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RESUMO
A utilizagdo de matéria organica e renovavel como biossuporte tem potencial aplicacéo
industrial para imobilizagdo de microrganismos. A invertase € uma enzima produzida pela
Saccharomyces cerevisieae, utilizada na producéo de agucar invertido. Este trabalho visa avaliar
o tratamento de bucha vegetal com hidroxido de sédio para utilizagdo como biossuporte de
Saccharomyces cerevisiae. A esponja vegetal tratada com NaOH (2 %) teve sua eficiéncia
comparada com um controle mediante contagem de células aderidas e pelo teor de proteina
liberada na fermentacédo. Os resultados mostram que maior numero de células ficaram aderidas
a esponja submetida ao tratamento com NaOH. No entanto, o teor proteico das solucdes
advindas de ambos os tratamentos néo diferiram significativamente entre si. Os microrganismos
aderidos as esponjas tratadas com NaOH também tiveram sua contagem reduzida em uma
segunda fermentacdo. Desta forma, este tratamento alcalino ndo se apresenta viavel na

imobilizagdo de levedura para produgao de invertase.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de matéria organica e renovavel como biossuporte, tendo em vista a
sustentabilidade, vem sendo atrativa para vérios setores da indastria, sendo econdmico, de facil
obtencdo e auxiliando na preservacdo do meio ambiente. A bucha vegetal € um material
abundante e acessivel, dessa forma € um biossuporte adequado para a imobilizacdo de células
microbianas e vegetais (COELHO, 2007).

A invertase € uma enzima de interesse industrial que catalisa a hidrolise da sacarose. Esta
enzima € obtida, para processos industriais, da levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo 80%
extracelulares e 20% intracelulares (NOVAKI, 2009 apud MARQUEZ, 2007).

O objetivo do presente trabalho é avaliar a imobilizacdo de células de Saccharomyces
cerevisiae em bucha vegetal (Luffa cylindrica) submetida a diferentes tratamentos, visando
producdo de invertase.
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MATERIAL E METODOS

As esponjas vegetais foram adquiridas no comércio regional da cidade de Maringa (PR). O
preparo foi realizado segundo a por Coelho (2007) com algumas modificagdes. A bucha vegetal
utilizada como suporte foi previamente lavada com agua de torneira e seca a 60°C em estufa.
Esta foi cortada na vertical, padronizada para diminuir suas irregularidades e cortadas em cubos
com base de 2,25 cm®. Erlenmeyers contendo 7 unidades de bucha vegetal foram lavados 15
vezes com agua da torneira e 3 vezes com agua destilada e secos em estufa a 60 °C. Apos a
higienizagdo procedeu-se os seguintes tratamentos: Controle - 15 minutos a 121 °C e 1 atm;
Hidroxido de sodio (NaOH) — Adicionou-se 50 mL de NaOH (2 %) e manteve-se sob
agitacdo a 120 rpm por 24 horas. Apés este periodo, procedeu-se 15 lavagens com agua da
torneira e 3 lavagens com agua destilada. Depois de secas a 60°C foram autoclavadas a 121°C
a 1 atm por 15 min. A Figura 1 apresenta as etapas experimentais realizadas.
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Figura 1. Fluxograma dos experimentos e rotina de coleta.

Adicionou-se 50 mL de uma solugdo contendo 100 g.L'* de Saccharomyces cerevisiae
liofilizada comercial nos erlenmeryers. Estes foram mantidos sob agitagdo a 120 rpm por 6
horas. As amostras foram e lavadas com agua destilada estéril por dez vezes.

Uma unidade de cada esponja foi retirada do meio reacional para quantificacdo de
microrganismos aderidos. O suporte com a levedura aderida foi retirado do erlenmeyer e
colocado em tubos falcon devidamente identificados, controle e NaOH, com 20 mL de solugéo
tween 80 (0,01%) e posto sob agitacdo intensa em vortex por 10 minutos (PASTORE, BICAS e
MAROSTICA JR.). Em um eppendorf foi adicionado 1000 pL da solugdo mais 1000 pL de azul de
metileno e procedeu-se contagem em camara de Neubauer.

Ap6s a primeira fermentacdo, 20 horas em 50 mL de solucdo de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) 0,15 mol.L™ a 48,5 °C, as esponjas foram lavadas e distribuiu-se 100 mL de solugéo
de sacarose de 6 °Brix em cada erlenmeyer por 2,5 h. Ao fim da alimentacéo, lavou-se as
esponjas com agua destiladas e procedeu-se a segunda fermentagdo sob as mesmas condicdes.

Ao final de cada fermentagdo, coletou-se aliquotas do sobrenadante e realizou-se o método
de biureto para quantificacdo da proteina liberada. As quantificacbes foram realizadas em
triplicata e os resultados comparados com uma curva padréo de albumina bovina (R2 > 0,99).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As solu¢Bes iniciais de Saccharomyces cerevisiae apresentaram contagem de 1,766 x 10°
UFC/mL e 2,534 . 10° UFC/mL e foram utilizadas para imobilizagdo das esponjas tratadas com
NaOH e Controle, respectivamente. A Figura 2 apresenta o comportamento das contagens
realizadas. 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 inicial de Saccharomyces cerevisiae e 24.000 UFC/mL ou 0,95 9%,
respectivamente. Levando em consideracdo a menor quantidade de células aderidas ao controle,
este tratamento pode ser considerado mais efetivo na produgdo de invertase, pois, apos a
primeira fermentacéo, a quantidade de proteina na solugdo néo se diferenciou da quantidade de

proteinas geradas pelas células aderidas ao suporte tratado com NaOH.
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Figura 1. Contagem de células aderidas ao suporte em diferentes etapas do processo: 1)
Numero de células aderidas ao suporte (UFC/mL) ap6s da imobilizagdo; 2) Numero de células
aderidas ao suporte apds a primeira fermentacdo; 3) Numero de células aderidas ao suporte
depois da alimentacdo; 4) Numero de células aderidas ao suporte apos a ultima fermente acéo.

1

Nas etapas 2 e 3 observa-se um decaimento na quantidade de células. O tempo de
fermentacdo, de 20 horas, pode ter sido o causador da morte celular, visto que o micro-
organismo produzia e nédo era alimentado. Ap0s a ultima fermentagdo, 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 e
impedido sua multiplicagdo. Além disto, o tratamento com base forte pode ter liberado
substéncias nocivas provenientes do proprio suporte. No controle o numero de células se
apresentou muito superior ao lote tratado com NaOH, visto que este néo tinha interferentes
para que levedura se multiplicasse de forma efetiva. Desta forma o controle exibiu melhores
resultados, ja que o numero de células apos a ultima fermentacéo foi maior, podendo assim ser
mais eficiente se utilizada para uma nova fermentacdo e produzir uma maior quantidade do
produto desejado. As concentragdes proteicas do meio apds cada uma das fermentacfes estéo
dispostas na Tabela 1.

Nota-se que ambos os tratamento ofereceram resultados que n&o diferenciaram entre si a
um nivel de 5 % de significancia e que, mesmo apo6s a alimentacéo por 2,5 h, a quantidade de
proteina liberada ao meio diminuiu.

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Biogquimica e
Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015
Tabela 1. Quantidade de proteinas em cada erlenmeyer apés as fermentacoes.

Primeira Fermentacao Segunda Fermentagéo
Média do
teor de NaOH Controle NaOH Controle
proteina
0,205+0,040* 0,197+0,031* 0,137%0,026° 0,117+0,025"

ab _ Amostras com letras iguais ndo diferem entre si a um nivel de 5 % de significancia (P < 0,05).

Behera, Mohanty e Ray (2012) produziram de etanol com Zymomonas mobilis imobilizada em
bucha vegetal em suporte ndo tratado e obtiveram 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 néo se mostra diferente de respostas encontradas na literatura.

CONCLUSAO

ApoOs a realizacdo do tratamento da bucha vegetal (Luffa cylindrica) com NaOH, constatou-se
que o lote tratado ofereceu melhores condi¢Bes para que as células se aderissem ao suporte.
Contudo, mesmo apresentando quantidade de células aderidas mais elevado, o tratamento
controle deve ser preferido para estudos posteriores, pois, mesmo com menor numero de
células vidveis aderidas, a quantidade de proteina langada ao meio néo diferiu significativamente
ao tratamento e propiciou a multiplicacéo celular apdés o periodo de alimentacdo com solucéo de
sacarose. Estudos posteriores devem ser realizados para a verificacdo da atividade enzimatica
da proteina liberada, para a verificacdo das condigdes de maior atividade da enzima.
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