‬ ‭placas‬ ‭para‬

‭análise. Esse processo foi conduzido utilizando-se a técnica de isolamento por estrias em‬
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‭triplicata‬ ‭e,‬ ‭em‬ ‭seguida,‬ ‭as‬‭placas‬‭foram‬‭novamente‬‭inseridas‬‭na‬‭estufa‬‭de‬‭incubação‬‭por‬‭96‬

‭horas,‬‭a‬‭30‬‭°C‬‭(OLIVEIRA‬‭et‬‭al‬‭.,‬‭2010).‬‭Foram‬‭isoladas‬‭colônias‬‭com‬‭halos‬‭transparentes‬‭no‬

‭meio de carbonato de cálcio e colônias que não apresentavam halo.‬

‭Concluídas‬ ‭as‬ ‭etapas‬ ‭de‬ ‭incubação‬ ‭e‬ ‭isolamento,‬ ‭foi‬ ‭realizada‬ ‭a‬ ‭coloração‬ ‭de‬

‭Gram‬‭dos‬‭microrganismos.‬‭Inicialmente,‬‭a‬‭amostra‬‭de‬‭microrganismos‬‭foi‬‭espalhada‬‭em‬‭uma‬

‭lâmina‬‭de‬‭vidro.‬‭Em‬‭seguida,‬‭essa‬‭lâmina‬‭foi‬‭levemente‬‭aquecida‬‭para‬‭a‬‭fixação‬‭das‬‭células,‬

‭evitando‬ ‭que‬ ‭fossem‬ ‭removidas‬ ‭durante‬‭as‬‭etapas‬‭seguintes.‬‭Depois,‬‭com‬‭o‬‭auxílio‬‭do‬‭conta‬

‭gotas,‬ ‭o‬ ‭corante‬ ‭cristal‬ ‭violeta‬ ‭foi‬ ‭aplicado‬ ‭acima‬ ‭da‬ ‭amostra,‬ ‭ficando‬ ‭em‬ ‭contato‬ ‭por‬ ‭1‬

‭minuto,‬‭depois‬‭foi‬‭realizado‬‭o‬‭enxágue‬‭da‬‭lâmina‬‭com‬‭água‬‭destilada‬‭para‬‭remover‬‭o‬‭excesso‬

‭de‬ ‭corante.‬ ‭Na‬ ‭etapa‬ ‭seguinte,‬ ‭aplicou-se,‬ ‭também‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭auxílio‬ ‭de‬ ‭um‬ ‭conta‬ ‭gotas,‬ ‭uma‬

‭solução‬‭de‬‭lugol,‬‭que‬‭atuou‬‭como‬‭um‬‭mordente,‬‭ajudando‬‭a‬‭fixar‬‭o‬‭corante‬‭dentro‬‭das‬‭células,‬

‭ficando‬ ‭em‬ ‭contato‬ ‭durante‬ ‭1‬ ‭minuto‬ ‭e,‬ ‭em‬ ‭seguida,‬ ‭sendo‬ ‭realizado‬ ‭o‬ ‭enxágue‬ ‭com‬ ‭água‬

‭destilada.‬ ‭Logo‬ ‭depois,‬ ‭foi‬ ‭feita‬‭uma‬‭rápida‬‭descoloração‬‭com‬‭álcool‬‭(15‬‭segundos).‬‭Depois‬

‭foi‬ ‭realizado‬ ‭o‬ ‭enxágue‬ ‭com‬ ‭água‬ ‭destilada,‬ ‭seguida‬ ‭da‬ ‭aplicação‬ ‭do‬ ‭corante‬‭safranina,‬‭por‬

‭cerca‬ ‭de‬ ‭30‬ ‭segundos‬ ‭e,‬ ‭sequencialmente,‬ ‭foi‬ ‭realizado‬ ‭o‬ ‭enxágue‬ ‭da‬ ‭mesma‬ ‭com‬ ‭água‬

‭destilada.‬ ‭Por‬ ‭fim,‬ ‭a‬ ‭lâmina‬ ‭foi‬ ‭suavemente‬ ‭seca‬ ‭e‬ ‭examinada‬ ‭em‬ ‭microscópio‬ ‭óptico‬ ‭com‬

‭ampliação de 1000x (ROSALEM; LOURENÇO, 2023).‬

‭3.2.2‬‭Preparo dos inóculos para bioprospecção‬

‭Para‬ ‭padronizar‬ ‭a‬ ‭concentração‬ ‭de‬ ‭células,‬ ‭o‬ ‭inóculo‬ ‭foi‬ ‭ajustado,‬ ‭buscando-se‬

‭atingir‬‭uma‬‭turbidez‬‭similar‬‭a‬‭do‬‭padrão‬‭0,5‬‭da‬‭Escala‬‭McFarland.‬‭Com‬‭a‬‭alça‬‭de‬‭repicagem,‬

‭amostras‬‭de‬‭colônias‬‭foram‬‭retiradas‬‭das‬‭placas‬‭de‬‭petri‬‭e‬‭suspensas‬‭em‬‭solução‬‭salina‬‭(0,85%‬

‭m/v).‬

‭A‬‭suspensão‬‭foi‬‭homogeneizada‬‭e‬‭comparada‬‭visualmente‬‭com‬‭a‬‭solução‬‭padrão,‬

‭de‬‭forma‬‭a‬‭alcançar‬‭uma‬‭turbidez‬‭visualmente‬‭semelhante,‬‭correspondendo‬‭a‬‭uma‬‭população‬

‭de células de aproximadamente 1,0 × 10‬‭7‬ ‭células por‬‭mL.‬

‭Após‬‭a‬‭padronização‬‭da‬‭concentração‬‭ser‬‭atingida,‬‭foi‬‭retirado‬‭1‬‭mL‬‭da‬‭suspensão‬

‭bacteriana‬ ‭e‬ ‭adicionado‬ ‭ao‬ ‭tubo‬ ‭de‬ ‭ensaio,‬ ‭que‬ ‭continha‬ ‭9‬ ‭mL‬ ‭de‬ ‭solução‬ ‭salina‬ ‭(0,85%‬

‭NaCl),‬ ‭tornando‬ ‭assim‬ ‭a‬‭concentração‬‭da‬‭suspensão‬‭bacteriana‬‭equivalente‬‭a‬‭1,0‬‭×‬‭10‬‭6‬ ‭UFC‬

‭por mL (6,00 Log UFC/mL).‬

‭3.2.3‬‭Investigação da produção de amilase‬
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‭Para‬ ‭realizar‬ ‭a‬ ‭investigação‬ ‭da‬ ‭possível‬ ‭produção‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭amilase,‬ ‭foram‬

‭preparadas‬ ‭seis‬ ‭placas‬ ‭de‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura,‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭nutriente‬ ‭de‬ ‭interesse,‬ ‭contendo‬

‭aproximadamente 20 ml de solução, totalizando 120 ml de solução.‬

‭Para‬‭o‬‭preparo‬‭do‬‭meio‬‭de‬‭cultura‬‭adequado,‬‭os‬‭reagentes‬‭foram‬‭homogeneizados,‬

‭esterilizados‬ ‭e‬ ‭posteriormente‬ ‭inseridos‬ ‭na‬ ‭placa‬ ‭de‬ ‭petri.‬ ‭Foi‬ ‭realizada‬ ‭a‬ ‭leitura‬ ‭de‬ ‭pH‬ ‭da‬

‭solução e, caso necessário, seria realizado o ajuste de pH para 6.‬

‭A‬‭inoculação‬‭dos‬‭microrganismos‬‭nas‬‭placas‬‭de‬‭atividade‬‭enzimática‬‭foi‬‭realizada‬

‭utilizando‬‭o‬‭método‬‭de‬‭perfuração‬‭do‬‭ágar.‬‭O‬‭ágar‬‭foi‬‭perfurado‬‭em‬‭três‬‭pontos‬‭equidistantes,‬

‭formando‬‭poços,‬‭sendo‬‭adicionados‬‭50‬‭µL‬‭de‬‭inóculo‬‭da‬‭solução‬‭previamente‬‭padronizada‬‭em‬

‭cada‬ ‭poço.‬ ‭Posteriormente,‬ ‭as‬ ‭placas‬ ‭foram‬ ‭incubadas‬ ‭em‬ ‭estufa‬ ‭por‬ ‭96‬ ‭horas,‬ ‭a‬ ‭30°C.‬ ‭A‬

‭revelação‬ ‭dos‬ ‭resultados‬ ‭da‬ ‭investigação‬ ‭de‬ ‭amilase‬ ‭foi‬ ‭realizada‬ ‭com‬ ‭lugol,‬ ‭baseado‬ ‭na‬

‭reação‬ ‭amido-iodo,‬ ‭que‬ ‭forma‬ ‭cor‬ ‭azul‬ ‭escura,‬ ‭logo,‬ ‭a‬ ‭presença‬ ‭de‬ ‭halo‬ ‭claro‬ ‭indicaria‬

‭atividade amilolítica.‬

‭3.2.4‬‭Investigação da produção de protease‬

‭Para‬ ‭realizar‬ ‭a‬ ‭investigação‬ ‭da‬ ‭possível‬ ‭produção‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭protease,‬ ‭também‬

‭foram‬ ‭preparadas‬ ‭seis‬ ‭placas‬ ‭de‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭nutriente‬ ‭de‬ ‭interesse,‬ ‭contendo‬

‭aproximadamente 20 ml de solução, totalizando 120 ml de solução.‬

‭Para‬ ‭o‬ ‭preparo‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭adequado,‬ ‭os‬ ‭componentes‬ ‭também‬ ‭foram‬

‭homogeneizados, esterilizados e, posteriormente, distribuídos em placas de Petri.‬

‭A‬‭inoculação‬‭dos‬‭microrganismos‬‭nas‬‭placas‬‭de‬‭atividade‬‭enzimática‬‭também‬‭foi‬

‭realizada‬ ‭utilizando-se‬ ‭o‬ ‭método‬‭de‬‭perfuração‬‭do‬‭ágar.‬‭O‬‭ágar‬‭foi‬‭perfurado‬‭em‬‭três‬‭pontos‬

‭equidistantes,‬ ‭sendo‬ ‭adicionados‬ ‭50‬ ‭µL‬ ‭de‬ ‭inóculo‬ ‭da‬ ‭solução‬ ‭previamente‬‭padronizada‬‭em‬

‭cada‬‭perfuração.‬‭Posteriormente,‬‭as‬‭placas‬‭foram‬‭incubadas‬‭em‬‭estufa‬‭por‬‭96‬‭horas,‬‭a‬‭30°C.‬‭O‬

‭aparecimento de halo translúcido seria indicativo de atividade proteolítica.‬

‭3.2.5‬‭Investigação da produção de lipase‬

‭Para‬ ‭realizar‬ ‭a‬ ‭investigação‬ ‭da‬ ‭possível‬ ‭produção‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭protease,‬ ‭também‬

‭foram‬ ‭preparadas‬ ‭seis‬ ‭placas‬ ‭de‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭com‬ ‭o‬ ‭nutriente‬ ‭de‬ ‭interesse,‬ ‭contendo‬

‭aproximadamente 20 ml de solução, totalizando 120 ml de solução.‬

‭Para‬ ‭o‬ ‭preparo‬ ‭do‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭cultura‬ ‭adequado,‬ ‭os‬ ‭componentes‬ ‭também‬ ‭foram‬

‭homogeneizados, esterilizados e, posteriormente, distribuídos em placas de Petri.‬
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‭A‬‭inoculação‬‭dos‬‭microrganismos‬‭nas‬‭placas‬‭de‬‭atividade‬‭enzimática‬‭também‬‭foi‬

‭realizada‬ ‭utilizando-se‬ ‭o‬ ‭método‬‭de‬‭perfuração‬‭do‬‭ágar.‬‭O‬‭ágar‬‭foi‬‭perfurado‬‭em‬‭três‬‭pontos‬

‭equidistantes,‬ ‭sendo‬ ‭adicionados‬ ‭50‬ ‭µL‬ ‭de‬ ‭inóculo‬ ‭da‬ ‭solução‬ ‭previamente‬‭padronizada‬‭em‬

‭cada‬‭perfuração.‬‭Posteriormente,‬‭as‬‭placas‬‭foram‬‭incubadas‬‭em‬‭estufa‬‭por‬‭96‬‭horas,‬‭a‬‭30°C.‬‭A‬

‭visualização de halo translúcido seria indicativo de atividade lipolítica.‬
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‭4.‬‭RESULTADOS E DISCUSSÃO‬

‭A análise das diluições revelou valores variáveis de crescimento bacteriano nas‬
‭respectivas diluições seriadas (10‬‭-2‬ ‭, 10‬‭-3‬ ‭, 10‬‭-4‬ ‭e 10‬‭-5‬‭) (Figura 2).‬

‭Figura 2 - Crescimento dos Microrganismos do SCOBY da kombucha‬

‭Fonte:Elaborado pela autora, 2025.‬

‭4.1.‬ ‭Características Morfológicas‬

‭Após‬ ‭96‬ ‭horas‬ ‭de‬‭incubação,‬‭as‬‭colônias‬‭crescidas‬‭no‬‭meio‬‭de‬‭isolamento‬‭foram‬

‭observadas.‬‭A‬‭observação‬‭apontou‬‭características‬‭como‬‭presença‬‭ou‬‭não‬‭de‬‭halos,‬‭coloração,‬

‭tamanho,‬ ‭textura‬ ‭e‬ ‭formato‬ ‭e‬ ‭cor‬ ‭da‬ ‭borda‬ ‭(SPINOSA,‬ ‭2002).‬ ‭Foram‬ ‭identificadas‬ ‭duas‬

‭colônias‬ ‭distintas‬ ‭de‬ ‭microrganismos,‬ ‭uma‬ ‭identificada‬ ‭como‬ ‭Colônia‬ ‭A,‬ ‭na‬ ‭qual‬ ‭pode-se‬

‭observar‬‭as‬‭características‬‭macroscópicas:‬‭borda‬‭uniforme‬‭com‬‭coloração‬‭esbranquiçada,‬‭um‬

‭interior‬ ‭amarelado‬ ‭e‬ ‭com‬ ‭presença‬ ‭de‬ ‭halos‬ ‭translúcidos.‬ ‭A‬ ‭outra‬ ‭colônia‬ ‭observada,‬

‭identificada‬ ‭como‬ ‭Colônia‬ ‭B,‬ ‭não‬ ‭possuía‬ ‭halo,‬ ‭tendo‬‭suas‬‭características‬‭macroscópicas‬‭de‬

‭cor‬‭e‬‭bordas‬‭semelhantes‬‭às‬‭da‬‭Colônia‬‭A.‬‭Ao‬‭serem‬‭comparadas‬‭por‬‭tamanho,‬‭notou-se‬‭que‬‭a‬

‭colônia A possuía tamanho superior ao da colônia B (Figura 3).‬

‭Figura 3- Características Morfológicas das colônias A e B‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬
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‭4.2.‬‭Contagem das colônias‬

‭Para‬ ‭as‬ ‭amostras‬ ‭mais‬ ‭concentradas‬ ‭(diluição‬ ‭de‬ ‭10‬‭-2‬‭),‬ ‭as‬ ‭placas‬ ‭apresentaram‬

‭crescimento‬ ‭abundante,‬ ‭o‬ ‭que‬ ‭impossibilitou‬ ‭a‬ ‭contagem‬ ‭precisa‬ ‭das‬ ‭colônias‬ ‭(IDN),‬ ‭e‬ ‭nas‬

‭diluições‬ ‭mais‬ ‭altas‬ ‭(10‬‭-‬‭⁵),‬ ‭nenhuma‬ ‭unidade‬ ‭formadora‬ ‭de‬ ‭colônia‬ ‭(UFC)‬ ‭foi‬ ‭detectada,‬

‭caracterizando‬ ‭ausência‬ ‭de‬ ‭crescimento‬ ‭bacteriano‬ ‭nessas‬ ‭condições.‬ ‭Consequentemente,‬ ‭a‬

‭contagem‬‭de‬‭colônias‬‭foi‬‭realizada‬‭apenas‬‭nas‬‭placas‬‭de‬‭diluições‬‭10‬‭-3‬ ‭e‬‭10‬‭-4‬‭,‬‭sendo‬‭separadas‬

‭as‬ ‭colônias‬ ‭que‬ ‭possuíam‬ ‭halo‬ ‭(colônia‬ ‭A),‬ ‭das‬ ‭colônias‬ ‭que‬ ‭não‬‭possuíam‬‭(colônia‬‭B).‬‭Na‬

‭tabela‬ ‭1,‬ ‭encontra-se‬ ‭o‬ ‭resultado‬ ‭referente‬ ‭à‬ ‭respectiva‬ ‭contagem.‬ ‭Os‬ ‭resultados‬ ‭foram‬

‭expressos em Log UFC/ mL.‬

‭Tabela 1- Contagem de colônias A e B nas, placas de diluições 10‬‭-3‬ ‭e 10‬‭-4‬ ‭em Log UFC/ mL‬

‭Diluição‬ ‭Colônia A‬ ‭Colônia B‬

‭10‬‭-3‬
‭5,82‬ ‭6,59‬

‭10‬‭-4‬
‭6,04‬ ‭6,66‬

‭Fonte: Elaborado pela autora , 2025.‬

‭No‬ ‭presente‬ ‭estudo,‬ ‭a‬ ‭colônia‬ ‭A,‬ ‭composta‬ ‭por‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭(apresentam‬

‭halo‬ ‭em‬ ‭meio‬ ‭de‬ ‭carbonato‬ ‭de‬ ‭cálcio),‬ ‭apresentou‬ ‭um‬ ‭valor‬ ‭médio‬ ‭de‬ ‭5,93‬ ‭Log‬ ‭UFC/mL.‬

‭Hume‬ ‭(2021)‬ ‭encontrou‬ ‭contagens‬ ‭médias‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭de‬ ‭7,30‬ ‭Log‬ ‭UFC/mL‬ ‭em‬

‭kombucha‬ ‭artesanal‬ ‭e‬ ‭6,34‬ ‭Log‬ ‭UFC/mL,‬‭em‬‭kombucha‬‭comercial,‬‭ambas‬‭com‬‭sete‬‭dias‬‭de‬

‭fermentação. Já Santos, Barbosa e Lacerda (2017) observaram valores de 6,90 Log UFC/mL.‬

‭A‬‭colônia‬‭B‬‭apresentou‬‭um‬‭valor‬‭médio‬‭de‬‭6,63‬‭Log‬‭UFC/mL.‬‭Santos,‬‭Barbosa‬‭e‬

‭Lacerda‬ ‭(2017)‬ ‭identificaram‬ ‭valores‬ ‭de‬ ‭contagem‬ ‭de‬ ‭leveduras,‬ ‭variando‬ ‭entre‬‭6,17‬‭e‬‭7,00‬

‭Log‬‭UFC/mL,‬‭em‬‭kombucha‬‭fermentada‬‭por‬‭25‬‭dias.‬‭Hume‬‭(2021)‬‭encontrou‬‭médias‬‭de‬‭6,81‬

‭Log‬‭UFC/mL‬‭em‬‭kombucha‬‭artesanal‬‭e‬‭6,50‬‭Log‬‭UFC/mL,‬‭em‬‭kombucha‬‭comercial,‬‭ambas‬

‭fermentadas por sete dias.‬

‭Os‬ ‭valores‬ ‭obtidos‬ ‭para‬ ‭a‬ ‭quantificação‬ ‭de‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭e‬ ‭leveduras,‬ ‭neste‬

‭estudo,‬ ‭foram‬ ‭semelhantes‬ ‭aos‬ ‭relatados‬ ‭na‬ ‭literatura.‬ ‭No‬ ‭gráfico‬ ‭1,‬ ‭os‬ ‭valores‬ ‭são‬

‭comparados‬ ‭para‬ ‭melhor‬ ‭visualização.‬ ‭As‬ ‭culturas‬ ‭de‬ ‭kombucha‬ ‭de‬ ‭diferentes‬ ‭regiões‬ ‭não‬

‭apresentam‬ ‭composições‬ ‭químicas‬ ‭e‬ ‭microbiológicas‬ ‭padronizadas,‬ ‭sendo‬ ‭influenciadas‬ ‭por‬

‭fatores‬‭como‬‭composição‬‭do‬‭chá,‬‭tempo‬‭e‬‭temperatura‬‭de‬‭fermentação‬‭e‬‭pH.‬‭Dessa‬‭forma,‬‭as‬

‭variações observadas no presente estudo, em relação aos dados da literatura, eram esperadas.‬



‭35‬

‭Gráfico‬ ‭1-‬ ‭Comparação‬ ‭do‬ ‭valor‬ ‭das‬ ‭contagens‬‭microbianas‬‭obtidas‬‭no‬‭presente‬

‭estudo com a literatura.‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬

‭4.3.‬‭Isolamento dos microrganismos‬

‭O‬ ‭isolamento‬ ‭dos‬ ‭microrganismos‬ ‭foi‬ ‭realizado‬ ‭da‬ ‭placa‬ ‭de‬ ‭diluição‬ ‭10‬‭-4‬‭.‬ ‭A‬

‭partir‬‭das‬‭diferenças‬‭macroscópicas‬‭encontradas‬‭entre‬‭as‬‭colônias‬‭citadas‬‭anteriormente,‬‭elas‬

‭foram separadas (Figura 4).‬

‭Figura‬ ‭4:‬ ‭Isolamento‬ ‭dos‬ ‭microrganismos‬ ‭onde:‬ ‭a)‬ ‭Crescimento‬ ‭da‬ ‭colônia‬ ‭A1,‬ ‭b)‬

‭Crescimento da colônia A2, c) Crescimento da colônia B1, d) Crescimento da colônia B2.‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬
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‭4.4.‬‭Coloração de Gram‬

‭Os‬ ‭microrganismos‬ ‭encontrados‬ ‭em‬ ‭cada‬ ‭amostra‬ ‭foram‬ ‭submetidos‬ ‭ao‬ ‭teste‬ ‭de‬

‭coloração‬‭de‬‭Gram,‬‭com‬‭o‬‭objetivo‬‭de‬‭confirmar‬‭as‬‭características‬‭morfológicas‬‭e‬‭estruturais‬

‭específicas‬ ‭de‬ ‭cada‬ ‭tipo‬ ‭(HUME,‬ ‭2021).‬ ‭Após‬ ‭a‬ ‭realização‬ ‭do‬ ‭mesmo,‬ ‭juntamente‬ ‭ao‬

‭crescimento‬ ‭das‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭(Figura‬ ‭5)‬ ‭inicialmente‬ ‭previstas,‬ ‭pôde-se‬ ‭observar‬ ‭o‬

‭crescimento‬ ‭de‬ ‭leveduras‬ ‭(Figura‬‭6).‬‭Esse‬‭resultado‬‭sugere‬‭que‬‭as‬‭condições‬‭de‬‭crescimento‬

‭(meio‬ ‭de‬ ‭cultura,‬ ‭tempo‬ ‭e‬ ‭temperatura‬ ‭de‬ ‭incubação)‬ ‭apresentaram,‬ ‭igualmente,‬

‭favorecimento‬ ‭ao‬ ‭desenvolvimento‬ ‭das‬ ‭leveduras,‬ ‭contrariando‬ ‭as‬ ‭expectativas‬ ‭previamente‬

‭estabelecidas de se restringir o desenvolvimento de bactérias acéticas.‬

‭Figura 5 - Microrganismos isolados para caracterização das bactérias acéticas, onde: a)‬

‭refere-se ao crescimento isolado da colônia A1; b) refere-se ao resultado da coloração de‬

‭gram da colônia A1; c) refere-se ao crescimento isolado da colônia A2; d) refere-se ao‬

‭resultado da coloração de gram da colônia A2. Magnificação de 1000x.‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬
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‭Figura 6 - Microrganismos isolados para caracterização das bactérias acéticas, onde: a)‬

‭refere-se ao crescimento isolado da colônia B1; b) refere-se ao resultado da coloração de‬

‭gram da colônia B1 (magnificação de 400x); c) refere-se ao crescimento isolado da colônia‬

‭B2; d)‬

‭refere-se ao resultado da coloração de gram da colônia B2 (magnificação de 1000x).‬

‭Fonte: Elaborado pela autora, 2025.‬

‭As‬ ‭bactérias‬ ‭acéticas‬ ‭definem-se‬ ‭em‬ ‭forma‬ ‭de‬ ‭bastonetes‬ ‭e‬ ‭são‬ ‭Gram-negativas‬ ‭(-),‬

‭podendo‬‭ocorrer‬‭de‬‭forma‬‭única,‬‭em‬‭pares‬‭ou‬‭cadeias‬‭(GOMES‬‭et‬‭al.‬‭,‬‭2018).Verificou-se‬‭que‬

‭as‬‭colônias‬‭das‬‭bactérias‬‭acéticas‬‭isoladas‬‭neste‬‭estudo‬‭(Figura‬‭5)‬‭estão‬‭em‬‭conformidade‬‭com‬

‭as características descritas na literatura.‬

‭As‬‭leveduras‬‭são‬‭microrganismos‬‭unicelulares,‬‭eucariontes,‬‭de‬‭tamanho‬‭superior‬‭a‬

‭de‬ ‭células‬ ‭bacterianas,‬ ‭que‬ ‭podem‬ ‭se‬ ‭corar‬ ‭de‬ ‭violeta‬ ‭ou‬ ‭rosa‬ ‭pela‬ ‭coloração‬ ‭de‬ ‭Gram‬

‭(ANDRES;‬‭BARRAO,‬‭2012).‬‭Assim,‬‭ao‬‭realizar‬‭o‬‭teste‬‭de‬‭coloração‬‭de‬‭Gram‬‭nas‬‭leveduras‬

‭isoladas‬ ‭(Figuras‬ ‭6),‬ ‭foi‬ ‭possível‬ ‭concluir‬ ‭que‬ ‭os‬ ‭resultados‬ ‭estão‬‭em‬‭conformidade‬‭com‬‭os‬

‭descritos na literatura.‬

‭4.5.‬‭Investigação de produção enzimática‬

‭Para avaliar a possível produção das enzimas protease e lipase, os microrganismos‬

‭foram inoculados em meios de cultura, contendo os nutrientes de interesse (proteína e lipídio).‬

‭A confirmação do resultado foi realizada pela observação de dois indicadores: o crescimento‬

‭satisfatório dos microrganismos no meio de cultura em questão e a formação de halos ao‬

‭redor das colônias. Esses halos indicariam a degradação dos nutrientes presentes no‬
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‭meio, evidenciando a produção da enzima de interesse. Ambos os indicadores foram visíveis a‬

‭olho nu.‬

‭No‬‭presente‬‭estudo,‬‭os‬‭microrganismos‬‭submetidos‬‭ao‬‭experimento‬‭apresentaram‬

‭crescimento‬ ‭significativo,‬ ‭porém‬ ‭não‬ ‭produziram‬ ‭enzimas‬ ‭capazes‬ ‭de‬ ‭degradar‬‭o‬‭lipídio‬‭e‬‭a‬

‭proteína presentes nos meios de cultura.‬

‭A‬‭falta‬‭das‬‭atividades‬‭de‬‭lipase‬‭e‬‭protease‬‭podem‬‭estar‬‭relacionadas‬‭à‬‭ausência‬‭de‬

‭genes‬ ‭codificadores‬ ‭de‬ ‭proteases‬ ‭extracelulares‬ ‭ou‬ ‭à‬ ‭inadequação‬ ‭das‬ ‭condições‬ ‭ambientais‬

‭para sua expressão.‬

‭Durante‬ ‭a‬ ‭avaliação‬ ‭da‬ ‭possível‬ ‭produção‬ ‭de‬ ‭amilase,‬ ‭ao‬ ‭contrário‬ ‭das‬ ‭enzimas‬

‭citadas‬‭anteriormente,‬‭o‬‭microrganismo,‬‭depois‬‭de‬‭satisfatoriamente‬‭desenvolvido‬‭no‬‭meio‬‭de‬

‭cultura,‬‭contendo‬‭o‬‭nutriente‬‭em‬‭questão,‬‭foi‬‭submetido‬‭à‬‭aplicação‬‭de‬‭lugol:‬‭a‬‭região‬‭escura‬

‭identifica‬ ‭a‬ ‭formação‬ ‭do‬ ‭complexo‬ ‭amido-iodo‬ ‭(Figura‬ ‭7)‬ ‭e‬ ‭a‬ ‭região‬‭clara‬‭evidencia‬‭a‬‭ação‬

‭das enzimas amilolíticas (SILVA‬‭et al‬‭., 2018).‬

‭Figura 7 - Exemplo da investigação de atividade amilolítica com formação do complexo‬

‭amido-lugol, resultando em cor azul escura.‬

‭Fonte: autora, 2025.‬

‭A‬ ‭Figura‬ ‭8‬ ‭mostra‬‭os‬‭resultados‬‭para‬‭a‬‭avaliação‬‭de‬‭produção‬‭da‬‭amilase‬‭.Todas‬

‭as colônias foram expostas à mesma quantidade de lugol, sob o mesmo tempo e temperatura.‬
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‭Figura 8 - Resultados da investigação de produção de enzimas amilolíticas nas colônias A1,‬
‭A2, B1, B2.‬

‭Fonte: autora, 2025.‬

‭Constatou-se‬ ‭que‬ ‭ambas‬ ‭as‬ ‭colônias‬ ‭analisadas‬ ‭demonstraram‬ ‭capacidade‬ ‭de‬

‭crescimento‬ ‭e‬ ‭produção‬ ‭da‬ ‭enzima‬ ‭amilase,‬ ‭embora‬ ‭em‬ ‭níveis‬ ‭distintos.‬ ‭Levando-se‬ ‭em‬

‭consideração‬‭que‬‭o‬‭método‬‭de‬‭perfuração‬‭de‬‭ágar‬‭é‬‭uma‬‭técnica‬‭qualitativa,‬‭pode-se‬‭concluir‬

‭que ambas as colônias possuem potencial para a produção da enzima amilase.‬

‭Para‬ ‭que‬ ‭possa‬ ‭ser‬ ‭considerado‬ ‭um‬ ‭bom‬ ‭produtor‬ ‭de‬ ‭enzimas‬ ‭extracelulares‬‭em‬

‭meio‬ ‭sólido,‬ ‭Lealem‬ ‭e‬ ‭Gashe‬ ‭(1994)‬ ‭estabelecem‬ ‭que‬ ‭é‬ ‭necessário‬ ‭possuir‬ ‭um‬ ‭Índice‬

‭Enzimático‬ ‭superior‬ ‭ou‬ ‭igual‬ ‭a‬ ‭2,0‬ ‭cm.‬ ‭O‬ ‭mesmo‬ ‭é‬ ‭calculado‬ ‭através‬ ‭da‬ ‭razão‬ ‭entre‬ ‭o‬

‭diâmetro‬ ‭médio‬ ‭do‬ ‭halo‬ ‭de‬ ‭degradação‬ ‭e‬ ‭o‬ ‭diâmetro‬ ‭médio‬ ‭de‬ ‭crescimento‬ ‭microbiano.‬

‭Componente‬ ‭este‬ ‭calculado‬ ‭quando‬ ‭o‬ ‭crescimento‬ ‭microbiano‬ ‭não‬ ‭acontece‬ ‭através‬ ‭da‬

‭perfuração do ágar.‬
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‭5.‬‭CONCLUSÃO‬

‭Com‬ ‭base‬ ‭na‬ ‭análise‬ ‭dos‬ ‭resultados‬ ‭obtidos‬ ‭ao‬ ‭longo‬ ‭deste‬ ‭estudo,‬ ‭pode-se‬

‭acrescentar,‬‭além‬‭das‬‭vantagens‬‭já‬‭documentadas‬‭do‬‭Scoby‬‭da‬‭Kombucha,‬‭que‬‭ele‬‭se‬‭constitui‬

‭também‬ ‭em‬ ‭uma‬ ‭importante‬ ‭fonte‬ ‭de‬ ‭microrganismos‬‭com‬‭potencial‬‭biotecnológico.‬‭Isso‬‭se‬

‭deve‬ ‭à‬ ‭diversidade‬ ‭de‬ ‭culturas‬ ‭presentes‬ ‭e‬ ‭ao‬ ‭potencial‬ ‭biotecnológico‬ ‭de‬ ‭alguns‬ ‭desses‬

‭microrganismos para a produção de catalisadores biológicos.‬

‭Dentre‬‭os‬‭microrganismos‬‭isolados,‬‭a‬‭colônia‬‭B‬‭(B1‬‭e‬‭B2),‬‭uma‬‭possível‬‭levedura,‬

‭pode‬‭ser‬‭destacada‬‭qualitativamente‬‭como‬‭a‬‭de‬‭melhor‬‭comportamento‬‭degradante‬‭para‬‭meios‬

‭amilolíticos.‬ ‭Para‬ ‭afirmações‬ ‭mais‬ ‭concretas‬ ‭da‬ ‭possibilidade‬ ‭de‬ ‭serem‬ ‭economicamente‬

‭viáveis‬ ‭para‬ ‭o‬ ‭setor‬ ‭industrial,‬ ‭sugere-se‬ ‭a‬ ‭realização‬ ‭de‬ ‭estudos‬ ‭quantitativos,‬ ‭com‬

‭isolamento e purificação das enzimas.‬

‭Em‬ ‭relação‬ ‭aos‬ ‭meios‬ ‭que‬ ‭contém‬ ‭proteínas‬ ‭e‬ ‭lipídios,‬ ‭não‬ ‭foram‬ ‭detectadas‬

‭atividades enzimáticas proteolíticas e/ou lipolíticas.‬
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