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Resumo 

 

 Xilooligossacarídeos (XOs) são moléculas prebióticas, presentes em baixa 

concentração em alimentos como frutas e vegetais, que podem proporcionar 

diversas melhorias na saúde do consumidor. Uma maneira de obter maior 

concentração de XOS é a partir da hidrólise enzimática de resíduos agroindustriais 

ricos em xilana, tais como a fibra de soja, utilizando enzimas como xilanase e 

arabinofuranosidase. Pelas características apresentadas por este prebiótico, e sua 

resistência a pH ácido e a altas temperaturas, este pode ser utilizado como aditivo 

alimentar. Visto que algumas bactérias ácido-láticas (BAC), microrganismos com 

potencial probiótico, são capazes de metabolizar este prebiótico, e que parte da 

comunidade de microrganismos formadora de grãos kefir são BAC, neste trabalho 

investigou-se os efeitos da adição de XOs produzidos a partir da fibra de soja na 

fermentação de grãos kefir. Os resultados encontrados mostram que XOs 

influenciam positivamente no crescimento dos grãos, quando na presença de 

lactose, indicando seu potencial prebiótico. Contudo, quando na ausência de 

lactose, XOs não ocasionam os mesmos efeitos. Além disso, estes também não 

influenciam na produção de ácido lático, visto que a presença de XOs no meio é 

indiferente para a produção deste. Os resultados encontrados mostram que XOs 

podem ser utilizados como ingredientes funcionais na fermentação de kefir, porém 

mais estudos são necessários para analisar sua eficácia e influência na produção de 

outros metabólitos na produção de kefir. 

Palavras chave: xilooligossacarídeos, grãos kefir, bactérias ácido-láticas, ácido 

lático. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

Xylooligosaccharides (XOs) are prebiotic molecules, present in low 

concentrations in some foods, including fruits and vegetables, and they may provide 

several improvements in consumer health. To achieve higher XOs concentration, it is 

possible to produce them by enzymatic hydrolysis of xylan-rich agroindustrial 

residues, such as soybean fiber, using the enzymes xylanase and 

arabinofuranosidase. According to the characteristics presented by this prebiotic and 

its resistance to acid pH and high temperatures, it can be used as a food additive. 

Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms showing probiotic potential and are 

able to metabolize prebiotics. One source of LAB is found in the community of 

microorganisms forming kefir grains. Therefore, in this work it was investigated the 

effects of the addition of XOs produced from soy fiber, under the fermentation of kefir 

grains. The results show that XOs positively influenced grain growth in the presence 

of lactose, indicating its prebiotic potential. However, when in the absence of lactose, 

XOs do not cause the same effects. The results show that XOs may be used as 

functional ingredients in the fermentation of kefir, but more studies are needed to 

analyze its efficacy and influence in the production of other metabolites during kefir 

production. 

 

Key words: xylooligosaccharides, kefir grains, lactic acid bacteria, lactic acid. 
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1. Introdução 

 

1.1. Prebióticos 

Agentes prebióticos foram descritos por Gibson & Roberfroid (1995) como 

aditivos alimentares que não são digeridos no trato gastrointestinal e que afetam 

positivamente a saúde do hospedeiro. Estes efeitos benéficos são consequências da 

estimulação de atividade metabólica proveniente, principalmente, do crescimento de 

um ou mais microrganismos presentes no cólon, já que estas moléculas são 

utilizadas em diferentes rotas metabólicas destes. Entretanto, o conceito de 

prebióticos foi recentemente atualizado, e para um composto ser considerado tal, 

este precisa preencher três requisitos, os quais são: resistência a ácido gástrico, 

para que estes cheguem até o intestino, onde os microrganismos estão; 

fermentação do composto pela microflora intestinal; possuir capacidade de estimular 

o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas para a saúde do hospedeiro 

(ROBERFROID, 2007), limitando assim o número de moléculas com ação prebiótica. 

Muito se confunde entre fibras digestivas e prebióticos. Isso ocorre porque 

fibras digestivas são descritas como porções de plantas resistentes a enzimas 

digestivas, incluindo alguns polissacarídeos, lignina e oligossacarídeos. Porém, é 

importante notar que apesar de não serem digeridas pelo organismo, estas não são 

necessariamente fermentadas pelas bactérias presentes no intestino ou apresentam 

benefícios quanto ao crescimento ou metabolismo destas (ANDERSON et al., 2009). 

Logo, conclui-se que prebióticos são fibras digestivas, como, por exemplo, os 

oligossacarídeos, entretanto fibras digestivas não são necessariamente prebióticos, 

tais como a lignina. 

Sabe-se que alimentos ricos em prebióticos vêm sendo consumidos desde a 

pré-história (LEACH, SOBOLIK, 2010), sendo que este consumo vem diminuindo 

com o tempo, e, atualmente, é consideravelmente menor devido a drásticas 

mudanças alimentares que ocorrem com o desenvolvimento da população, incluindo 

um menor consumo de frutas e vegetais. Todavia, é importante salientar que a 

utilização de prebióticos pode resultar em diversos benefícios para a saúde do 

organismo (Figura I). Estes incluem a redução da duração e intensidade de algumas 
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condições, tais como diarreia e inflamações intestinais, além de exercerem efeito 

preventivo ao câncer colorretal (SWENNEN et al., 2006), e aumentarem a 

biodisponibilidades e absorção de minerais de grande importância, como, por 

exemplo, cálcio, magnésio e ferro (ABRAMS et al., 2005). Estes compostos também 

são capazes de amenizar alguns fatores de risco de doenças cardiovasculares, 

ocasionar uma leve diminuição na pressão sanguínea, promover saciedade e perda 

de peso, podendo ser utilizados para prevenir, em alguns casos, doenças como a 

obesidade (AL-SHERAJI et al., 2013; SLAVIN, 2013). Além disso, os prebióticos 

podem induzir as bactérias a produzirem substâncias como ácidos graxos de cadeia 

curta, que afetam de maneira positiva o sistema imune (SARTOR, 2004). 

De maneira geral, a ação positiva de prebióticos provém do fato de que 

organismos mutualísticos presentes na flora do consumidor e bactérias probióticas, 

que podem ser adicionadas a alimentos, são beneficiadas com a fermentação 

destas moléculas, afetando de maneira positiva o hospedeiro (GIBSON, 

ROBERFROID, 1995). Logo, é possível utilizá-los como fonte de nutrientes, 

acarretando a produção de metabólitos que auxiliam na manutenção do organismo. 

Sendo assim, prebióticos e probióticos possuem uma correlação direta no balanço 

microbiano intestinal, permitindo a utilização concomitante dos mesmos como 

ingredientes funcionais de alimentos (ROBERFROID, 2000). 



9 

 

 

Figura I. Ilustração demonstrando benefícios que podem ser ocasionados pelo 
consumo de prebióticos. Estas moléculas possuem capacidade de estimular o 
crescimento de bactérias benéficas do trato gastrointestinal, o que ocasiona a 
produção de ácidos graxos de cadeias curtas (SCFA), diminuição do pH 
gastrointestinal, inibindo o desenvolvimento de bactérias patogênicas e aumentando 
a absorção de minerais. Em conjunto, estes fatores causam melhoras na saúde do 
intestino, diminuem o risco de câncer de cólon e modulam a resposta imune do 
organismo. (Adaptado de: ŚLIŻEWSKA et al., 2012)  

 

1.2. Xilooligossacarídeos 

 

Xilooligossacarídeos (XOs) são uma emergente potencial fonte de prebióticos, 

por serem utilizados como substrato para populações comensais de bactérias e 

apresentarem resistência à hidrólise por enzimas digestivas de mamíferos, ou seja, 

são resistentes ao processo digestivo. Estes compostos estão presentes em baixa 

concentração em alimentos como frutas, vegetais, leite e mel (VÁZQUEZ et al., 

2000; JAIN et al., 2015), entretanto, é possível produzí-los a partir da hemicelulose 
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de resíduos agroindustriais ricos em xilana, tais como a fibra de soja (HECK et al., 

2002; YUAN et al., 2004). 

XOs são classificados como oligômeros de açúcar funcionais formados por 

ligações β-1,4 entre duas a vinte unidades de xiloses (YUAN et al., 2004). Todavia, 

somente oligômeros contendo de 2 a 7 unidades possuem metabolização por 

microrganismos. Além disso, sabe-se que xilobiose, xilotriose e xilotetraose, os quais 

contêm 2, 3 e 4 resíduos de xilose, respectivamente, são os melhores para 

aplicação na indústria de alimentos como ingredientes funcionais, com destaque a 

xilobiose que apresenta um índice de assimilação mais rápido pelos microrganismos 

intestinais (CHEN et al., 1997; UÇKUN KIRAN et al., 2013). Além disso, sua 

estrutura pode conter diversos substituintes nas cadeias laterais, tais como grupos 

acetila, ácido urônico e unidades de arabinose (CAPARRÓS et al., 2007), 

dependendo da fonte utilizada para sua produção. 

Dentre as propriedades de XOs, encontram-se: alta estabilidade em pH ácido, 

tais como o pH do suco gástrico, e a temperaturas de até 100 oC, sendo 

considerados então açúcares não digestíveis (VÁZQUES et al., 2000). Graças a 

estabilidade destas moléculas, elas são capazes de passar por processos industriais 

sem perder suas propriedades (OKU & NAKAMURA, 2002). Visto isso, XOs são 

considerados moléculas com valor prebiótico agregado, podendo ser utilizados na 

indústria de alimentos como aditivos alimentares e agentes fortificadores. Além 

disso, estas moléculas apresentam uma alta gama de benefícios para a saúde, tais 

como melhoramento do funcionamento do intestino, efeitos antioxidantes, aumento 

da biodisponibilidade de minerais como o cálcio, redução do risco de alguns 

cânceres e de efeitos citotóxicos em células de leucemia (JAIN et al., 2015). Por 

conseguinte, estes oligossacarídeos são uma ótima fonte de carbono que é 

metabolizada por microrganismos probióticos, sendo bactérias ácido-láticas parte 

dos microrganismos capazes de metabolizá-los. Além de estimularem o crescimento 

destes, XOs também induzem os microrganismos a produzirem ácidos graxos de 

cadeia pequena e outros compostos, como o ácido lático, auxiliando na manutenção 

do pH e na absorção de minerais, resultando na modulação da função intestinal e do 

sistema imune, por possuir características antimicrobianas, anti-inflamatórias e ação 

imunomodulatória (MOURE et al., 2006; VÁZQUEZ et al., 2000). 
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Devido às características apresentadas de XOs, existe a possibilidade de 

utilização destes em muitos ramos comerciais. No Japão, por exemplo, diversos 

alimentos simbióticos possuem adição de XOs, e produtos contendo esta fonte de 

prebiótico foram lançados em alguns países ao longo dos anos (VÁZQUEZ et al., 

2000; MÄKELÄINEN et al., 2010). Visto isto, XOs podem ser aplicados tanto na 

indústria de alimentos quanto na farmacêutica e também na agroindústria, e devido 

a sua estabilidade, estes prebióticos apresentam vantagens em relação a outros, 

fazendo com que este mercado esteja em alta atualmente (Figura II). 

 

Figura II. Esquema demonstrando ampla aplicabilidade de XOs, do uso como 
ingrediente de alimentos ao uso na agricultura. (Adaptado de: VÁZQUEZ et al., 
2000). 

 

A produção de XOs pode ser feita a partir da hidrólise enzimática da xilana. 

Xilanase e arabinofuranosidase são enzimas que catalisam a hidrólise de ligações 

glicosídicas na cadeia de xilana, resultando na formação de monômeros de xilose, 

arabinose e XOs. A primeira, xilanase, cliva as ligações  β-1,4 entre resíduos de 

xilose (MOTTA et al., 2013); já a segunda, remove cadeias laterais de arabinose da 

xilose (SAHA, 2000). A utilização de Aspergillus nidulans geneticamente modificados 

contendo a inserção de genes codificadores destas enzimas, um com endoxilanase 

(xynC) de Penicillium funiculosum e outro com α-L-arabinofuranosidase (abfB) de 

Aspergillus niger, traz diversas vantagens na produção de XOs por hidrólise 

enzimática (GONÇALVES et al., 2012). Dado que a superexpressão destes genes 
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ocasiona uma maior produção das enzimas de interesse, xilanase e 

arabinofuranosidase, e através do cultivo em estado sólido da fibra de soja (resíduo 

agroindustrial rico em xilana), pode-se obter extratos enzimáticos brutos ricos nas 

enzimas em questão, os quais podem ser aplicados na produção do prebiótico de 

interesse, também utilizando a fibra de soja como fonte de substrato enzimático. 

 

1.3. Bactérias ácido-láticas 

 

Ao longo dos anos, a utilização de prebióticos e probióticos vem aumentando. 

Probióticos são definidos como microrganismos que afetam a saúde do hospedeiro 

positivamente, melhorando o balanço microbiano intestinal (FULLER, 1989). Estes 

organismos, ao serem ingeridos, ocasionam benefícios para a saúde do hospedeiro, 

podendo ou não colonizar o trato gastrointestinal, o que depende da sobrevivência 

das mesmas aos processos digestivos (SÁNCHEZ et al., 2017). A associação de 

prebióticos e probióticos pode beneficiar o hospedeiro, pois estes agem de maneira 

simbiótica: as bactérias probióticas utilizam como substrato prebióticos, produzindo 

metabólitos que auxiliam em diversos processos do organismo. As funções dos 

probióticos são muito amplas, e incluem reduzir o potencial danoso de alguns 

metabólitos e microrganismos patogênicos no hospedeiro, além de influenciarem na 

mobilidade gastrointestinal e em sua microbiota, e possuírem papel chave na 

modulação da resposta imune (ROBERFROID, 2000; REDDY & KRISHNAN, 2016). 

Dentro do contexto de probióticos, podemos encontrar algumas bactérias 

ácido-láticas (BAL). Estas são um grupo heterogêneo de microrganismos procariotos 

caracterizados por serem Gram-positivos e pela sua capacidade de fermentar 

hexoses e produzir ácido lático. Estes microrganismos podem ser encontrados na 

forma de cocos ou bacilos (MAKAROVA et al., 2006). BAL estão tipicamente 

presentes em leites e seus produtos derivados (onde possuem a capacidade de 

coagulação), carnes, bebidas e vegetais, e podem ser encontradas na microbiota de 

mamíferos (JENSEN et al., 2012). 
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Os gêneros mais importantes que compõem o grupo de BAL são os 

Lactobacillus, Lactococcuss, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, 

Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (Klein 

et al., 1998). Esta classe de microrganismos é amplamente utilizada na indústria 

farmacêutica, cada espécie individualmente ou em diversas combinações (FOOKS 

et al., 1999). As bactérias que apresentam maior utilização como prebióticos são as 

do gênero Lactobacillus e Bifidobacterium  (ROBERFROID, 2000). Estes gêneros, 

além de serem encontradas na flora gastrointestinal, também podem ser 

encontrados em alimentos fermentados, como, por exemplo, iogurte, kombucha e 

kefir (TEUSINK, MOLENAAR, 2017; DE ROOS, DE VUYST, 2018).  

  BAL apresentam diversas características que as fazem ter um imenso valor 

industrial e comercial. Primeiramente, elas são resistentes a pH ácidos e à bile, e 

apresentam crescimento em diferentes temperaturas (FULLER, 1989). Outras 

características importantes deste grupo de bactérias são sua capacidade de 

sobrevivência em diferentes concentrações de NaCl, fermentação de diferentes 

carboidratos, crescimento em diferentes meios nutritivos e resistência a antibióticos 

(KLEIN et al., 1998).  

Além disso, estudos demonstram que o crescimento de Lactobacillus spp. e 

Bifdobacterium spp. pode ser estimulado por XOs, devido a sua metabolização (LI et 

al., 2015; LIN et al., 2016), tornando possível a utilização de agregados contendo 

essas espécies, tais como grãos kefir, concomitantemente com XOs para provar o 

seu valor prebiótico. 

 

1.4. Kefir e seu valor nutricional 

 

Kefir são bebidas probióticas, consumidas a milhares de anos, e produzidas a 

partir de fermentação de líquidos, assim como leite. Estas podem ser caracterizadas 

como alimentos funcionais por apresentarem inúmeros efeitos benéficos para o 

organismo, tanto em questão de melhoramento da microflora quanto em questão de 
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entrega de metabólitos para o consumidor (GUZEL-SEYDIM et al., 2011; 

NALBANTOGLU et al., 2014; NIELSEN et al., 2014; PRADO et al., 2015). 

Estas bebidas são fermentadas utilizando grãos kefir, os quais foram 

primeiramente produzidos por tribos da Rússia (GUZEL-SEYDIM et al., 2011). Estes 

grãos são comunidades de microrganismos, e são formados principalmente por 

bactérias ácido-láticas, leveduras, fungos filamentosos e bactérias ácido-acéticas, as 

quais coexistem de forma simbiótica (ZHOU et al., 2009; POGAČIĆ et al., 2013). A 

composição da microbiota formadora dos grãos kefir apresenta uma grande 

diversidade entre as regiões do mundo, sendo que esta é extremamente dependente 

do local de origem, das condições de cultura e das condições de armazenamento 

dos grãos (GARROTE et al., 2001; ROSA et al., 2017). A comunidade de 

microrganismos dos grãos é unida por uma matriz, chamada kefiran, que é uma 

cadeia composta de polissacarídeos e proteínas secretada pelos mesmos, 

acarretando na formação dos aglomerados (GUZEL-SEYDIM et al., 2011).  

Para a produção da bebida, os grãos kefir são adicionados ao leite, onde são 

incubados em temperatura ambiente por aproximadamente 22 h. Durante a 

fermentação, ocorre a produção de metabólitos, e estes compostos causam 

mudanças físico-químicas na bebida (GUZEL-SEYDIM et al., 2011). O resultado do 

processo de fermentação é uma bebida carbonatada, com sabor peculiar devido aos 

compostos gerados. Uma peculiaridade desta bebida é que os grãos podem ser 

recuperados e utilizados novamente, todavia, pode haver uma mudança nos 

organismos que os compõem com o passar do tempo (NIELSEN et al., 2014). 

Embora possa-se encontrar grãos kefir de forma liofilizada comercialmente, com 

composição de microrganismos otimizada, normalmente os grãos são passados de 

pessoa a pessoa no Brasil (LEITE et al., 2013). 

O consumo de bebidas fermentadas vem sendo associada com melhoras na 

saúde, e os agentes dessas melhoras são as bactérias ácido-láticas e as moléculas 

produzidas pelas mesmas que estão presentes nestas bebidas. Os compostos 

gerados durante a fermentação dos grãos são variados, e incluem principalmente 

ácido lático, etanol, ácidos orgânicos, peptídeos, bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio e gás carbônico (FARNWORTH, 2005; ROSA et al., 2017). A presença 

destes metabólitos, de microrganismos, e dos compostos gerados pela quebra da 
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matriz dos grãos faz com que esta bebida seja considerada um alimento bioativo, e 

além dos compostos conferirem certa viscosidade e acidez à bebida, eles também 

proporcionam inibição de patógenos e contaminantes e geram diversos benefícios 

para a saúde do consumidor (Figura III), os quais incluem atividade antitumoral 

(VINDEROLA et al., 2005), antimicrobiana (RODRIGUES et al., 2005), 

antiinflamatória e antialérgica (LEE et al., 2007). Em adição, a geração destes 

metabólitos é essencial para o crescimento dos grãos, os quais aumentam 

lentamente em peso e tamanho durante o processo de fermentação (GARROTE et 

al., 2001; LEITE et al., 2013).  

 

Figura III. Diagrama esquemático das propriedades funcionais apresentadas por 

kefir. (Adaptado de: GUZEL-SEYDIM et al., 2011) 

 Como foi citado anteriormente, diversos microrganismos probióticos são 

capazes de metabolizar XOs, e é possível que os grãos kefir possuam esta 

capacidade, visto que estudos mostram que diversas bactérias ácido-láticas 

presentes em diferentes grãos, tais como Lactobacillus plantarum, L. acidophilus e L. 

fermentum, os consomem (CHAPLA et al., 2012; LI et al., 2015). Em virtude disso, é 



16 

 

possível aliar a utilização de XOs produzidos a partir do cultivo em estado sólido de 

fibra de soja por fungos, com a fermentação destes por grãos kefir para um aumento 

dos valores prebióticos e probióticos dos produtos gerados a partir destes. 
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2. Justificativa 

 

O crescimento da população gera a necessidade do aumento de produção de 

alimentos, o que acaba gerando uma maior quantidade de resíduos agroindustriais. 

Um exemplo disso é o cultivo de soja no Brasil, que anualmente rende 

aproximadamente 95 milhões de toneladas, e por consequência gera uma grande 

quantidade de resíduos, como a fibra de soja. Visto que uma alternativa ao descarte 

da fibra de soja é a utilização da mesma para produzir XOs, moléculas prebióticas 

que proporcionam diversos benefícios a saúde, e que parte dos microrganismos 

presentes em grãos kefir são bactérias ácido-lática, as quais possuem capacidade 

de metabolizar este prebiótico, é possível que a utilização concomitante de grãos de 

kefir e de XOs resulte na produção de um fermentado com um maior valor nutricional 

agregado. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo deste projeto é analisar a capacidade de metabolização por 

bactérias ácido-láticas, microrganismos presentes em grãos kefir, de 

xilooligossacarídeos provenientes de fibra de soja previamente fermentada. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Produzir XOs em fibra de soja utilizando xilanase e arabinofuranosidase 

provenientes de Aspergilus nidullans recombinantes; 

Avaliar a atividade prébiotica dos XOs produzidos anteriormente durante o 

cultivo de bactérias ácido-láticas; 

Analisar o crescimento de grãos kefir na presença de XOs e a produção de 

ácido lático durante o cultivo dos mesmos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Microrganismos e Biomassa 

 

Este estudo utilizou dois Aspergillus nidulans ATT7 geneticamente 

modificados. O primeiro, com a inserção do gene heterólogo hendo-1,4-xilanase 

(xynC), e o segundo, do gene α-L-arabinofuranosidase (abfB); genes que codificam 

enzimas responsáveis pela produção de XOs, xilanase e arabinofuranosidase, 

respectivamente (SEGATO et al., 2012). Os fungos foram gentilmente cedidos pela 

Universidade de Campinas (UniCamp). Ambos microrganismos foram mantidos em 

meio mínimo, composto por NaNO3 (6,0 g.L-1), KCl (0,52 g.L-1), MgSO4·7 H2O (0,52 

g.L-1), KH2PO4 (1,52 g.L-1) (GONÇALVES et al., 2012). Além disso, solução de 

elementos traços (2 mL.L-1), piridoxina (0,1 g.L-1), maltose (20 g.L-1), glicose (10 g.L-

1) e ágar (15 g.L-1) também foram adicionados ao meio, sendo que este teve pH 

ajustado a 6,5 utilizando-se NaOH 0,1 M. As culturas foram incubadas por 72 h a 

37oC. 

Os grãos kefir foram provenientes de uma cultura doada por uma residência 

privada de Porto Alegre, e foram mantidos em meio composto por 10 g.L-1 de leite 

em pó. Anteriormente aos experimentos, os grãos foram cultivados por 24 horas a 

27 oC, 180 rpm. 

A biomassa, fibra de soja, foi doada pela empresa DuPont, Esteiro. 

 

4.2. Produção Enzimas 

 

As enzimas necessárias para este estudo foram produzidas por meio de 

cultivo em estado sólido em frascos tipo Erlenmeyer 125 mL, contendo um total de 5 

g de fibra de soja. O cultivo foi feito separadamente para cada microrganismo citado 

anteriormente. Para isto, adicionadou-se umidade de 70% a fibra de soja, obtida 

através de adição de meio mínimo com 100 mM de tampão HEPES, e 

posteriormente o resíduo já úmido foi autoclavado. Para o inóculo do cultivo, fez-se 
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suspensão de esporos com água e Tween 80, e contagem dos mesmos em câmara 

de Neubauer. Após contagem, adicionou-se volume da suspensão equivalente a 106 

esporos g-1 de fibra de soja. O cultivo foi feito a 37 oC em estado estático. Para os 

microrganismos contendo o gene heterólogo xync, fez-se extração das enzimas 

após 72 h de cultivo, e para o contendo abfb, após 96 h (PEREIRA, 2017).  

 

4.3. Obtenção extrato enzimático bruto e Quantificação Enzimática 

 

A extração das enzimas foi feita utilizando-se 30 mL de tampão acetato de 

sódio 50 mM pH 5,0. Atividade enzimática do extrato enzimático total foi avaliada a 

partir do método ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) descrito por Miller (1959).  

Para ambos, a extração fez-se adicionando 6 mL-1 de tampão acetato de 

sódio 50 mM pH 5,0, mantendo-se frascos em agitador orbital a 30 oC, 180 rpm por 

30 min. Posteriormente, os extratos enzimáticos brutos foram recolhidos para 

quantificação das enzimas de interesse (PEREIRA, 2017). 

Para a quantificação das enzimas de interesse, primeiramente fez-se uma 

reação enzimática em tubos de ensaio utilizando-se 500 µL de amostra e 500 µL de 

uma solução 1 % de xilana, para quantificação de xilanase, ou de uma solução 1 % 

de arabinana, para quantificação de arabinofuranosidase. A reação foi incubada em 

banho à 50 oC por 30 min. Após, adicionou-se 1 mL de solução ácido 3,5-

dinitrossaalicílico (DNS) aos tubos, e estes permaneceram por 5 min a 100 oC 

(Miller, 1959). A absorbância da reação foi lida em um comprimento de onda de 540 

nm e o resultado foi comparado a uma curva de calibração utilizando xilose e 

arabinose como padrões. Uma unidade (U) de xilanase ou arabinofuranosidase foi 

definida como a liberação de 1 µmol de xilose ou arabinose por minuto sob as 

condições do método. 
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4.4. Produção de XOS utilizando combinação enzimática 

 

Dados não publicados obtidos no laboratório indicam que a fibra de soja 

possui cerca de 0,16 g de xilana por g de fibra de soja. Para cada grama do 

substrato enzimático, xilana, foram utilizadas 100 U de xillanase e 100 U de 

arabinofuranosidase. Além disso, adicionou-se 40 mL de tampão acetato de sódio 

50 mM pH 4,75 a cada 5 g de fibra de soja. A reação foi feita em frascos tipo 

Erlenmeyer de 125 mL e mantida em agitador orbital a 50 oC durante 8 h. 

4.5. Extração e quantificação XOs 

 

Primeiramente, a inativação das enzimas foi feita colocando-se os erlenmeyer 

da reação em banho a 100 oC durante 15 min. Posteriormente, a extração de XOs foi 

feita, de forma sequencial. Adicionou-se 20 mL de água destilada ao primeiro frasco, 

o qual permaneceu em agitador orbital a 30 oC e 180 rpm durante 15 min. Após, o 

conteúdo do frasco foi centrifugado a 4000 g durante 10 min. O sobrenadante foi 

recolhido e 20 mL deste foram transferidos para o próximo frasco. Este 

procedimento repetiu-se até o 6º frasco, o qual teve seu sobrenadante recolhido e 

mantido em frasco a -20 oC. 

Em seguida, 2 mL do sobrenadante foram filtrados em membrana de acetato 

de celulose 0,22 µm, e o filtrado foi analisado por Cromatografia Gasosa de Alta 

Eficiência (HPLC). Nesta análise, a coluna Aminex HPX 42A, a qual analisa 

oligossacarídeos da amostra, foi utilizada. Como fase móvel, utilizou-se água 

ultrapura, com fluxo de 0,6 mL.min-1 e temperatura de forno de 85 ºC. O volume de 

injeção de amostra foi 20 μL. XOs foram identificados através dos padrões xilose 

(X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentose (X5) e xilohexaose 

(X6). 

 

4.6. Fermentação de XOs por grãos kefir in vitro 

 

O cultivo dos grãos kefir foi feito em tubos de ensaio contendo 4 mL de meio 

mínimo composto por 2,5 g.L-1 de extrato de levedura, 5 g.L-1 de peptona, com ou 
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sem a adição de 1 mL de extrato de XOs e/ou 1 mL de uma solução 5 g.L-1 de 

lactose, obtendo-se uma concentração final de 1 g.L-1 de lactose. No controle 

negativo, adicionou-se 1 mL de água destilada estéril. XOs utilizados foram 

previamente filtrados em membrana de acetato de celulose 0,22 µm para manter 

meio estéril. A cada tubo de ensaio, adicionou-se 1 grão kefir, o qual foi previamente 

lavado com água destilada estéril, tendo umidade externa removida utilizando-se 

papel filtro estéril. Após remoção de umidade superficial, os grãos foram pesados 

em balança analítica. 

O crescimento dos grãos kefir foi analisado em diferentes tempos de cultivo 

(6h, 12h). Para isto, comparou-se o peso pré e pós-cultivo, sendo que após o cultivo, 

os grãos foram novamente lavados e secos, para anotação do peso final e posterior 

comparação. 

 

4.7. Produção de ácido lático 

 

A produção de ácido lático foi analisada por HPLC. Após tempo de 

fermentação de 0, 6 e 12 h, amostras foram coletadas e filtradas em membrana de 

acetato e celulose 0,22 µm. As amostras foram quantificadas utilizando a coluna 

Aminex HPX 87H, coluna ideal para análise de ácidos orgânicos. A fase móvel 

utilizada foi uma solução de ácido sulfúrico 5 mM (H2SO4), nas condições de fluxo de 

0,6 mL min-1 e temperatura de forno de 45 ºC. O volume de injeção de amostra foi 

20 μL. 

 

4.8. Análises grão kefir 

 

Peso seco dos grãos kefir foi analisado pesando os grãos antes e após 

secagem em estufa a 70 oC, até peso permanecer constante. 
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4.9. Análises Estatísticas 

 

Todos os experimentos foram feitos em triplicados e os os resultados foram 

avaliados por teste Tukey, utilizando o pacote de estatística Sisvar 5.6 para 

Windows. 
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5. Resultados  

 

5.1. Produção das enzimas xilanase e arabinofuranosidase 

 A utilização de cultivo em estado sólido utilizando-se resíduos agroindustriais 

como fonte de carbono para o crescimento de fungos filamentosos e produção de 

enzimas apresenta diversas vantagens quanto a outras formas de cultivo. Entre 

estas, estão a necessidade de utilizar pouca água, baixo risco de contaminação e a 

possibilidade de utilizar este cultivo para a produção de enzimas, ácidos orgânicos, 

aminoácidos, etanol, alcaloides, metabólitos secundários, entre outros (LEIFA et al., 

2000; FARINAS, 2015; MANSOUR et al., 2016). Devido à composição da 

hemicelulose da fibra de soja, que é rica em xilana (HECK et al., 2002), este é um 

excelente resíduo para a produção de xilanase e arabinofuranosidase. Aliando isto 

aos benefícios da utilização dos organismos geneticamente modificados, ambos 

possuindo um promotor induzido por maltose (GONÇALVES et al., 2012), a qual é 

biodisponível na fibra de soja (dados não mostrados), pode-se obter um alto nível de 

expressão dos genes codificadores destas proteínas. No presente trabalho, obteve-

se 23,9 U.mL-1 de xilanase e 12,09 U.mL-1 de arabinofuranosidase. 

 

5.2. Produção de xilooligossacarídeos  

 

Ainda devido a sua composição, que apresenta grande quantidade de xilana, 

a utilização da fibra de soja para a produção de XOs também é possível, visto que 

as enzimas produzidas hidrolisam esse substrato (SAHA, 2000; GONÇALVES et al., 

2012; MOTTA et al., 2013). Os extratos enzimáticos brutos contendo as enzimas 

heterólogas, xilanase e arabinofuranosidase, foram utilizados na produção de XOs. 

As melhores condições de temperatura e concentração enzimática foram analisadas 

em trabalho anterior (PEREIRA, 2017). Seguindo as condições de temperatura, 

agitação e umidade e tempo propostos pelo estudo anterior, e o método de extração 

sequencial de XOs proposto por este trabalho, obteve-se um extrato composto por 

2,737 mg.mL-1 de xilobiose, 1,611 mg.mL-1 de xilotriose, 0,700 mg.mL-1 de 

xilotetraose, 0,640 mg.mL-1 de xilopentose e  0,570 mg.mL-1 de xilohexaose (Tabela 
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1). A obtenção de um extrato contendo maior concentração de xilobiose e xilotriose 

em comparação aos XOs com um maior grau de polarização é vantajoso pois 

ambos, xilobiose e xilotriose, possuem maior aplicabilidade, devido a sua 

metabolização por um maior número de BAC (CHEN et al., 1997; UÇKUN KIRAN et 

al., 2013). 

 

Tabela 1. Analise quantitativa de XOS produzidos por hidrólise enzimática de fibra 
de soja. 

XOS Concentração (mg/mL) 

Xilobiose 2,737 (± 0,121) 

Xilotriose 1,611 (± 0,175) 

Xilotetraose 0,700 (± 0,181) 

Xilopentose 0,640 (± 0,115) 

Xilohexose 0,579 (± 0,157) 

 

 

5.3. Crescimento de grãos kefir 

 

 Kefir é uma bebida artesanal amplamente consumida no Brasil, sendo que 

nesta região esta é gerada a partir da fermentação do leite ou de uma solução 

contendo açúcar mascavo (GARROTE et al., 2001). Os grãos de kefir utilizados 

neste trabalho apresentavam consistência gelatinosa, coloração esbranquiçada, com 

uma superfície irregular contendo diversos lóbulos, similar a pipoca ou couve-flor 

(Figura 1). O peso úmido dos grãos apresentou grande variação devido à 

diversidade de tamanho dos mesmos, porém, estes eram compostos por 87 % (± 

2,3) de água, tendo características similares as encontradas em outros estudos 

(ABRAHAM, DE ANTONI, 1999; GARROTE et al., 2001; OTLES, CAGINDI, 2003).  
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Sabendo-se que grãos kefir são compostos por BAL e que XOs possuem 

capacidade de estimular o crescimento de algumas BAL, o crescimento dos grãos 

kefir na presença deste prebiótico foi analisado. Observou-se que o crescimento do 

kefir é maior na presença de XOs e lactose, enquanto somente na presença de XOs, 

o crescimento é menos expressivo e se dá de forma similar quando não há lactose 

no meio (Figura 2). Isto provavelmente acontece pelo fato de XOs ser um aditivo 

alimentar; um estimulante de crescimento, logo, o metabolismo dos microrganismos 

precisa estar ativado para estes consumirem o prebiótico em questão. 

 

 

 

Figura 1. Estrutura macroscópica de grãos kefir. 
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Figura 2. Crescimento dos grãos kefir. As letras indicam os tratamentos utilizados, 
sendo fermentação em A (♦) controle, B (■) com lactose, C (▲) com lactose e XOs e 
D (×) com XOs. Observa-se que no tratamento C há maior crescimento dos grãos. 
As barras representam a média ± erro padrão. Asterisco indica diferença significativa 
pelo teste Tukey (p≤0,05). 

 

5.4. Produção ácido lático 

 

Ácido lático é o principal ácido orgânico produzido durante a fermentação do 

leite pelos grãos kefir e de laticínios em geral. Este ácido ocasiona mudanças 

sensoriais e qualitativas do produto (URBACH, 1995), além de proporcionar um 

maior tempo de prateleira para os fermentados, por diminuir o pH do meio, inibindo o 

crescimento de bactérias patogênicas, e facilitar a digestão de componentes do leite 

(MARTINEZ et al., 2013). Ele deriva principalmente da lactose presente no meio, e 

estudos mostram que quando os grãos kefir são fermentados utilizando leite como 

substrato, parte da lactose total é transformada em ácido lático (ALM, 1982; ROSA 

et al., 2017). No presente trabalho, a maior produção de ácido lático ocorreu na 

fermentação na presença de XOs e lactose, tendo valor máximo de 20 mg.L-1 em 12 

h de cultivo. O baixo rendimento pode ser relacionado com a composição do meio, 

pobre em lactose. Além disso, não houve diferença estatística na produção de ácido 

lático na presença ou ausência de XOs, logo, este não influenciou a produção deste 

composto (Figura 3). É possível que XOs estimulem a produção de outros ácidos 

orgânicos que não foram analisados neste trabalho, uma vez que na presença de 
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outros oligossacarídeos, isomalto-oligossacarídeo e frutooligossacarídeo, os grãos 

kefir produzem mais compostos ácidos (OH et al., 2013). Observou-se também que 

mesmo na ausência de lactose no meio, houve produção do composto em questão, 

o que pode ser ocasionado por um metabolismo tardio de lactose presente no meio 

em que os grãos se encontravam anteriormente aos experimentos. 

 

 

 

 

Figura 3. Produção de ácido lático durante a fermentação pelos grãos kefir. As letras 
indicam os tratamentos utilizados, sendo fermentação em A (♦) controle, B (■) com 
lactose, C (▲) com lactose e XOs e D (×) com XOs. Observa-se que na presença de 
lactose há maior produção de ácido lático, independente da presença de XOs no 
meio. As barras representam a média ± erro padrão. Asterisco indica diferença 
significativa pelo teste Tukey (p≤0,05). 
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6. Conclusão 

 

 De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, 

xilooligossacarídeos possuem potencial para serem utilizados como ingredientes 

funcionais na preparação de kefir, por proporcionarem maior crescimento da cultura, 

o que também foi demonstrado no uso de outros compostos funcionais, tais como 

frutooligossacarídeos, maltodextrina, oligofrutose e polidextrose (DE SOUZA 

OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; OH et al., 2013). Entretanto, este 

composto não possui influência na produção de ácido lático. Mais estudos utilizando 

XOs como ingredientes funcionais no processo de fermentação por grãos kefir são 

necessários, visando ter um alimento simbiótico com maior valor nutricional, visto 

que este prebiótico pode influenciar na produção de outros compostos com 

propriedades benéficas. 
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