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APRESENTACAO

A obra “Ensino de Ciéncias e Educacdo Mateméatica”, em seu segundo volume,
contém vinte capitulos que abordam as Ciéncias sob uma 6ética de Ensino nas mais
diversas etapas da aprendizagem.

Os capitulos encontram-se divididos em cinco se¢des: Ensino de Ciéncias e
Biologia, Ensino de Fisica, Educacao Matematica, Educacdo Ambiental e Ciéncia e
Tecnologia.

As sec¢des dividem os trabalhos dentro da particularidade de cada area, incluindo
pesquisas que tratam de estudos de caso, pesquisas bibliograficas e pesquisas
experimentais que vém contribuir para o estudo das Ciéncias, desenvolvendo propostas
de ensino que podem corroborar com pesquisadores da area e servir como aporte
para profissionais da educacéo.

No que diz respeito a Educacdo Matematica, este trabalho pode contribuir
grandemente para os professores e estudantes de Matematica, por meio de propostas
para o ensino e aprendizagem, que garantem o avancgo das ciéncias exatas e também
fomentando propostas para o Ensino Basico e Superior.

Indubitavelmente esta obra é de grande relevancia, pois proporciona ao leitor
um conjunto de trabalhos académicos de diversas areas de ensino, permeados de
tecnologia e inovagéo.

Felipe Antonio Machado Fagundes Goncgalves
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CAPITULO 15

ISOLAMENTO DE LEVEDURAS DA VAGEM DA
ALGAROBA (PROPOPIS JULIFLORA) E ANALISE DA
ATIVIDADE AMILOLITICA E FERMENTATIVA DOS

Caroliny Hellen Azevedo da Silva
Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Norte.

Currais Novos — RN.
Rayane Dias dos Santos

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Norte.

Currais Novos — RN.
Jonas Luiz Almada da Silva
Instituto Federal do Ceara.

Limoeiro do Norte — CE.

RESUMO: Amilases sdo enzimas amplamente
distribuidas na natureza e encontradas,
principalmente, em frutas e vegetais. Essas
moléculas sdao capazes de hidrolisar cadeias
longas e complexas de amido em acucares
menores, deixando-os disponiveis para que
sejam aproveitados por microrganismos em
seus metabolismos. As vagens da algaroba,
planta arbérea altamente adaptada a climas
desérticos e semiaridos, possuem uma
composicao nutricional com consideravel
teor de proteinas e vitaminas e uma elevada
concentracao de acucares. Por esse motivo, tem
sido empregada nos mais diversos processos
biotecnoldgicos sobretudo para a producéao de
alimentos. Isto posto, objetivou-se com este
trabalho isolar leveduras desse fruto e verificar
se esses fungos unicelulares sdo capazes de

Ensino de Ciéncias e Educagcéo Matematica 2

ISOLADOS

produzir amilase e fermentar agucares. Para tal,
fez-se o isolamento em meio PDA acidificado
e em seguida as linhagens foram inoculadas
em meios sOlidos contendo amido e meios
em caldo contendo agucares. A verificagdo de
atividade amilolitica deu-se pelo teste do iodo.
Optou-se também por fazer uma caracterizacéo
morfologica dos isolados, observando-se suas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas.
Os resultados mostraram que a algaroba obteve
respostas mais positivas no meio composto
Agar Amido 2 e no caldo malte, todavia, todos
resultados
Conclui-se,
portanto, que a algaroba é uma boa alternativa

0S meios empregados tiveram
interessantes e consideraveis.

para processos biotecnoldgicos e que 0s seus

isolados produzem enzimas de interesse
industrial.
PALAVRAS-CHAVE: Enzimas, amilase,

algaroba.

ABSTRACT: Amylases are enzymes widely
distributed in nature and found mainly in fruits
and vegetables. These molecules are capable
of hydrolyzing long and complex starch chains
into smaller sugars, leaving them available for
use by microorganisms in their metabolisms.
The algaroba pods, a tree plant highly adapted
to the desert and semi-arid climates, have a
nutritional composition with considerable protein
and vitamin content and a high concentration of
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sugars. For this reason, it has been used in the most diverse biotechnological processes
mainly for the production of food. Therefore, the objective of this work was to isolate
yeasts from this fruit and to verify if these single-celled fungi are capable of producing
amylase and fermenting sugars. For this, isolation was done in acidified PDA medium
and then the lines were inoculated in solid media containing starch and broth media
containing sugars. The verification of amylolytic activity was by the iodine test. It was
also chosen to make a morphological characterization of the isolates, observing its
macroscopic and microscopic characteristics. The results showed that the algaroba
obtained more positive responses in the composite medium Agar Starch 2 and in the
malt broth, however, all the means employed had interesting and considerable results.
It is concluded, therefore, that algaroba is a good alternative for biotechnological
processes and that its isolates produce enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: Enzymes, amylase, mesquite.

11 INTRODUCAO

Enzimas sdo substancias de origem proteica que atuam como biocatalisadores,
isto €, aceleram as reag¢des quimicas e diminuem a energia de ativacao necessaria
para elas ocorrerem. Todas as reacdes bioquimicas dos seres vivos sao catalisadas
por enzimas; elas atuam em condi¢cbes ndo-poluentes e apresentam alta especificidade
ao substrato e eficiéncia catalitica, n&do se degradando apds catalisar uma reacéao
quimica (ZHOU et al., 2015).

O mercado de enzimas tem ganhado notoriedade e cada vez mais mostra-se
promissor em decorréncia do crescente desenvolvimento industrial nos mais diversos
ambitos tecnolégicos e da preocupacéo atual que ha em torno da sustentabilidade
(OLIVEIRA et al., 2016).

O potencial biotecnoldgico das enzimas tem sido aplicado em larga escala em
industrias como a de alimentos, utilizadas na fabricagdo de produtos e na obtencéo
de &cidos organicos e compostos nutricionais como aminodacidos; farmacéutica
(vitaminas, antibidticos, vacinas); agropecuaria (aditivos de racdo e producédo de
enzimas heterélogas), energia (etanol e biodiesel); materiais (utilizadas na fabricacao
do papel, polimeros e tecidos), entre muitas outras aplicacbes (VAN BEILEN e LI,
2002).

As enzimas sdo capazes de converter o substrato em moléculas-alvo, as quais
podem ser utilizadas mais facilmente em outros processos. Esse principio € muito
aplicado na industria alimenticia, onde, por exemplo, enzimas sdao empregadas nas
etapas de producédo de alimentos para transformar carboidratos complexos como o
amido, celulose, hemicelulose, glicanos, xilanos e pectinas, em moléculas menores que
podem ser aproveitadas na fermentac&o. Muitos desses catalisadores sdo produzidas
por microrganismos que também as utilizam nas reacdes dos seus metabolismos, e,
por isso, tem-se 0 emprego de bactérias, bolores e leveduras para se extrair essas
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moléculas (PEREIRA et al., 2017).

Segundo Koblitz (2010), as hidrolases sdo a classe de enzimas que mais
apresentam aplicacOes industriais. Esse grupo engloba as amilases, amiloglicosidades,
celulases, pectinases, proteases, lipases, entre outras. As amilases, foco tecnoldgico
do presente trabalho, atuam modificando o amido em produtos de panificagdo e na
producéo de bebidas alcodlicas, por exemplo.

As carboidrases s&o um grupo de enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes
glicosidicas entre monossacarideos, os quais, unidos, formam grandes cadeias de
acucares, constituindo os polissacarideos. Esses catalisadores sdo capazes tanto de
quebrar os carboidratos em agucares menores (glicose, frutose e galactose), como de
realizar a reacao inversa, sintetizando oligossacarideos a partir deles (ZHOU et al.,
2015).

As amilases sao carboidrases que hidrolisam o0 amido, polissacarideo encontrado
em grande quantidade em vegetais, cereais e frutas, em acgucares fermentaveis,
atuando sobre as ligagbes a-1,4 e/ou a-1,6 desses carboidratos. Nessa classificagéo
destacam-se as a-amilases, -amilases e glicoamilases. Os principais produtos dessa
hidrélise sdo dextrina, maltose e glicose. Na fermentacdo de bebidas alcbolicas,
as leveduras nédo sao capazes de fermentar as matérias-primas utilizadas, ricas
em cadeias longas de amido. Para isso, antes da etapa de fermentacédo, ocorre a
sacarificagcdo do amido, que consiste na hidrélise desse carboidrato, transformando-o
em agucares fermentaveis pelas leveduras, como a glicose e a maltose.

A algaroba é uma arvore amplamente encontrada no Nordeste brasileiro,
sobretudo na regido semiarida onde seu uso estd associado principalmente as
atividades agropecuarias, servindo de alimento para rebanhos de animais durante as
estiagens (SILVA et al., 2014).

Na literatura ha varios estudos acerca da algaroba, destacando-se, sobretudo,
a potencialidade dos seus frutos, bastante ricos em nutrientes como carboidratos,
proteinas, vitaminas e sais minerais, e conhecidos pelo seu carater aroméatico e doce.
Para tanto, tem sido aproveitada no preparo de produtos de panificacdo, geleias,
pudins, condimentos, adogcante e bebidas fermentadas (aguardente), mel e licores
(SILVA, 2009).

A polpa constitui 56% do fruto e contém 60% de acgucares, dos quais 96% séo
sacarose, o0 que favorece processos como a fermentagdo, secagem e torrefacéo para
a obtencao dos mais diversos produtos. O mesocarpo possui altos teores de sacarose
e acgucares redutores, e, no endocarpo, destaca-se a presenca de proteinas (GRADOS
e CRUZ, 1996).

A América Latina se destaca no aproveitamento das vagens de algaroba, bem
como também da madeira e das ramagens da arvore, muito utilizadas na alimentacao
humana e animal e para a producéo de estacas. Apesar disso, o Brasil ainda precisa
desenvolver mais métodos de aproveitamento do fruto e ampliar o seu beneficiamento
para a escala industrial, a fim de se evitar e gerar uma alternativa para o desperdicio

157
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dessa potencial matéria-prima (LIMA, 2005).

Tendo em vista o exposto, este trabalho tem por objetivo isolar leveduras das
vagens de algaroba e analisar a capacidade dos isolados em utilizar o amido para
0s seus metabolismos, e fermentar a sacarose, indicando ou ndo a producéo de
enzimas com potencial biotecnologico, entre elas a amilase, como forma de beneficiar
e valorizar um fruto tao rico e gerar alternativas para o seu desperdicio.

2| METODOLOGIA

2.1 Coleta das vagens e isolamento das leveduras

Para o isolamento de leveduras das vagens de algaroba foram realizadas 4
coletas de amostras, sendo a primeira no municipio de Jardim do Serid6-RN e as
demais no Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte,
campus Currais Novos-RN, no periodo de fevereiro a abril de 2018. As coletas foram
feitas com um balde previamente esterilizado e os coletores utilizaram luvas para entrar
em contato com as vagens, tais medidas com o intuito de diminuir as contaminacgoes
por microrganismos do ambiente e presentes nas maos. As vagens selecionadas
foram aquelas que indicavam estar maduras, isto €, de coloracdao amarela e aspecto
seco, pois os frutos maduros apresentam concentragcdes maiores de acucares e,
consequentemente, uma maior populacéo de leveduras.

O isolamento das leveduras deu-se em meio de cultura Potato Dextrose Agar
(PDA), préprio para o crescimento de bolores e leveduras, e acidificado com &cido
tartarico para inibir o crescimento de bactérias. O método utilizado foi o de Spread
Plate e foram feitas trés diluicdbes das amostras (10, 102 e 10®), em ftriplicata. As
placas foram incubadas numa estufa por 5 dias a temperatura de 25-27 °C, condi¢des
Otimas para o crescimento de fungos, segundo metodologia de Silva (2010). Apos
0 crescimento, as colénias que apresentavam aspecto leveduriforme, ou seja, sem
micélios e sem aspecto cotonoso, foram isoladas em meio PDA acidificado e postas
nas mesmas condi¢des de crescimento anterior. Ao todo, foram isoladas 20 coldnias de
leveduras diferentes, referidas pela letra C e o respectivo niumero, de modo a facilitar
a identificacdo. Os isolados foram passados também para PDA inclinado acidificado
com o intuito de formar uma colecéo de fungos.

2.2 Caracterizagao cultural e morfolégica

As colbnias isoladas foram analisadas culturalmente quanto aos critérios cor,
forma, elevacéo, bordos, superficie, odor e aparéncia Optica, e para os tubos analisou-
se a consisténcia, quantidade, cor, odor e aspecto do crescimento ao longo da linha
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de inoculacé&o em agar inclinado. Depois cada levedura foi preparada em esfregago e
realizou-se uma coloracao simples utilizando corante cristal violeta para observar as
caracteristicas morfoldgicas das células ao microscopio.

2.3 Teste de producao de amilase

A fim de se analisar a capacidade dos levedos isolados em quebrar o0 amido a
partir da producéo de amilase, foram compostos dois meios a base desse carboidrato,
denominados de Agar Amido 1 (AA1), composto de extrato de carne (1,3g), amido
soluvel (4,4g) e agar bacteriologico (6,6g), e Agar Amido 2 (AA2), composto por amido
soluvel (4,49) e agar nutriente (12,3g), este ja fornecendo em sua composi¢ao extrato
de carne (1,5g). A diferenca entre os dois meios é a concentracdo de extrato de carne.
O pH dos meios foi corrigido para 7,5 + 0,2 com hidroxido de sodio a 0,1 mol. Cada
coldnia foi isolada numa placa de AA1 e AA2 e incubadas em estufa BOD (Biochemical
Oxygen Demand) por 5 dias a temperatura de 25-27 °C. Dado o crescimento, aplicou-
se iodo (lugol) na superficie das placas, observando-se se essa substancia adquiriu
coloragao azul, segundo Koblitz (2010).

2.4 Teste de fermentacao da sacarose

Para analisar o potencial fermentativo das leveduras isoladas da algaroba,
prepararam-se trés meios: caldo malte (4,6g) contendo ja em sua formulacao digestéao
enzimatica de gelatina, extrato de malte, dextrose e extrato de levedura, adicionando-
se 2,2g de glicose; caldo YPD composto a partir de dextrose (4,49), extrato de levedura
(2,29) e peptona (4,49g), adicionado de 4,4g de glicose; caldo sacarose formulado
com peptona de caseina (4,4g), extrato de levedura (2,2g) e sacarose (4,4g). Foram
dispostos 10ml de cada caldo em tubos contendo tubo de Durhan, em seguida foram
esterilizados e apds foi realizado o inéculo, de forma que cada colénia foi inoculada em
cada um dos meios preparados. Os tubos foram incubados em estufa nas condicoes
6timas de crescimento. Para saber se houve fermentacao, verificou-se a formacgao de
gas nos tubos.

3| RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacao macroscopica e microscopica

As 4 amostras de algaroba apresentaram uma enorme diversidade de fungos
filamentosos e coldnias selvagens de leveduras. Apesar de todas as amostras terem
expressado um elevado crescimento de bolores, as amostras 2, 3 e 4 tiveram
um crescimento majoritario de leveduras, identificadas pela auséncia de filamentos
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(micélios).

Figura 1. Colbnias de bolores e leveduras da algaroba (amostra 4).

Fonte: Os autores.

As colbnias de leveduras isoladas apresentaram formato circular, tamanho
pequeno ou médio variando entre 2 e 5 mm; algumas se mostraram planas em relagéo
a superficie do meio e outras elevadas de forma convexa, umbonada (presenca de
uma protuberancia central) e pulviniforme (mais elevada que o formato convexo).

Com relacdo a pigmentagéo, foram encontradas col6nias amarelas, brancas e
rosas mais intensas ou mais claras. A maioria das coldnias brancas (sem pigmentacao)
possuiam aspecto opaco, exceto algumas que eram translucidas. Aquelas das demais
coloracdes demonstraram translucidez (figura 2). Quanto ao aspecto, as culturas
demonstraram ser Umidas, pastosas, cremosas, viscosas ou com aspecto de muco.

Figura 2. Levedura C18.

Fonte: Os autores.

Do total, 18 leveduras expressaram algum tipo de odor e dessas, 5 possuiam
aroma de morango ou uva, evidenciando a capacidade desses microrganismos em
produzir compostos fendlicos ou aromaticos responsaveis pelo aroma e que possam
ser interessantes para alguma utilizacdo industrial, por exemplo, na industria de
aromatizantes ou flavorizantes alimentares. As demais possuiam aromas como de
leite azedo ou de chulé.
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A analise microscépica das colbnias revelou células de formato oval, apiculado
(formato de lim&o), esférico, eliptico e elipsoide (figura 3). Também foi possivel observar
a presenca de brotos (figura 4), indicando a reproducéo por brotamento caracteristica
das leveduras, e de pseudomicélios que se formaram pela unido entre si das células
apos a reproducao (figura 5).

Figura 3. Formato da levedura C19.

Fonte: Os autores.

Figura 4. Reproducéo por brotamento.

Fonte: Os autores.

Figura 5. Formacgéo de pseudomicélio.

Fonte: Os autores.

Moreira et al. (2015) analisou os parametros morfoldgicos, fisiolégicos e
fermentativos de linhagens industriais de leveduras do género Saccharomyces,
encontrando espécies que apresentaram coloragao rosa, branca, amarela e aspecto
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translucido ou brilhoso.

Tal comparativo morfolégico € importante para estabelecer semelhangas e
diferencas entre os mais diversos microrganismos, a fim de facilitar a escolha de
métodos e técnicas para aplicar ao microrganismo de interesse.

Apesar de nao ser possivel identificar as leveduras presentes em vista da alta
complexidade e custo dos métodos e também por se tratar de linhagens selvagens,
algumas culturas apresentaram aspecto morfologico semelhante ao género
Saccharomyces.

3.2.Testes de amilase e fermentacao da sacarose

Nos vegetais e frutas, o amido encontra-se na forma de pequenos granulos: a
amilose a amilopectina. A amilose € uma macromolécula constituida de unidade de
glicose unidas por logagdes glicosidicas a-1,4, enquanto que a amilopectina € um
polimero que apresenta ramificacdes de glicose unidas por ligacdes a-1,6 (ARAUJO,
2015).

As a-amilases, produzidas tanto por animais quanto por microrganismos, sao
enzimas que quebram ligacbes a-1,4 de amiloses e amilopectinas. As B-amilases
(exbégenas), bastante presentes em sementes, graos e vegetais, hidrolisam ligacdes
a-1,4 do amido, liberando em torno de 90% de maltose e 10% de glicose (Koblitz,
2010). As glicoamilases ou amiloglicosidases agem sobre as ligagdes glicosidicas
a-1,4, a-1,3 e a-1,6, transformando o amido em unidades de glicose a partir do vértice
nao-redutor da amilose e amilopectina. Contudo, para que haja a total converséo é
necessario a presenca de a-amilase, pois as duas atuam em conjunto.

Segundo Bastos et al. (2015), a amilose é capaz de formar um complexo de cor
azul quando em contato com o iodo. Quando h& enzimas amilases no meio contendo
amido, esse complexo € formado, mas em seguida as manchas antes azuis tornam-
se transparentes. Dessa forma, ndo havendo essa enzima, ao se adicionar o iodo, 0
completo azul n&o se perde (figura 6). De acordo com a velocidade da perda da cor
azul, é possivel determinar se houve agcéo da a-amilase (perda de cor azul rapida),
B-amilase (perda lenta) ou glicoamilase (perda lenta).

Figura 6. Formacdo de complexo azul resultante da interacdo amido-iodo em meio AA1 para
controle.

Fonte: Os autores.
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No meio AA1, apenas 5 leveduras tiveram resultado positivo para a producao de
amilase, isto é, houve perda da cor azul. Ja para o meio AA2, 17 leveduras tiveram
uma resposta positiva. A levedura C7 foi positiva para o0 meio AA1 e negativa para o
meio AA2, enquanto que outras tiveram resultado negativo para o primeiro meio e
positivo para o segundo. Pode-se aferir, entdo, comparando-se as composi¢coes dos
meios, que as leveduras isoladas utilizam tanto o amido como o extrato de carne como
fonte de carbono.

Foi observado que a perda da cor azul se deu de forma rapida, evidenciando a
presenca de a-amilases.

Neto e Albuquerque (2016) isolaram 21 leveduras de flores e frutos da cidade de
Recife (PE) e, aplicando o teste do iodo, verificaram que 55% das espécies encontradas
produziram amilase.

Na analise do teste fermentativo, as 20 leveduras fermentaram o caldo malte,
indicado pelaformacgao de bolhas no tubo de Durhan e de espuma na superficie do meio;
5 fermentaram o caldo sacarose e 19 fermentaram o caldo YPD. Isso ocorre porque
algumas enzimas conseguem hidrolisar polimeros de cadeias longas, enquanto outras
atuam somente sobre moléculas menores, como oligossacarideos, dissacarideos ou
monossacarideos. Nesse caso, o caldo malte e YPD teve uma resposta mais positiva
pois apresentam teores maiores de glicose, notando-se a preferéncia dessas leveduras
em consumir 0 monossacarideo em vez de dissacarideos como a sacarose, formado
de glicose e frutose.

Alves, Muniz e Santana (2014) isolaram cinco linhagens de leveduras de caldo
de algaroba e avaliaram o seu potencial para a fermentacéo alcodlica inoculando-
as em caldo de cana de acucar. Os resultados obtidos mostraram que as espécies
isoladas tiveram um rendimento igual ou superior ao caldo de cana fermentado com a
levedura da panificagao, conhecida comercialmente por Fermento Fleischmann.

41 CONCLUSOES

Com o presente trabalho é possivel aferir que a algaroba possui uma alta
potencialidade biotecnoldgica tanto do ponto de vista da vagem e todas as suas
propriedades nutricionais quanto no aspecto microbiano. As leveduras isoladas
mostraram-se eficientes na producdo de amilase e na fermentacdo de acucares,
contribuindo consideravelmente para o estudo e aplicagcao de novos microrganismos
com elevada atividade enzimética em processos tecnologicos, e agregando valor
econdmico a um fruto do semiarido brasileiro. Vale salientar que, juntamente a este,
novos estudos mais detalhados devem ser realizados com o intuito de identificar e
caracterizar a microbiota fungica da algaroba, de modo a beneficiar ainda mais
produtos da agroindustria.
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