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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 16

TRIAGEM DE TRATAMENTO DE Luffa cylindrica PARA
IMOBILIZAGAO DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
VISANDO A PRODUCAO DE INVERTASE

Beatriz Paes Silva
Universidade Estadual de Maringéa, Bioquimica.

Maringa-PR

Brenda Kischkel

Universidade de Sao Paulo, Biologia.
Séo Paulo - SP

Nicolle Ramos dos Santos
Centro Universitario de Maringa, Engenharia
quimica.

Maringa — PR

André Alvares Monge Neto
Universidade Estadual de Maringa.
Maringa-PR

RESUMO:Atécnicaeimobilizacdotemsetornado
uma alternativa para processos industriais. A
Saccharomyces cerevisiae sintetiza a enzima
invertase, utilizada na industria alimenticia
para a producdo de agucar invertido, que é a
matéria-prima que garante a textura adequada
ao produto final. O presente trabalho objetivou
a realizacdo da triagem de quatro tratamentos
para imobilizagdo de S. cerevisiae sendo Luffa
cylindrica, um biossuporte, visando a producéao
de invertase. No primeiro lote de tratamento foi
utilizado solugéo de hidroxido de sodio a 2% e
mantido sob agitacdo a 120RPM por 24hs. O
segundo lote foi autoclavado a 123°C a 1,3kgfq/
cm?, ja o terceiro lote foram aplicados ambos

os tratamentos. O quarto lote foi utilizado para
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controle. Os lotes foram inoculados com a
levedura e fermentados com bicarbonato de
sodio (0,15 mol/L) para a producéo de invertase.
A quantificagdo de microrganismos aderidos ao
suporte foi realizada por contagem de camara
de Neubauer, a quantificacdo de proteinas foi
realizada pela técnica de biureto e a medida da
atividade de extrato bruto contendo invertase
foi mensurada pela técnica de DNS. O segundo
e o terceiro lote apresentaram resultados
semelhantes ao controle com 0,95% de
aderéncia de células a bucha. O primeiro lote
apresentou 2,15 % de aderéncia das células e
produziu enzimas com atividade de 0,6 mol.L-
'min-'. Mesmo tendo um percentual de aderéncia
bem menor (0,95%), as enzimas provenientes
do tratamento controle apresentaram atividade
0,12 mol.L.'min-L, mostrando que esponja
vegetal € um bom biossuporte para imobilizacéo
dessa levedura mesmo sem tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces
cerevisiae, bucha vegetal, imobilizacéo,
fermentacao.

LUFFA CYLINDRICA TREATMENT
TREATMENT FOR IMMOBILIZATION OF
Saccharomyces cerevisiae AIMING THE

INVERTASE PRODUCTION

ABSTRACT: The technique and immobilization
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has become an alternative for industrial processes. Saccharomyces cerevisiae
synthesizes the enzyme invertase, used in the food industry for the production of
invert sugar, which is the raw material that guarantees the proper texture to the final
product. The present work aimed at the triage of four treatments for immobilization of S.
cerevisiae, being Luffa cylindrica, a biosupport, aiming the production of invertase. In the
first batch of treatment 2% sodium hydroxide solution was used and kept under stirring
at 120 RPM for 24 hours. The second batch was autoclaved at 123 ° C at 1.3 kgfq / cm2,
and the third batch was applied to both treatments. The fourth lot was used to control it.
The lots were inoculated with the yeast and fermented with sodium bicarbonate (0.15
mol / L) for the production of invertase. The quantification of microorganisms adhered
to the support was performed by Neubauer chamber counting, the quantification of
proteins was performed by the biuret technique and the measurement of the activity of
crude extract containing invertase was measured by the DNS technique. The second
and third batch presented similar results to the control with 0.95% adherence of cells to
the bush. The first batch presented 2.15% cell adhesion and produced enzymes with
activity of 0.6 mol.L-'min"'. Even with a much lower adhesion percentage (0.95%), the
enzymes coming from the control treatment showed activity 0.12 mol.L'min"', showing
that vegetable sponge is a good biosupport for immobilization of this yeast even without
treatment.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, vegetal bush, immobilization, fermentation

INTRODUCAO

Os microrganismos como as leveduras sao capazes de produzir diversos produtos
de interesse industrial, dentre os quais destaca-se a enzima invertase, obtida através
da levedura Saccharomyces cerevisiae (VARGAS et al, apud CHEETHAM, 1991).
A invertase, também conhecida por B-frutofuranosidase (E. C. 3.2.1.26), é enzima
responsavel pela hidrolise da sacarose em glicose e frutose — também chamados
de acucar invertido, utilizado pelas industrias alimenticias como adocante (NOVAKI,
2009). O acucar invertido possui vantagens por ter um poder de adocante 20%
maior que da sacarose pura, evitar processos dispendiosos de diluicao e ser de facil
armazenamento e transporte (GRATAO et al, 2004).

No cenario atual da pesquisa, sabemos que microrganismos, principalmente
os fungos, possuem alta plasticidade, sendo capazes de variar sua morfologia ao
longo dos ciclos de vida, influenciando diretamente na obtenc&o de um produto de
interesse industrial (COVIZZI et al, 2007). Uma forma de minimizar essas alteracées &
imobilizando o microrganismo de interesse a uma matriz sélida. Esse tipo de abordagem
s6 pode ser feito com microrganismos que possuem metabolismo extracelular, evitando
assim a necessidade de retirar o metabdlito de interesse do interior da célula.. Além
disso, célula imobilizada também pode ser utilizada como biocatalizadora, podendo
ser explorada para pesquisa e aplicada em processos de escala industrial (COVIZZI
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et al, 2007).

A utilizagdo de matéria organica e renovavel como biossuporte ou matriz solida,
tendo em vista a sustentabilidade, vém sendo atrativa para varios setores da industria
por ser econdmico, de facil obtencéo e auxiliar na preservacdao do meio ambiente. A
bucha vegetal (Luffa cylindrica) € um material abundante e acessivel, dessa forma
pode ser explorado como um biossuporte adequado para a imobilizagcdo de células
microbianas (COELHO, 2007).

A imobilizagao de um microrganismo pode trazer algumas vantagens para a
industria, dentre elas podemos considerar: o maior rendimento na produ¢éo, pois como
se aumenta a concentracdo de células utilizadas, consequentemente observamos
aumento na concentracdo de metabdlitos sintetizados (COVIZZI et’ al, 2007). Além
disso,esta técnica oferece facilidade de manutencdo dos fermentadores, por evitar
a obstrucdo da tubulacéo; dispensa algumas etapas de produ¢cdo como a extragéo,
isolamento e purificacdo da molécula de interesse, otimizando o processo e por fim,
oferece possibilidade de reaproveitamento do microrganismo, sendo esse ultimo, um
dos principais beneficios da imobilizacdo microbiana. (COVIZZI et al, 2007).

O presente estudo objetivou verificar a producao de invertase por Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em bucha vegetal (Luffa cylindrica). buscamos avaliar o melhor
tratamento da Luffa cylindrica para imobilizacdo das células, quantificar o numero de
células de imobilizadas ap6s cada etapa do processo, determinar da concentracéo
proteica ap6s fermentacdo submersa e por fim, avaliar a atividade enzimatica do
extrato bruto contendo invertase.

METODOLOGIA

Preparo do suporte

O preparo do suporte foi realizado segundo a metodologia apresentada por
Coelho (2007) com algumas modificagdes. A bucha vegetal utilizada como suporte foi
higienizada com agua e seca em estufa a 60°C antes de ser padronizada em cubos
com area de 2,25 cm? e esterilizada em autoclave. Foram realizados trés tratamentos e
um controle. No controle, os fragmentos de Luffa cylindrica foram submetidos apenas
a autoclavacgao por 15 minutos a 121°C e 1 atm, e em seguida secos na estufa a 60°C.
Para os tratamentos foram utilizados temperatura (autoclave), no qual, submeteu-se o
suporte a uma temperatura de 123°C e uma pressao de 1,3 kgf/cm? por 35 minutos
em um equipamento de autoclave, ou solugéo alcalina (NaOH) a 2%, posta em contato
com a bucha e deixada sob agitacao por 24 horas a 120 rpm, apds o tempo de contato
as buchas foram lavadas e autoclavadas de 15 minutos a 121°C e 1 atm, por fim, um
misto das duas técnicas (autoclave e NaOH).
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Imobilizacao Celular

Adicionou-se 50 mL de uma solugdo contendo 100 g/L de Saccharomyces
cerevisiae®? em erlenmeryers com as buchas devidamente tratadas. A mistura foi
deixada sob agitagdo 120 rpm por 6 horas seguidas. As amostras foram lavadas com
agua destilada estéril por dez vezes.

Producao de Invertase

Depois da imobilizacdo foram colocados 50 mL da solugcédo de bicarbonato de
sodio (NaHCO,) a 0,15 mol/L® por 24 horas em estufa a 48,5 °C. O extrato obtido foi
armazenado e as esponjas foram lavadas cinco vezes com agua destilada estéril. Em
seguida, adicionou-se mais 50 mL da mesma solugao de bicarbonato de sodio para
uma nova fermentacgao.

Quantificacao de Proteinas pela Técnica de Biureto

De cada lote acima citado foi escolhido uma amostra para que fosse realizada
a quantificacao de proteinas. Em um tubo de ensaio foi colocado 1,0 mL da amostra
e 0,5 mL de agua destilada, deixou no banho termostatico por 15 minutos, a 37°C,
em seguida adicionou 1,5 mL do reagente de Biureto™ em cada tubo e leu no
espectrofotometro a 540 nm.

Medida da Atividade do Extrato Bruto Contendo Invertase

A medida da atividade da invertase contida no extrato bruto foi realizada
utilizando-se uma solugdo de sacarose (C,,H,,O,,) a 0,5 mol/L® por 10 minutos de
reacdo. A enzima foi desnaturada por 10 minutos em um banho termostatico a 95 °C.
A quantidade de glicose mais frutose gerada na reag¢ao foi mensurada pela técnica de

DNSI® segundo a metodologia SPIER (2005).

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sacarose (0,5 M) (mL) 0 005 01 015 02 025 0375 05 075 10
(T;T)p” acetato (0.05M) 5 55 215 21 205 20 1875 175 15 125

Enzima (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 10 1,0 1,0 10 10 1,0

Tabela 1. Volume de sacarose, tampé&o acetato e enzima.
Alimentacao

Apos a primeira fermentacao as esponjas foram lavadas e distribuiu-se 100 mL
de solucao de sacarosel® em cada erlenmeyer e apos duas horas e meia as esponjas
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foram lavadas e colocadas para a segunda fermentacéo.
Quantificacao de Microrganismos Aderidos no Suporte

Foramrealizadascincoquantificacbes, sendoelas:nas Solugcdode Saccharomyces
cerevisiae, apés a imobilizacdo, depois da fermentacdo, apds a alimentacdo e no
fim a ultima fermentacdo. Para tanto, foi separado para andlise de determinagdo da
biomassa celular uma bucha de cada lote. O suporte com a levedura aderida foi retirado
do erlenmeyer e colocado em tubos falcon devidamente identificados, com 20 mL de
solucao tween 80 (0,01%)" e posto sob agitagdo intensa em vortex por 10 minutos.
Em um eppendorf foi adicionado 1000 pL a solugado mais 1000 pL de azul de metileno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pré-tratamento realizado a base de calor tem como objetivo remover
parcialmente a hidrolise de hemicelulose de forma que aumente os poros do material
lignocelulésico (COELHO, 2007). O tratamento do suporte € muito importante para que
a adsorcao da célula no suporte seja ampliada, aumentando assim a concentracao de
células imobilizadas. A aplicagao de substéncias alcalinas, como o hidroxido de sodio
(NaOH) 2% (p/v) removem parte da hemicelulose e da lignina da superficie da bucha,
causando uma modificacao da estrutura cristalina da celulose, levando ao inchamento
das fibras, promovendo o aumento da adesao de células (COELHO, 2007).

Para validar a eficacia dos diferentes tipos de tratamentos aplicados neste
estudo, foi realizado a Técnica de Biureto ap6s fermentacéao para confirmar a presenca
de proteinas nas amostras. O biureto passou pelas devidas etapas de padronizacédo
para ser utilizado, apés isso foi plotado um grafico com uma curva padréo do biureto,
obtendo—se um R2 proximo de 0,994 atestando assim a confiabilidade dos resultados
obtidos na Tabela 2 para concentracao de proteinas em cada lote.

Controle (mol/L. NaOH (mol/L. Autoclave (mol/L. Misto (mol/L.

Replicatas min) min) min) min)
1 0,135 0,206 0,225 0,180
2 0,199 0,212 0,110 0,301
3 0,250 0,199 0,123 0,269
4 0,257 0,333 0,123 0,250
5 0,161 0,333 0,078 0,218
6 0,167 0,384 0,116 0,161
7 0,084 0,238 0,123 0,238
8 0,097 0,199 0,110 0,193
9 0,110 0,193 0,123 0,250
Média 0,162 + 0,063 0,255 + 0,074 0,126 + 0,040 0,229 + 0,045

Tabela 2. Concentracao de proteina para cada tratamento, considerando a técnica de biureto.
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ab.c_ Amostras com letras iguais ndo diferem entre si a um nivel de 5 % de significancia (P <
0,05).

Nos resultados obtidos, a amostra tratada a partir de vapor pela autoclave
apresentou resultados iguais ao controle, sendo este considerado um tratamento
inadequado. Desta forma, ha evidéncias que a alta temperatura deste tratamento néao
tenha interferido na formacao de poros da bucha impedindo assim que a levedura se
aderisse ao suporte de maneira adequada. Além disto, a temperatura elevada por um
longo periodo de tempo pode influenciar a bucha a liberar compostos indesejaveis,
compostos estes que pode inibir a atividade da levedura e impedindo que a mesma
produza proteinas de maneira eficiente (COELHO, 2007).

Como esperado, o lote tratado com NaOH exibiu resultados satisfatérios visto que
a substancia modifica a estrutura da bucha vegetal causando o inchamento das fibras
e abertura de poros permitindo que a levedura se aderisse com maior facilidade. O lote
misto, tratado na autoclave e NaOH apresentou resultados semelhantes aos obtidos
pelas amostras tratadas apenas com NaOH. Pode-se deduzir que o tratamento de
forma mista nao foi eficiente, portanto a utilizacado da autoclave como parte da forma
de tratamento se mostrou dispensavel.

Atividade enzimatica

Aatividade enzimatica foi medida através da técnicade DNS. Essatécnicatambém
passou por padronizag¢ao e obtencdo de uma curva padréo atestando a confiabilidade
dos dados obtidos (PETKOWICZ, 2007). A presenca de proteina foi detectada pelo
teste de biureto apenas apds a primeira fermentagcéo, portanto, a concentracéo da
enzima invertase foi mensurada apenas ap6s a primeira fermentacéo,. A média dos
resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.

Autoclave (mol/L.min) Controle (mol/L.min) NaOH (mol/L.min) Misto (mol/L.min)

0,00225 0,00518 0,00277 0,00222
0,00246 0,00342 0,00259 0,00311
0,00293 0,00447 0,00256 0,00339
0,00536 0,00518 0,00290 0,00348
0,00444 0,00407 0,00333 0,00509
0,00543 0,00530 0,00524 0,00532
0,00552 0,00506 0,00333 0,00552
0,00987 0,00601 0,00481 0,00746
0,00972 0,00721 0,00703 0,0102

Tabela 3. Média da velocidade enzimatica (mol/L.min-1) para cada lote.

A partir das absorbéancias obtidas determinamos o comportamento enzimatico
plotando graficos da concentragao celular pela velocidade dareacgao, utilizando o modelo
de analise de Michaelis-Menten. Os gréaficos abaixo sdo portanto complementares a
Tabela 3.
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O tanto no lote controle (Grafico 1a) quanto no lote de tratamento com solugéo
alcalina (Grafico 1b) nao foi possivel evidenciar caracteristicas essenciais na atividade
enzimatica como a constancia de uma velocidade maxima, portanto é possivel que a
concentracao proteica encontrada nao seja de origem enzimatica. Como o suporte do
lote controle nao passou por nenhum tipo de tratamento, era de se esperar que néao
houvesse grande aderéncia das células fungicas ao suporte e por consequéncia a
producéo enzimatica fosse baixa ou quase nula, como é o caso. Porém como no caso
do tratamento com NaOH observou-se que este era um dos melhores tratamentos
para aderéncia de células. Podemos deduzir que as proteinas que la estdo podem
nao ser de origem enzimatica ou que sao de origem enzimatica, mas se encontram em
estado desnaturado, sugerindo que tenha ficado residuo da solucao alcalina e que a
técnica necessita de aprimoramento.
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a) b)
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Graéfico 1. Atividade enzimética do: a) lote sem tratamento (controle). b)lote tratado com NaOH
2% (solucao alcalina). c) lote sem autoclave (alta temperatura por tempo prolongado). d) lote
sem autoclave (alta temperatura por tempo prolongado e solucéo alcalina).

O tratamento com calor prolongado (Gréafico 1c) observa-se semelhancas ao
grafico de Michaelis-Menten, j& que apresenta um aumento gradual da atividade
enzimatica seguido de uma estabilizacao, caracterizando a Velocidade maxima (Vmax).
Apesar de na técnica do biureto os resultados foram insatisfatérios, comprovou-se
com a técnica de DNS que o pouco de proteina que tinha era uma enzima ativa.
Contudo quando a técnica de calor foi acrescida de solugdo basica (Grafico 1d)
percebemos novamente uma falta de singularidade com grafico tipo de velocidade de
reacdo. Existe um aumento gradual da velocidade pela concentracdo, porém nao se
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atinge uma velocidade maxima assim como quando se tratado o suporte apenas com
hidréxido de sddio. Logo podemos entender que houve resquicio de NaOH no suporte
gerando uma alteracdo do pH da solugao, acarretando na inativacdo das enzimas
gradativamente.

Aprimoramento da técnica utilizando a solucao alcalina

Considerando os resultados obtidos percebemos que o tratamento que obteve
maior produgdo proteica foi utilizando solugéo basica, contudo o mesmo tratamento
nao apresentou atividade enzimatica. A partir dessa informacéo optou-se por repetir
esse lote com algumas alteracdes a fim de potencializar os resultados, desta forma,
acrescentamos as seguintes etapas: alimentacéo das leveduras entre as fermentacoes
e contagem do numero de células aderidas a esponja em varias etapas do processo.

Apos a primeira e a segunda fermentagao foram mensuradas a quantidade de
proteina do no meio pela técnica de biureto. Os resultados podem ser observados na

Tabela 4.
12 fermentacao 2° fermentacao
Replicatas NaOH Controle NaOH Controle
1 0,218 0,231 0,129 0,123
2 0,142 0,199 0,148 0,091
3 0,244 0,174 0,123 0,148
4 0,199 0,225 0,104 0,129
5 0,244 0,206 0,180 0,129
6 0,174 0,148 0,135 0,084
Média 0,205+0,040°  0,197+0,031° 0,137+0,026° 0,117+0,025°

Tabela 4. Quantificagédo proteica com biureto apos a primeira e segunda fermentacao.

@ — Amostras com letras iguais néo diferem entre si a um nivel de 5 % de significancia (P < 0,05)

Nota-se que tanto no controle quanto no suporte tratado os resultados néo se
diferenciam entre si a um nivel de 5% de significancia. Behera, Mohanty e Ray (2011)
realizaram a producao de etanol com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bucha
vegetal e, para isto, ndo tratou previamente o suporte, e mesmo obteve-se resultados
positivos. Marques, Buzato e Celligoi (2006) produziram invertase com Saccharomyces
cerevisiae e mesmo sem tratamento algum no suporte (Luffa cylindrica) conseguiram
bons resultados. Desta forma, o resultado obtido no presente trabalho ndo se mostra
diferente de respostas encontradas por outros autores.

Contagem celular

A concentracdo obtida por contagem em camara de Neubauer apresentou
para solucdo de NaOH uma quantidade de 1.7 x 10° UFC/mL. O controle exibiu uma
contagem de 2.5 x 10° UFC/mL. Baseado nestes resultados foi descoberto a quantidade
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de células aderidas em cada lote, expressos no Grafico 2.
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Grafico 2. a) Concentracao Saccharomyces cerevisiae por UFC/mL no lote controle. b)
Concentragcédo Saccharomyces cerevisiae por UFC/mL no lote NaOH nas seguintes etapas: (1)
namero de células aderidas ao suporte (UFC/mL) ap6s da imobilizagdo; (2) Namero de células
aderidas ao suporte apés a primeira fermentacao; (3) Numero de células aderidas ao suporte
depois da alimentacao; (4) Numero de células aderidas ao suporte apos a ultima fermentacgéo.

Ao se comparar o Grafico 2a (controle) com o Grafico 2b (tratado) percebemos
que o numero de células aderidas a bucha tratada com NaOH foi consideravelmente
maior que a quantidade de células aderidas ao Controle, sendo de 38.000 UFC/mL
ou 2,15 % de células da solugdo de Saccharomyces cerevisiae e 24.000 UFC/mL ou
0,95 %, respectivamente. Dessa forma, podemos considerar que o tratamento com
hidréxido de sddio conseguiu abrir as fibras do suporte e permitir que a células se
aderisse.

Nas etapas 2 e 3 observa-se um decaimento na quantidade de células. O tempo
de fermentacéo, de 20 horas, pode ter sido o causador da morte celular, visto que o
micro-organismo produzia e nédo era alimentado. Ap0s a ultima fermentagdao, com o
lote alimentado, a quantidade de células no lote NaOH foi inferior ao Controle. Este
fato pode ser em decorréncia de que o NaOH, por ser uma base forte, tenha interferido
no metabolismo da levedura impedindo sua multiplicagéo. Além disto, o tratamento
com base forte pode ter liberado substancias nocivas provenientes do préprio suporte.
Desta forma o controle exibiu melhores resultados, ja que o numero de células apos a
ultima fermentagéo foi maior, podendo assim ser mais eficiente se utilizada para uma
nova fermentacao e produzir uma maior quantidade do produto desejado.

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi mensurada ap0s a primeira e a segunda fermentacao.
Na primeira fermentacéo, como podemos observar no grafico 3, tanto o lote controle
quanto o lote de tratamento com NaOH apresentaram atividade enzimatica similares,
sendo que a maior velocidade de catalise obtida em ambos os tratamentos se
encontram em torno de 0,005 mol/L.min. Demonstrando assim que o lote Controle foi
tao efetivo quanto NaOH.
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Grafico 3. Atividade enzimatica apo6s a primeira fermentacéo. (a) Controle; (b) tratamento com
NaOH.

ApoOs a alimentagado, pode-se notar, no grafico 4, que a maior velocidade obtida
com a enzima proveniente do lote controle foi 0 dobro da maior velocidade obtida com
a enzima do tratamento com NaOH. Levando em consideracéo o teor de proteina
obtido pelo método de biureto, que demonstrou a equivaléncia de ambos 0os métodos
de imobilizagcdo na quantidade de proteina final, podemos concluir que é possivel
gue as proteinas obtidas no tratamento com NaOH nédo sejam de origem enzimatica
ou estejam inativas. Desta forma, as células imobilizadas no controle produziram as
proteinas enzimaticas de interesse deste trabalho.

Grafico 4.
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Gréfico 4. Atividade enzimatica apo6s a primeira fermentacéo. (a) Controle; (b) tratamento com
NaOH.

CONCLUSAO

Apls a realizagao de trés tipos de tratamentos diferentes em bucha vegetal
constatou-se que o lote tratado com NaOH ofereceu melhores condicbes para que
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as células se aderissem ao suporte. Contudo, mesmo apresentando quantidade de
células aderidas mais elevado se comparado aos demais tratamentos, foi o controle,
um lote com numero inferior de células imobilizadas que obteve melhor resultado na
producao de proteinas com atividade catalitica na hidrélise de sacarose. O resultado
apresentado por ambos os lotes se mostraram similares, portanto consideramos que o
melhor tratamento para imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em bucha vegetal
foi o controle. Este fato é animador uma vez que a aplicagédo do lote ndo tratado
propiciara a reducao de gastos com preparo do suporte.

Os resultados apresentados pelo presente trabalho demonstraram que foi possivel
a obtencado de invertase através de leveduras imobilizadas em escala laboratorial,
contudo, a quantidade produzida nao é aceitavel para aplicacdao do processo em
alta escala, sendo necessario a otimizacdo das etapas de fermentacdo em trabalhos
futuros para aplicagao da técnica em processos industriais
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