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Resumo

A enzima L-Asparaginase é amplamente utilizada no tratamento de pessoas que possuem a
leucemia linfoide aguda (LLA). Ela transforma a fonte de energia das células cancerigenas,
o aminodcido L-Asparagina, em acido aspartico e amonia, produtos que nao sao metaboli-
zados por essas células doentes. Gradativamente, as células anormais morrem. Por sua vez,
o kefir é uma colonia pro-bidtica de micro-organismos pelo qual se obtém uma bebida fer-
mentada bastante consumida, sendo essa colonia constituida principalmente por fungos e
bactérias. Considerando que a produgdo da enzima se da através de processos biotecnolo-
gicos, estudou-se a produgao da mesma através do grao de kefir. Para testar a produgao da
enzima pelo grao e pelos seus sobrenadantes, prepararam-se meios de cultivo para a triagem
de fungos e para a triagem de bactérias, que eram compostos pelo aminodacido L-Asparagina
e pelo indicador vermelho de fenol. Resultados positivos para a produgdo da enzima foram
evidenciados pela mudanga de colora¢io do meio, que adquire tonalidade rosa, devido a
elevagdo do pH do meio, causada pela liberagdo de amonia. Foi testada a produgao da enzi-
ma pelas colonias do kefir dagua e do kefir de leite, assim como seus produtos de fermenta-
¢do, tendo os resultados positivos para ambos os testes.
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Abstract

The L-Asparaginase enzyme is largely used in the treatment of the people who have the acute
lymphoblastic leukemia (ALL). It transforms the energy source of the cancer cells, the L-Aspa-
ragina amino acid, into aspartic acid and ammonia, products that cannot be metabolized by
these cancer cells. Gradually, the abnormal cells dye. On the one hand, the kefir grain is a pro-
biotic micro-organism colony by which gets a widely consumed brew, being this colony mainly
constituted by fungi and bacteria. Concedering that the enzyme production takes place through
a biotechnological process, it was studied the enzyme production through the kefir grain. In or-
der to test the enzyme production though the grain and its supernatant, it was made a growth
medium to the screening of fungi and bacteria, which was compounded by the L-Asparagina
amino acid and a phenol red indicator. Positive results to the enzyme production were viewed
by the change of the growth medium coloration, which turns to pink because of the pH eleva-
tion caused by the ammonia liberation. It was tested the enzyme production by the water and
milk colonies of the kefir, as their fermented products, having positive results for both tests.
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1 Introdugao

A L-Asparaginase ¢ uma enzima muito
importante para o tratamento de pessoas com
leucemia linfoide aguda. Assim que ¢é injetada a
enzima L-Asparaginase na corrente sanguinea do
individuo que apresenta a doenga, as reservas de
L-Asparagina, fonte de energia das células can-
cerosas, sao totalmente convertidas em acido as-
partico e amonia. Sem o aminoacido para meta-
bolizar, as células tumorais morrem, pois no sao
capazes de sintetizar o aminoacido por si mesmo.
Em contrapartida, células normais ndo sao afe-
tadas pela acao da enzima, pois, ao contrario das
células cancerosas, sio capazes de sintetizar o
aminoacido para seu desenvolvimento e sobrevi-
véncia (NARTA; KANWAR; AZM]I, 2007).

O grao de Kefir é um grao pro-bioti-
co, ou seja, trata-se de uma série de coldnias
constituidas de micro-organismos benéficos a
saude (FARNWORTH, 2005; YUKSEKDAG;
BEYATLI; ASLIM, 2004; OTLES; CAGINDI,
2003). O grao de kefir se apresenta em duas
formas: um tipo de coldnia ¢é utilizado para a
fermentagdo em dgua juntamente com agucar
mascavo, e outro tipo de coldonia ¢é utilizado
para fermentagdo em leite. Os produtos obtidos
diferem-se na consisténcia, entretanto, ndo ha
significativas alteragdes nos componentes mi-
crobiologicos. Diversas bactérias, gram-positi-
vas e gram-negativas, sdo encontradas no grao
de kefir. Além dessas bactérias, encontram-se
também leveduras, que sdo as responsaveis pela
fermentagdo do grao, gerando os produtos de
fermentagdo comumente ingeridos.

Levando em conta que a enzima pode ser
produzida por meio de processos biotecnolo-
gicos, por exemplo, através de micro-organis-
mos, o grdo de kefir pode vir a ser uma fonte
alternativa, ainda que estudos aprofundados
devam ser realizados, e podera influenciar po-
sitivamente no tratamento dos pacientes porta-
dores da leucemia linfoide. Dentre todos os mi-
cro-organismos constituintes do grao de kefir,
destaca-se a Saccharomyces cerevisae, uma leve-
dura, que possui potencial para a produgdo da

enzima (DUNLOP; ROON, 1975). Atualmente,
a L-Asparaginase ¢ produzida em escala indus-
trial, através dos procariotos Escherichia coli e
Erwinia crysanthemi, sendo esses, responsaveis
por severas reagoes imunologicas nos pacientes
(OHNUMA et al., 1970).

O trabalho tem como principal objetivo
verificar a produgdo da enzima L-Asparaginase
pelas colonias dos graos de kefir, bem como ve-
rificar a presenca da enzima nos produtos de fer-
mentac¢ao, comumente ingeridos pela populagao.

2 Materiais e métodos
2.1 Fermentacgao do kefir dagua e do kefir de leite

A preparagao da bebida fermentada foi fei-
ta, adicionando-se trés colheres de sopa de agucar
mascavo (equivalente a 8,5 g) e trés colheres do grao
a meio litro de dgua deionizada em um Erlenmeyer.
A fermentagdo ocorreu, durante 4 dias, em estufa,
com temperatura de 22 °C (figura 1).

Figura 1: Fermentagdo do kefir ddgua
Fonte: As autoras (2013).

A fermentagao do kefir de leite foi realizada,
usando-se a colonia do kefir de leite. A essa colénia
adicionou-se 400 mL de leite, previamente, fervido
e frio. A fermentacdo se deu em 24 horas a 22 °C.

Os graos de kefir ndo sao comercializados.
Para obté-los, foi realizado contato com doado-
res do Rio Grande do Sul que concederam as co-
lonias. O grao utilizado para a fermenta¢ao em

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 15, n. 23, p. 01-104, jan./jun. 2014.



agua foi obtido através de um doador de Pelotas,
e o grao utilizado para fermentagdo em leite foi
obtido através de um doador de Novo Hamburgo.

2.2 Triagem dos fungos (leveduras) produtores
de L-Asparaginase em placas de Petri

Os micro-organismos, apds darem origem a
bebida fermentada, foram testados para averiguar
a possibilidade de produgao da enzima. Sabendo-
se que a composi¢do do kefir é diversificada, pre-
parou-se um meio especial para a triagem de fun-
gos produtores da enzima presentes no grao de
kefir d'agua, assim como no grao de kefir de leite.

Foram realizados testes em placas de
Petri que continham o meio Czapec DoX mo-
dificado, composto por 2 g de glicose, 10 g de
L-Asparigina, 1,52 g de KH,PO,; 0,54 g de KCI;
0,52 g de MgSO,.7H,0; 0,01 g de CuNO,.3H,0;
0,01 g de ZnSO,.7H,0; 0,01 g de FeSO,.7H, 0,
20 g de agar, 15 mL de solugdo 0,25% etandlica
de vermelho fenol, por litro, ajustado para pH
6,2 (GULATL; SAXENA; GUPTA, 1997).

Os micro-organismos (quantidade corres-
pondente a trésalcadas) foram colocados em placas
que continham o meio estéril, e essas placas foram
levadas a estufa na temperatura de 22 °C. A analise
foi realizada em duplicata para ambos os tipos de
colonias do kefir (dgua e leite). Simultaneamente,
uma placa contendo o meio estéril foi submetida
as mesmas condi¢oes das analises para averiguar a
possibilidade da mudanca do pH se dar, devido a
alguma alteragdo no meio nutricional.

2.3 Triagem de bactérias produtoras de L-Aspa-
raginase em placas de Petri

Foram realizados testes em placas de Petri
que continham o meio composto por 6,0 g
de Na,HPO,.2H O; 3,0 g de KH,PO,; 0,5 g de
NaCl; 5 g de L-Asparagina; 2 mL de solugao
1 M de MgSO,.7H,0; 1 mL de solugdo 0,1 M de
CaClL.2H,0; 10 mL de solugdo 20% de glicose,
20 g de 4gar e 15 mL de solugéo etanolica 0,25%
de vermelho de fenol, por litro, ajustado para
pH 7,0 (GULATIL; SAXENA; GUPTA, 1997).

Demonstragdo da produgdo de L-Asparaginase a partir ...

Foi realizado o mesmo procedimento des-
crito anteriormente, isto é, as placas contendo
o meio para bactérias e os micro-organismos
foram incubados em estufa a 22 °C. Também,
simultaneamente, uma placa estéril, contendo o
meio para crescimento de bactérias, foi levado a
estufa nas mesmas condigoes (figura 2).

Figura 2: Placas estéreis para triagem de fungos (esquer-
da) e para a triagem de bactérias (direita)
Fonte: As autoras (2013).

2.4 Produgao da enzima pelo sobrenadante e
pelo sobrenadante filtrado

Com o intuito de verificar a produ¢ao da en-
zima pelo sobrenadante obtido, apds fermenta-
¢ao dos graos, repetiu-se a formulagao dos meios
descritos anteriormente (tanto para as bactérias,
como para os fungos). O diferencial foi a retirada
do agar, componente que atribui solidez ao meio
de cultivo. Em tubos que continham o meio esté-
ril, adicionou-se 1 mL do produto de fermenta-
¢ao do kefir d'agua e incubou-se os tubos em es-
tufa a 22 °C. A analise foi realizada em duplicata
para o sobrenadante do kefir d'agua.

Os sobrenadantes de ambos os tipos de
kefir foram filtrados normalmente com papel
filtro e, ap6s remogéo das particulas mais gros-
seiras, o filtrado passou por uma membrana que
impedia a passagem de particulas maiores que
0,45 um e, posteriormente, por uma membrana
0,2 um, tornando o meio estéril. Essa etapa tem
como finalidade remover as células e esporos
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provenientes do processo de fermentac¢ao, a fim
de verificar se a enzima produzida é excretada
para o meio extracelular dos micro-organismos.

Os meios liquidos para cultivo de fungos
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e para cultivo de bactérias estéreis, também fo-
ram submetidos as mesmas condi¢des de tempo
e temperatura, a fim de averiguar uma possivel
interferéncia do meio nutricional (figura 3).
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Figura 3: Meio liquido para bactérias (A e B) e fungos (C e D) respectivamente

Fonte: As autoras (2013).

3 Resultados e discussio

Resultados positivos para a hidrélise da
L-Asparagina sao evidenciados pela formacgao
de um halo rosa ao redor dos micro-organis-
mos. Esse halo rosa demonstra a formac¢ao da

Figura 4: Produgio de L-Asparaginase por fungos no
kefir ddgua
Fonte: As autoras (2013).

amonia que, em solugdo aquosa, forma hidro-
xido de amonio, responsavel pela elevagio do
pH do meio, conferindo a esse coloragdo rosa,
devido a presenca do indicador vermelho de
fenol. Ao verificar a composi¢ao dos meios de
cultivo, nota-se que a unica fonte de amonia é
o aminodcido em questdo, sendo esse o unico
componente responsavel pela mudanga de colo-
ra¢do do meio.

3.1 Triagem dos fungos (leveduras) produtores
de L-Asparaginase no kefir d’agua e no kefir de
leite em placas de Petri

Apés dois dias na estufa a 22 °C, houve a
completa mudanca de colorag¢ao do meio de cul-
tivo utilizado para a verificagdo da producdo da
enzima pelo kefir d'dgua (figura 4). A mudanga
de amarelo para rosa indica o aumento de pH,
devido a liberacao de amonia.

Em relagao ao kefir de leite, apds dois dias
em estufa a 22 °C, houve a formagdo de halo
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rosa ao redor dos micro-organismos, que sao as
partes mais escuras (figura 5). O halo rosa indi-
ca que houve a formagdo de amdnia, compro-
vando a hidrélise do aminoacido que ocorre em
presenca da enzima.

N\

Figura 5: Produgdo de L-Asparaginase por bactérias no
kefir d’agua I
Fonte: As autoras (2013).

Apoés mais quatro dias em estufa a 22 °C,
houve a completa mudanca de colora¢ao do
meio de cultivo que passou de amarelo para to-
talmente rosado, ficando mais escuro ( figura 6).

Figura 6: Produgio de L-Asparaginase por bactérias no
kefir dagua IT
Fonte: As autoras (2013).

O meio estéril, passado todo o periodo de
incubac¢ao dos testes, ndo apresentou mudanca
de coloragéo.

Demonstragdo da produgdo de L-Asparaginase a partir ...

3.2 Triagem de bactérias produtoras de L-As-
paraginase no kefir d'dgua e no kefir de leite em
placas de Petri

Tanto para o kefir d'dgua, quanto para o kefir
de leite, apds quatro dias na estufa a 22 °C, houve a
formacao de um halo rosa ao redor dos micro-or-
ganismos colocados no meio de cultivo ( figura 7).
Esse halo indica a formagao de amonia.

.

Figura 7: Produgio de L-Asparaginase por fungos no
kefir de leite I
Fonte: As autoras (2013).

Passados mais dois dias na estufa a 22 °C, os
meios de cultivo, contendo as bactérias, apresentou
mudanga total de coloragdo do meio, passando de
amarelado para rosa, assim como o meio de cultivo
que continha a triagem dos fungos (figura 8).

Figura 8: Produgao de L-Asparaginase por fungos no
kefir de leite II
Fonte: As autoras (2013).
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O meio estéril para triagem de bactérias
produtoras de L-Asparaginase também nao
apresentou mudanca na colora¢do, passado
todo o periodo de incubagao dos testes (figu-
ras 9 e 10).

Figura 9: Producdo de L-Asparaginase por bactérias no
kefir de leite I
Fonte: As autoras (2013).

= .‘
Figura 10: Producdo de L-Asparaginase por bactérias no
kefir de leite IT
Fonte: As autoras (2013).

3.3 Avaliagdo da atividade de L-Asparaginase
presente no sobrenadante do kefir d'agua e do
kefir de leite

Em relagdo ao sobrenadante do kefir dagua,
passados quatro dias em estufa, a 22 °C, houve a
mudanca de coloragdo do meio especial para bac-
térias, passando de laranja para rosa (figura 11).

Para o meio Czapek Dox Modificado, usado para
triagem de fungos, nao houve evidéncia da produ-
¢30 de amonia.

Figura 11: Produgdo de L-Asparaginase por bactérias
(A e B) e fungos (C e D) pelo sobrenadante do kefir
agua
Fonte: As autoras (2013).

Apds mais dois dias em estufa, a 22 °C,
houve a mudanca de coloragdo do meio Czapek
Dox Modificado, evidenciando a formacao de
amonia (figura 12).

Figura 12: Poduc;éo de L-Asparaginase por bactérias (A

e B) e fungos (C e D), respectivamente, pelo sobrenadan-
te do kefir d’agua

Fonte: As autoras (2013).

Os sobrenadantes filtrados do kefir d'agua
e do kefir de leite, apds uma semana em estufa a
22 °C, também conferiu ao meio a coloracio ro-
sada, devido a liberagao da amonia (figura 13).
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Figura 13: Produgéo de L-Asparaginase por fungos (A
e B) e bactérias (C e D), respectivamente, pelo sobrena-
dante filtrado do kefir de leite
Fonte: As autoras (2013).

Os meios liquidos estéreis, apds todo o pe-
riodo de incubagéo, ndo apresentaram mudanga
de coloragao.

4 Conclusao

Através da mudanca de colora¢do dos
meios e a formacgao de halo rosa (nas figuras,
estao representados por uma regiao escura),
ao redor dos micro-organismos, pode-se ve-
rificar que os micro-organismos presentes,
tanto nos graos de kefir d’agua, quanto nos
graos de kefir de leite, sdo capazes de produzir
a enzima L-Asparaginase, convertendo o ami-
noacido L-Asparagina em acido aspartico e
amonia. Em relacdo ao kefir d’agua, verificou-
se que os fungos possuem um maior potencial
para a producdo da enzima, visto que a con-
versdo da coloracao do meio utilizado para a
triagem de fungos se deu em menor tempo de
incubagdo, quando comparada a conversdao
do meio utilizado para a triagem de bactérias.
Porém, no kefir de leite, a mudanca de colo-
ragdo, tanto no meio para fungos, quanto no
meio para bactérias, deu-se com o mesmo pe-
riodo de incubacio.

Pode-se concluir que, além do grao de ke-
fir d'agua e de leite, seus sobrenadantes tam-
bém contém enzima, produzida e excretada
pelas bactérias e fungos do grdo de kefir. A

Demonstragdo da produgdo de L-Asparaginase a partir ...

observacdo da mudancga de coloragdo no en-
saio do filtrado do produto de fermentagao in-
dica que a enzima produzida é excretada para
o meio extracelular.

No entanto, apesar de confirmada a produ-
¢do da enzima, ndo se descarta a possibilidade
de colonias bacterianas nas placas fingicas e
vice-versa.

Esta pesquisa, em momento algum, teve
como principal objetivo substituir o trata-
mento convencional da doenga por um tra-
tamento que fosse alternativo, utilizando os
graos de kefir. Entretanto, vale destacar o
potencial uso do kefir e de seus produtos de
fermentagao como complementos as terapias
habituais. Para aprofundar mais o estudo, a
proxima etapa da pesquisa sera quantificar a
quantidade de L-Asparaginase produzida e,
além disso, realizar um levantamento genéti-
co dos micro-organismos que estdo envolvi-
dos na produgido da mesma.
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