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MMAARRQQUUEESS,,  LLeeiillaa  LLaarriissaa  MMeeddeeiirrooss..  Efeito de pulsos de rafinose e irradiação ultra-
sônica na liberação da invertase de Saccharomyces cerevisiae livre e 
imobilizado em bucha vegetal (Luffa cylindrica).    22000044..  7755ff..    DDiisssseerrttaaççããoo  
((MMeessttrraaddoo  eemm  BBiiootteeccnnoollooggiiaa))  ––  UUnniivveerrssiiddaaddee  EEssttaadduuaall  ddee  LLoonnddrriinnaa..  LLoonnddrriinnaa,,  22000044..  
  
 

RESUMO  
 
 
A invertase é uma enzima de grande interesse industrial, que catalisa a reação de 
hidrólise da sacarose, produzindo açúcar invertido. O uso de rafinose e irradiações 
ultra-sônicas pode proporcionar a liberação quantitativa de enzimas em sua forma 
ativa, e assim constituir uma ferramenta para a melhoria de processos 
biotecnológicos. Luffa cylindrica é um excelente suporte para a imobilização de 
células microbianas, exibindo vantagens como baixo custo e resistência a 
autoclavação. Neste trabalho investigou-se o efeito de pulsos de rafinose e ultra-
som, na liberação de invertase de Saccharomyces cerevisiae livre e imobilizado em 
Luffa cylindrica. A cultura de células livres foi submetida a pulso de rafinose 2% e 
irradiada por 2 min, nas taxas de diluição 0,12 e 0,46 h-1. A cultura de células 
imobilizadas foi submetida a pulso de rafinose e irradiada por 1, 2 e 4 min, em taxa 
de diluição 0,10 h-1. Em células livres, o pulso de rafinose não alterou a atividade 
invertásica, entretanto, em células imobilizadas o valor da atividade  aumentou de 
5,38 para 7,27 U/mg. A aplicação do ultra-som, em cultivo de células livres na taxa 
de diluição 0,12 h-1, obtiveram os melhores resultados. A atividade variou de 25,08 
para 29,38 U/mg, enquanto que o aumento em células imobilizadas foi de 5,22 para 
9,70 U/mg, quando sonicadas por 2 min. Esses resultados demonstram que a 
aplicação de ultra-som, em cultivo contínuo, pode ter um grande potencial de 
aplicação em processos biotecnológicos. 

 
 

Palavras-chave: Imobilização. Invertase. Luffa cylindrical. Rafinose. Saccharomyces 
cerevisiae. Ultra-som. 
 
 
 



MMAARRQQUUEESS,,  LLeeiillaa  LLaarriissaa  MMeeddeeiirrooss. Effect of raffinose and ultrasound pulses on 
invertase release by free and immobilized Saccharomyces cerevisiae in loofa 
(Luffa cylindrica) sponge.  22000044..    7755ff..    DDiisssseerrttaattiioonn  ((MMaasstteerr’’ss  DDeeggrreeee  
BBiiootteecchhnnoollooggyy))  ––  UUnniivveerrssiiddaaddee  EEssttaadduuaall  ddee  LLoonnddrriinnaa..  LLoonnddrriinnaa,,  22000044..  
  
 

AABBSSTTRRAACCTT  
 
 
The enzyme invertase is of great interest to industry because it catalyzes the sucrose 
hydrolysis reaction producing invert sugar.  The use of raffinose and ultrasound 
irradiation can release large amounts of enzymes in their active form and thus it is a 
tool to improve biotechnological processes.  Luffa cylindrica is an excellent support to 
immobilize microbial cells, showing advantages such as low cost and resistance to 
autoclaving.  This study investigated the effect of raffinose and ultrasound pulses on 
invertase release from free S. cerevisiae and S. cerevisiae immobilized in Luffa 
cylindrica.  The free cell culture was submitted to 2% raffinose  pulse and  irradiated 
for 2 minutes at dilution rates of 0.12 and 0.46 h-1.  The immobilized cell culture was 
submitted to raffinose pulse and irradiated for 1, 2 and 4 minutes, at 0.10 h-1 dilution 
rate.  In free cells, the raffinose pulse did not alter the invertase activity but in 
immobilized cells, the value of the activity increased from 5.38 to 7.27 U/mg.  
Ultrasound application in free cell culture at the 0.12 h-1 dilution rate gave  the best 
results.  The activity  varied from 25.08 to 29.38 U/mg while the increase in 
immobilized cells was from 5.22 to 9.70 U/mg when sonicated for 2 minutes.  These 
results showed that ultrasound application in continuous culture may have great 
potential for application in biotechnological techniques. 

 
 

Keywords: Immobilization. Invertase. Luffa cylindrica. Raffinose. Saccharomyces 
cerevisiae. Ultrasound. 
 
 
 
 
 

 

 



SUMÁRIO 

  

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................09 

 

2 OBJETIVOS...........................................................................................................11 

2.1 OBJETIVO GERAL...................................................................................................11 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS........................................................................................11 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA..................................................................................12 

3.1 INVERTASE ............................................................................................................12 

3.1.1 Estrutura e localização .....................................................................................12 

3.1.2 Propriedades catalíticas ...................................................................................13 

3.1.3 Controle da biossíntese por repressão catabólica............................................13 

3.1.4 Algumas aplicações da invertase .....................................................................14 

3.2 RAFINOSE .............................................................................................................15 

3.3 ULTRA-SOM ...........................................................................................................16 

3.3.1 Ondas sonoras .................................................................................................16 

3.3.2 Influência do ultra-som em processos biotecnológicos ....................................17 

3.3.3 Utilização do ultra-som em biotecnologia .........................................................18 

3.4 FERMENTAÇÃO CONTÍNUA.......................................................................................21 

3.5 IMOBILIZAÇÃO DE CÉLULAS......................................................................................23 

3.5.1 Imobilização de células em materiais lignocelulósicos .....................................25 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS ......................................................................................28 

4.1 MATERIAIS ............................................................................................................28 

 
4.1.1 Microrganismo..................................................................................................28 

4.1.2 Meios de cultura ...............................................................................................28 

4.1.2.1 Meio de Manutenção.....................................................................................28 

4.1.2.2 Meio de Fermentação....................................................................................29 

4.1.3 Fermentador contínuo ......................................................................................29 

4.1.4 Equipamento de ultra-som ...............................................................................30 

4.1.5 Luffa cylindrica .................................................................................................31 

4.2 MÉTODOS .............................................................................................................31 

4.2.1 Preservação do microrganismo........................................................................31 



 

10

4.2.2 Preparo do inoculo ...........................................................................................31 

4.2.3 Condições de cultivo ........................................................................................32 

4.2.4 Determinação do µmáx ....................................................................................32 

4.2.5 Imobilização .....................................................................................................32 

4.2.6 Fermentação ....................................................................................................33 

4.2.7 Coleta de amostras ..........................................................................................33 

4.2.8 Determinação da atividade invertásica.............................................................33 

4.2.9 Determinação de açúcares redutores e totais ..................................................34 

4.2.10 Determinação de proteínas totais...................................................................34 

4.2.11 Pulso de rafinose............................................................................................35 

4.2.12 Tratamento com ultra-som .............................................................................35 

4.2.13 Dosagem da produção de etanol ...................................................................35 

4.2.14 Determinação de biomassa............................................................................36 

4.2.15 Determinação de pH.......................................................................................36 

4.2.16 Viabilidade......................................................................................................36 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................37 

5.1 DETERMINAÇÃO DO µMÁX .......................................................................................37 

5.2 FERMENTAÇÃO CONTÍNUA COM CÉLULAS LIVRES E IMOBILIZADAS................................38 

5.3 ARTIGO 1: EFFECT OF RAFFINOSE AND ULTRASOUND PULSES ON INVERTASE 

RELEASE BY FREE AND IMMOBILIZED SACCHAROMYCES CEREVISIAE IN LOOFA 

(LUFFA CYLINDRICA) SPONGE ...........................................................................43 

 

6 CONCLUSÕES .....................................................................................................59 

 

REFERÊNCIAS.........................................................................................................60 

 

ANEXOS ...................................................................................................................67 

ANEXO A – Instruções para preparação e encaminhamento de artigo científico 

para publicação na revista World Journal of Microbiology & 

Biotechnology ...............................................................................................68 

ANEXO B – Comprovante de submissão do Artigo I.................................................74  

  

 



 

9

1 INTRODUÇÃO 

 

 

A enzima invertase de levedura é de grande interesse industrial, pois 

é usada na produção de xarope a partir de sacarose e melaço, que possui 

importante aplicação na indústria de alimentos, bem como, é utilizada em sensores 

na determinação de sacarose. 

Assim, têm sido propostas diferentes metodologias para aumentar a 

liberação de invertase no meio de cultivo. O uso de indutores enzimáticos e 

irradiações ultra-sônicas têm mostrado resultados positivos na produção, por células 

microbianas, de diversas enzimas de interesse industrial.  

A rafinose é um trissacarídeo que pode ser utilizado como fonte de 

carbono por S. cerevisiae, pois a invertase cliva a molécula de rafinose em melibiose 

e frutose. A rafinose pode agir como indutor na biossíntese de invertase em células 

de S. cerevisiae. 

O ultra-som são ondas mecânicas longitudinais que provocam 

grande distúrbio em um cultivo microbiano, pois favorecem a transferência de massa 

e fornecem grande quantidade de energia, através da cavitação acústica. O uso de 

irradiações ultra-sônicas de baixa intensidade pode influenciar reações catalisadas 

por enzimas e proporcionar a liberação de enzimas em sua forma ativa. 

A fermentação contínua apresenta vantagens em relação ao cultivo 

em batelada, como produtividade maior, é excelente ferramenta para estudos de 

mecanismos de regulação metabólica, possui maior facilidade de controle de 

processo e menor necessidade de mão-de-obra. 

A imobilização de células exibe algumas vantagens quando 

comparada com um cultivo de células livres. A velocidade da reação pode ser 

acelerada, o valor da produtividade específica alcançada pode ser maior, além de, 

na fermentação contínua, uma alta taxa de diluição pode ser usada, sem provocar 

lavagem de células. 

Dentre os suportes utilizados na imobilização de células 

microbianas, o uso de Luffa cylindrica é altamente promissor, pois apresenta baixo 

custo, alta porosidade, resistência a autoclavação e variação de pH e temperatura.  
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Neste contexto, o presente trabalho investigou o efeito de pulsos de 

rafinose e irradiação ultra-sônica, na liberação de invertase por células de 

Saccharomyces cerevisiae livres e imobilizadas em Luffa cylindrica.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Determinar o efeito de pulsos de rafinose e irradiação ultra-sônica na 

liberação de invertase, em células de Saccharomyces cerevisiae livres e 

imobilizadas em bucha vegetal (Luffa cylindrica). 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Desenvolver a fermentação do S. cerevisiae em processo contínuo 

testando taxas de diluição. 

 

Imobilizar células de S. cerevisiae em bucha vegetal, em 

fermentação contínua. 

 

Avaliar o efeito do pulso de rafinose na atividade invertásica, durante 

a fermentação. 

 

Avaliar o efeito da irradiação ultra-sônica na atividade invertásica e 

na viabilidade celular em cultivos de S. cerevisiae livre e imobilizada, no decorrer da 

fermentação. 

 

Acompanhar o processo fermentativo através das dosagens de 

proteínas totais, açúcares redutores, açúcares totais e etanol. 

 

 



 

12

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 INVERTASE 

 

 

A invertase (β-D-frutofuranosídeo frutohidrolase, E.C. 3.2.1.26) é 

uma enzima que catalisa a hidrólise da sacarose (α-D-glucose ligada a β-D-frutose 

por ligação glicosídica do tipo α-1,2), dissacarídio este, que desvia o plano da luz 

polarizada para a direita (+66,5). Os produtos da hidrólise são D-glucose (+52,5º) e 

D-frutose (-92º) mistura esta, que desvia o plano da luz polarizada para a esquerda (-

20º) (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). 

 

 

3.1.1 Estrutura e localização 

 

 

A levedura Saccharomyces cerevisiae produz uma invertase 

intracelular e outra extracelular (MOMENEO et al., 1989). A invertase intracelular 

ocorre na forma não-glicosilada, de um dímero de 115kDa, e a forma glicosilada 

consiste em uma mistura de dímeros, tetrâmeros e octâmetros com alto conteúdo de 

manoses, que é secretada no espaço periplasmático da célula da levedura. A forma 

glicosilada contém manoses N- e O-ligadas na proporção 40/1. Essa glicosilação 

tem a função de estabilizar a invertase, protegendo-a da desnaturação térmica, da 

agregação, da ação de alguns solventes e parece  possuir a função de auxiliar no 

“dobramento” da cadeia polipeptídica nascente e estabilizar a conformação da 

glicoproteína madura. A invertase extracelular possui um peptídeo sinalizador que 

permite a secreção desta enzima (SAEKI; OKUYAMA; MORI, 1998; KERN, et al., 

1993; KERN, et al., 1991; MOMENEO et al., 1989).  

Quanto à cadeia polipeptídica, as invertases extracelular e 

intracelular são praticamente idênticas, diferindo apenas em um único sítio, onde 

uma prolina 390 foi substituída por uma alanina (REDDY; JOHNSON; BIEMANN, 

1988). As invertases externas possuem fosfato ligado covalentemente, variando de 

 



 

13

sete a vinte e sete resíduos de fosfato por mol de enzima, estando a maior parte 

ligada a manose. Colonna, Cano e Lampen (1975), não encontraram relação entre o 

conteúdo de fósforo e a atividade enzimática, mas as mais fosforiladas são mais 

acídicas, apresentando valores mais baixos de ponto isoelétrico. 

 

 

3.1.2 Propriedades catalíticas 

 

 

Algumas invertases catalisam a hidrólise além da sacarose, também 

da rafinose, inulina e estaquiose. Neste grupo encontra-se a maioria das invertases 

de leveduras, bactérias e vegetais (LAMPEN, 1971).  

Em S. cerevisiae, a sacarose é hidrolisada extracelularmente pela 

invertase, porém alguns trabalhos relatam que este açúcar também é levado 

diretamente para o interior das células, pelo transportador codificado pelo gene 

AGT1, que possui alta afinidade por este açúcar. Cepas que possuem este 

transportador crescem mais rapidamente em sacarose do que cepas sem este 

transportador (STAMBUK e BATISTA, 2003; MWESIGYE e BARFORD, 1996). 

A invertase apresenta atividade ótima entre os valores de pH igual a 

3,5 e 5,5, quando hidrolisam soluções de sacarose que variam de 1 a 15%. A 

temperatura ótima de reação varia de autor para autor, podendo ser de 23ºC a 30ºC. 

A determinação da temperatura ótima depende, principalmente, do grau de 

purificação da enzima. Os extratos brutos, por exemplo, são mais estáveis a 

temperaturas elevadas do que as preparações purificadas. Outro fator de grande 

influência na temperatura de reação é a concentração de substrato (DRAETTA, 

1972). Ela pode ser inibida por iodo, etanol, NaCl e por íons de metais pesados, tais 

como Hg2+, Ag+, Cu2+ (ZECH e GÖRISCH, 1995; WHITAKER, 1972).  

 

 

3.1.3 Controle da biossíntese por repressão catabólica 

 

 

A expressão do gene da invertase (SUC 2) é controlada pela 

presença de monossacarídeos, como glucose e frutose, este mecanismo regulatório 
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é denominado de repressão catabólica do carbono. Quando o S. cerevisiae cresce 

em um meio contendo uma mistura de glucose e outro açúcar fermentescível como a 

sacarose, galactose ou maltose, a glucose é metabolizada primeiro, enquanto outros 

açúcares serão metabolizados quando a glucose for exaurida (HERWIG et al., 2001; 

DYNESEN et al., 1998; D’AMORE; RUSSEL; STEWART, 1988). DYNESEN et al., 

(1998), sugerem que a hexoquinase PII, que promove a fosforilação da glucose e 

frutose “in vivo”, está envolvida no desencadeamento da repressão catabólica. O 

sinal que inicia a repressão por glucose é desconhecido, mas parece ser 

influenciado pelo nível de glucose 6-fosfato, sugerindo o envolvimento da glucose 

extracelular ou intracelular, ou ainda, do fluxo de glucose no disparo da repressão. 

 

 

3.1.4 Algumas aplicações da invertase 

 

 

Ledouxt e Dubourdieu (1999) isolaram e identificaram uma 

manoproteína (um fragmento de invertase) liberada pelo S. cerevisiae, depois daa 

fermentações alcoólicas, que seria responsável por melhorar a estabilidade de 

proteínas no vinho branco envelhecido e de seus sedimentos. Normalmente, para 

este propósito utiliza-se a bentonita, porém altas doses desta substância podem 

promover uma redução das propriedades organolépticas do vinho branco seco. 

Segundo Balasundaram e Pandit (2001), a invertase pode ser usada 

como catalisador para a produção do xarope invertido de sacarose e melaço, 

também pode ser usada na produção de etanol a partir do melaço e mais 

recentemente, a invertase pode ser imobilizada para a determinação contínua de 

sacarose.  

A conversão enzimática de açúcares em gás hidrogênio pode ser um 

método promissor para a produção de um combustível alternativo. Woodward e Orr 

(1998) investigam a utilização da sacarose para a produção de hidrogênio utilizando 

as enzimas invertase, glucose desidrogenase, hidrogenase e glucose isomerase, 

além de cofatores como o NADP+/NADH. Conseguiu-se a produção de 1,34 moles 

de H2/mol de sacarose utilizada. 
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Pesquisas estão sendo realizadas, utilizando parte da seqüência de 

aminoácidos da invertase, para o desenvolvimento de uma vacina de baixo custo e 

segura contra a hepatite B (SCHREUDER et al., 1996). 

 

 

3.2 RAFINOSE 

 

 

A rafinose ou β-D-frutofuranosil-O-α-galactopiranosil-(1→6)-α-D-

glucopiranosídeo, é um trissacarídeo que por hidrólise ácida libera D-galactose, D-

glucose e D-frutose.  

A rafinose pode ser utilizada como fonte de carbono por S. 

cerevisiae, pois a enzima invertase cliva a molécula de rafinose em melibiose e 

frutose. (PARASCANDOLA; ALTERIIS; SCARDI, 1993; MERCK INDEX, 1989).    

Parascandola, Alteriis e Scardi (1993) testaram alguns meios de 

cultura para investigar o efeito de rafinose como indutora da enzima invertase. Este 

açúcar pode atuar como indutor, devido sua estrutura ser semelhante à sacarose, 

bem como ausência de glicose livre entre seus produtos de hidrólise.  Desta forma, 

verificou-se um aumento na atividade quando utilizou-se rafinose a 2% no meio de 

cultura.  

Brandão et al., (2002) investigaram a atividade da invertase sob 

condições de crescimento repressivas e não repressivas. Para isto, as células de S. 

cerevisiae foram crescidas em diferentes fontes de carbono: glucose, frutose, 

galactose e rafinose. O maior valor de atividade de invertase foi obtido quando 

utillizou-se a rafinose como fonte de carbono. 
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3.3 ULTRA-SOM 

 

 

3.3.1 Ondas sonoras 

 

 

Ondas mecânicas ou acústicas surgem quando as partículas, do 

qual o meio é composto, são excitadas com energia e começam a vibrar. Estas 

partículas podem transferir parte desta energia às partículas adjacentes, que 

também começam a vibrar e transmitir energia na forma de uma onda (WILLIANS, 

1983). A onda é um fenômeno natural que tem por finalidade a transferência de 

energia de um ponto a outro, através do movimento de partículas. 

As ondas sonoras do tipo mecânicas longitudinais podem se 

propagar em sólidos, líquidos e gases (OKUNO; CHOW; CALDAS, 1986). A 

transferência de energia de uma onda é influenciada pelo tamanho e número de 

moléculas por unidade de volume (a densidade do material) e também, pela 

natureza e magnitude das interações do complexo intermolecular. Assim, as 

propriedades físicas do meio têm um profundo efeito na propagação da onda em 

diferentes materiais. 

O ouvido humano detecta uma grande faixa de sons propagados 

pelo ar, com freqüência entre 16 Hz a 16 kHz. As ondas mecânicas longitudinais 

com freqüências abaixo de 16Hz são chamadas de infra-som e acima de 16kHz, 

ultra-som (WILLIANS, 1983). 

Em processos biotecnológicos, utilizando ondas ultra-sônicas 

emprega-se comumente freqüência, amplitude e intensidade. A seguir são 

apresentadas definições destes termos (CHISTY, 2003; VARGAS, 2001). 

A freqüência (f) de uma onda é o número de comprimentos de onda 

que passam por um determinado ponto, por unidade de tempo. Se a unidade de 

tempo for segundo, a unidade para freqüência será ciclos por segundo, conhecida 

como Hertz (Hz).  

A amplitude (A) de uma onda é o deslocamento vertical máximo da 

onda acima (ou abaixo) de seu valor original inalterado. A amplitude determina a 

força da onda, pois a potência transferida por uma onda, no meio onde esta se 

propaga, é em função de sua amplitude. 
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A intensidade (I)é a razão do fluxo de energia, através de um plano 

imaginário por unidade de área orientada em perpendicular à direção de propagação 

da onda. Assim, as unidades de intensidade são Watts por metro quadrado (W.m-2), 

ou miliwatts por centímetro quadrado (mW.cm-2). A intensidade do ultra-som é 

diretamente relacionada com a amplitude das ondas ultra-sônicas. 

 

 

3.3.2 Influência do ultra-som em processos biotecnológicos 

 

 

O ultra-som pode destruir células microbianas, e talvez este efeito 

possa desencorajar pesquisas sobre os efeitos benéficos do ultra-som em processos 

biotecnológicos (GUERRERO; LÓPEZ-MALO; ALZAMORA, 2001). Assim, o ultra-

som pode aumentar o transporte difusional tanto dentro como fora da célula, e desta 

maneira influenciar na velocidade de reações e rendimento de metabólitos. 

A aplicação de ultra-som em processos biotecnológicos interfere na 

temperatura, provoca a cavitação e favorece a transferência de massa. 

O ultra-som provoca aumento da temperatura. Em processos 

biotecnológicos constitui efeito negativo, uma vez que provoca a desnaturação de 

biomoléculas, bem como, perda da viabilidade celular. Os processos biotecnológicos 

ocorrem, geralmente, em condições isotérmicas. 

O outro efeito observado é a cavitação. O termo cavitação é usado 

para descrever a formação de cavidades ou bolhas no meio líquido, contendo 

quantidades variáveis de gás ou vapor (OKUNO; CHOW; CALDAS, 1986). Este 

fenômeno pode produzir radicais livres que são formados, provavelmente, pelas 

descargas elétricas geradas através do vapor d’água no interior das cavidades, ou 

pela dissociação térmica provocada pelo colapso das bolhas geradas pela cavitação. 

Existem dois tipos de cavitação, a transitória e a estável 

(SINISTERRA, 1992).  

A cavitação transitória é um fenômeno que envolve gás e vapor. As 

bolhas sofrem vibrações irregulares e implodem. A cavitação transitória é indesejável 

em processos biotecnológicos, uma vez que causa um aumento da temperatura e 

pressão que, certamente, desintegraria as células ou desnaturaria enzimas. 
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A cavitação estável é um fenômeno envolve a formação de bolhas, e 

estas vibram de forma regular por muitos ciclos acústicos. As bolhas induzem ao seu 

redor uma microcorrenteza que age nas células, enzimas ou microcristais. Este tipo 

de cavitação é importante na aplicação do ultra-som em biotecnologia. 

O uso do ultra-som também favorece a transferência de massa pelo 

aumento do movimento do meio líquido. Há três diferentes locais onde este processo 

ocorre: na camada de meio circundante, na membrana e/ou parede celular, e no 

citosol. 

Na camada circundante, a bolha de gás vibratória gera ao redor dela 

movimento circulatório de líquido referido como microcorrenteza. Este fato favorece 

o fluxo de reagentes para o sítio ativo de enzimas ou para a célula e de produtos de 

reação para o meio, aumentando o número de renovação, conseqüentemente, 

aumentando a velocidade do processo. A irradiação ultra-sônica num nível de 

intensidade apropriada provoca  microcorrenteza nas células, com rotação de 

organelas e movimentos circulares dos vacúolos. Esses efeitos podem produzir 

aumento nas funções metabólicas da célula que são úteis em biotecnologia 

(SINISTERRA, 1992). 

 

 

3.3.3 Utilização do ultra-som em Biotecnologia 

 

 

Inúmeros métodos têm sido utilizados para obtenção de produtos 

microbianos intracelulares. Entre estes, o ultra-som vem sendo empregado, pois 

apresenta baixo custo de operação, não requer equipamento sofisticado, nem 

treinamento técnico extensivo (BARTON; BULLOCK; WEIR, 1996). 

O ultra-som pode induzir a transferência de material genético em 

células animais e vegetais e aumentar a produtividade de processos biológicos 

(CHISTY, 2003).  Lin et al., (2002) demonstraram que o uso de ultra-som de baixa 

intensidade aumentou a produção de metabólito secundário em cultura de células 

vegetais. Schläfer et al., (2000) sugeriram que o uso de ultra-som de baixa energia 

em biorreatores pode apresentar redução de custos na indústria biotecnológica, 

especialmente em processos de tratamento de águas residuais.  
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Radel et al., (2000) avaliaram a viabilidade de células de leveduras 

irradiadas com ultra-som de alta freqüência. Estes autores demonstraram que as 

células apresentaram mudanças morfológicas, perda de viabilidade e aumento da 

quantidade de material intracelular no espaço extracelular. 

Em culturas de células microbianas, a aplicação de ultra-som de 

baixa intensidade aumenta o crescimento, mas o ultra-som de alta freqüência causa 

rompimento da parede celular, sendo utilizado como bactericida (MATSUURA et al., 

1994).  

O efeito das irradiações ultra-sônicas de alta intensidade de romper 

células e desativar enzimas é grande em meio aquoso, entretanto, este efeito 

diminui em condições bifásicas (SINISTERRA., 1992).  

Segundo Bucalon e Palma (1987), a sonicação de suspensão de 

células de S. cerevisiae a 20kHz de freqüência (I= 10W.cm-2) durante 30 minutos na 

ausência de luz, produziu peróxido de hidrogênio em nível suficiente para promover 

a oxidação de grupos hidroxila e tiol alquílico de compostos orgânicos liberados pela 

ruptura das células.  A temperatura foi mantida a 4ºC para evitar a decomposição do 

peróxido de hidrogênio e para controlar a taxa de reações sonoquímicas. Estes 

autores concluíram que a qualidade do extrato celular de S. cerevisiae obtido pela 

sonicação, não é adequado para a maioria das finalidades fisiológicas e 

bioquímicas, visto que, a natureza química do material biológico foi mudada pela 

cavitação. 

Bucalon e Palma (1989) sugerem que células de S. cerevisiae 

irradiadas a 20 kHz de freqüência, intensidade de 2,5W.cm2 durante 15 minutos a 

4ºC, que a sonicação,  causou rompimento da camada de solvatação ao redor das 

células e promoveu influxo de metabólitos para o espaço periplasmático. 

Lanchun et al., (2003) observaram que a estimulação do ultra-som 

em cultura de S. cerevisiae, numa freqüência de 24 kHz e 2W de potência, altera a 

permeabilidade da membrana, acelerando assim a transferência de substâncias e 

impulsionando a atividade e síntese enzimática. 

Os efeitos do ultra-som em processos fermentativos foram avaliados 

por Matsuura et al., (1994). Estes autores observaram aumento no crescimento 

celular de S. cerevisiae em fermentação alcoólica, quando aplicadas ondas ultra-

sônicas de freqüência 43kHz  com intensidade  de 30mWcm-2. Sugere-se que a 
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irradiação ultra-sônica também acelera a formação de etanol e outros componentes 

por diminuição do dióxido de carbono dissolvido. 

Bucalon e Palma (1990) observaram aumento da atividade da 

fosfatase ácida e ATPase, como conseqüência da sonicação em suspensão de 

células de S. cerevisiae. A irradiação de células com freqüência de 1,8mHz e 

intensidade de 200mWcm-2 causou suave ativação dessas enzimas. Entretanto, 

grande ativação ocorreu quando foi aplicado numa freqüência de 20kHz e 

intensidade de 10Wcm-2 durante 15 minutos, sugerindo que a ativação foi causada 

por ionização e/ou alterações conformacionais dessas enzimas, provocadas pelo 

ultra-som. 

Os efeitos do ultra-som na atividade de α-amilase e glucoamilase 

sobre o amido e/ou glicogênio, e de invertase de levedura de panificação sobre a 

sacarose foram avaliados por Barton, Bullock e Weir (1996). Observou-se aumento 

da atividade dessas enzimas e redução da inibição da invertase causada por altas 

concentrações de sacarose. Acredita-se que a aplicação do ultra-som pode levar à 

diminuição das formas inativas de substrato para invertase, considerando que 

podem ser quebradas as pontes de hidrogênio entre sacarose e a água, e também 

entre sacarose e sacarose. Sakakibara et al., (1996) também encontraram aumento 

na atividade de invertase de Candida sp com tratamento ultra-sônico, e efeitos 

inibitórios reduzidos em altas concentrações de sacarose. A enzima apresentou 15% 

de inativação em sonicação de 4 horas, quando a energia aplicada foi de 8,5 x 103J 

m-2s-1, ao passo que perdas insignificantes ocorreram em intensidades menores. O 

aumento da atividade pelo ultra-som foi cerca de 30% da condição controle, em pH 4 

e a 25ºC. 

O ultra-som também tem sido empregado para extração e liberação 

de enzimas intracelulares, como a invertase de Aspergillus niger (VARGAS et al., 

2004), de Phaffia rhodozyma (PERSIKE et al., 2002), e de S. cerevisiae 

(BALASUNDARAM e PANDIT, 2001), assim como, a β-galactosidase de cepas de 

Lactobacillus (WANG e SAKAKIBARA, 1997) e glicose oxidase de A. niger 

(ISHIMORI; KARUBE; SUZUKY, 1982). 

Vargas, Campos e Celligoi (2003) avaliaram o tempo de sonicação 

na liberação de invertase por S. cerevisiae. O ultra-som foi utilizado numa freqüência 

de 20Khz, amplitude 40 e intensidade 0,62WmL-1, por diferentes tempos. A 
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irradiação ultra-sônica promoveu aumento na liberação da invertase 3,45 vezes 

maior que no controle, sem rompimento celular até 5 minutos. 

O processo ultra-sônico é utilizado para produção de glucose a partir 

do amido e também ativação da β–galactosidase na produção de iogurte com baixa 

concentração de lactose. Com o uso de ultra-som a concentração de lactose por ser 

reduzida a 70-74%, comparado com a redução de 30-51% quando o processo é 

realizado sem condições sonoquímicas (WANG et al., 1996; SINISTERRA, 1992). 

Ishimori, Karube e Suzuky (1982) observaram que a glucose 

oxidase, foi liberada em cultivo contínuo de Aspergillus sp, sob ondas ultra-sônicas, 

as quais causaram vibração na parede celular do micélio. Os resultados obtidos 

mostraram que a maior produção de enzima extracelular ocorreu com irradiação 

ultra-sônica de 20kHz e potência de 15W, sem causar danos ao micélio. Já a 20W, a 

produtividade extracelular decresceu devido à inativação da glucose oxidase pelo 

forte efeito da cavitação. 

Portanto, o uso de irradiações ultra-sônicas, utilizando-se 

parâmetros adequados, pode influenciar reações enzimáticas, possivelmente 

interferindo na formação e dissociação do complexo enzima-substrato, e 

proporcionar a liberação de quantidades significativas de enzimas em sua forma 

ativa, e assim constituir uma ferramenta de utilização para a melhoria de produção 

nos processos biotecnológicos. 

 

 

3.4 FERMENTAÇÃO CONTÍNUA 

 

 

O cultivo contínuo é uma técnica de conhecida importância em 

estudos fisiológicos de microrganismos e mais recentemente como processo de 

produção em larga escala. Um sistema de cultivo contínuo é constituído de 

suspensão homogeneizada de células na qual o meio fresco é adicionado de 

maneira que o volume da cultura é mantido constante. 

A característica essencial desta técnica é de que o crescimento 

microbiano ocorre sob o chamado estado estável, isto é, em velocidade constante e 

em ambiente igualmente constante. Sob tais condições, a velocidade de crescimento 

do microrganismo (µ) é exatamente igual à taxa de diluição (D). A taxa ou fator de 
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diluição (D) é a relação entre o fluxo do meio que está sendo adicionado no 

fermentador e o volume de trabalho, ou seja, o número de volumes do cultivo que 

passa pelo fermentador em função do tempo (h-1) (PIRT, 1985).  

As principais vantagens apresentadas pelo processo contínuo de 

fermentação, em relação ao descontínuo tradicional, são decorrentes da operação 

em estado estável, podendo-se destacar: 

 

• aumento da produtividade do processo, em virtude de uma 

redução dos tempos mortos ou não-produtivos; 

• obtenção de caldo fermentado uniforme, o que facilita o 

projeto das operações de recuperação do produto de 

interesse; 

• manutenção das células em um mesmo estado fisiológico, o 

que torna o processo contínuo uma excelente ferramenta para 

estudos de mecanismos de regulação metabólica ou, ainda, 

para estudos de otimização da composição de meio de 

cultura; 

• possibilidade de associação com outras operações contínuas 

na linha de produção; 

• maior facilidade no emprego de controles avançados; 

• menor necessidade de mão-de-obra (LIMA et al., 2001). 

 

A metodologia de imobilização de S. cerevisiae em materiais 

celulósicos e em processos contínuos de fermentação tem sido descrita 

recentemente por diversos autores. 

 Kourkoutas et al., (2002a e 2002b) utilizaram pedaços de marmelo e 

maçã, respectivamente, para imobilizar S. cerevisiae em fermentação contínua para 

a produção de vinho. Szajáni et al., (1996) imobilizaram células de leveduras em 

esferas de celulose para a produção de etanol, tendo sacarose como substrato. 

Loukatos et al., (2003) utilizaram material celulósico deslignificado para a 

imobilização de células de levedura, para produção alcoólica de vinho. 
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3.5 IMOBILIZAÇÃO DE CÉLULAS 

 

 
Os sistemas com células imobilizadas têm como principal 

característica o uso de alguma estrutura física de confinamento e que obriga as 

células a permanecerem em uma região particular de um biorreator. Características 

de sistemas de células imobilizadas são mostradas na tabela 1. 

 

Tabela 1 –  Características de sistemas de células imobilizadas: 

Enredamento em matrizes 

Fixação em suporte sólido por adsorção ou ligação covalente 

Microencapsulação em membranas poliméricas 

Retenção mecânica em biorreator M
ét

o
d

o
 d

e 
im

o
b

il
iz

a
ç

ã
o

 

Imobilização sem suportes inertes (floculação de células) 

Função e viabilidade celular 

Rendimento e taxa de crescimento celular 

Produtos metabólicos 

Parede celular e permeabilidade da membrana 

C
ar

ac
te

rí
st

ic
as

 
M

ic
ro

b
io

ló
g

ic
a

s
 

Necessidades respiratórias 

Composição química e métodos de síntese 

Grupos funcionais, tipo(s) de monômero(s) 

C
ar

ac
te

rí
st

ic
a

s 
q

u
ím

ic
as

 
d

as
 m

at
ri

ze
s 

Possível toxicidade dos componente(s) da matriz na função e 
viabilidade celular 

Estabilidade de pH e temperatura 

Solubilidade em soluções aquosas contendo diferentes solutos e 
íons 

Porosidade que afeta a difusão do substrato e produtos 

Transferência de oxigênio dos sistemas aeróbios 

Geometria e tamanho da matriz 

Resistência mecânica da matriz 

C
ar

ac
te

rí
st

ic
as

 f
ís

ic
as

 d
as

 
m

a
tr

iz
e

s
 

Gravidade específica e velocidade de fluidização 
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Atividade e meia-vida na operação contínua 

Estabilidade operacional no sistema do bioreator 

Possível estabilização do sistema enzimático celular 

E
st

ab
ili

d
ad

e 
d

o
 

si
st

em
a 

cé
lu

la
-

m
a

tr
iz

 

Preservação da estabilidade e atividade durante a armazenagem

Fonte: MARGARITIS e MERCHANT ,1984. 

 

 

Em muitos casos, as vantagens e limitações de um dado sistema 

reator dependem do método de imobilização e da configuração do reator utilizado. 

As principais vantagens dos sistemas com células imobilizadas citadas na literatura 

são as seguintes: 

 

• possibilidade de utilização de altas concentrações celulares 

no volume reacional, implicando em maiores velocidades de 

processamento; 

• operação de sistemas contínuos à vazão específica de 

alimentação próximos da velocidade específica máxima de 

crescimento, µmáx, característica da célula não imobilizada; 

• eliminação de problemáticos reciclos externos de células 

através de uso de sedimentadores, filtros e centrífugas; 

• o efeito combinado de uma  alta densidade celular e operação 

em altas taxas de diluição reduzem o risco de contaminação; 

• células imobilizadas  são  expostas a  uma maior 

concentração de nutrientes resultando em um substancial 

aumento das velocidades de reação; 

• processo contínuo com célula imobilizada são menos           

susceptíveis aos efeitos de compostos inibitórios e depleção 

de nutrientes; 

• provável obtenção de maiores fatores de conversão de 

substrato ao produto desejado; 

• possibilidade de utilização de projeto de biorreatores mais 

adequados à cinética do sistema biológico utilizado; 
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• maior  proteção  ao  sistema  biológico em relação ao 

estresse ambiental, ocasionado por elevadas concentrações 

de substratos, pH e cisalhamento (LIMA et al., 2001; 

MARGARITIS e MERCHANT, 1984). 

 

Segundo Lima et al., (2001) e Margaritis e Merchant (1984), as 

principais características de um suporte para a imobilização de células vivas são as 

seguintes: 

 

• não toxidez às células; 

• alta capacidade de retenção; 

• resistência ao ataque químico e microbiano; 

• pouca sensibilidade às possíveis solicitações mecânicas, seja 

de compressão por peso, de tensões de cisalhamento ou   

eventuais pressões internas e externas de gases; 

• alta difusividade de substratos e produtos. 

• estável a mudanças de pH e temperatura; 

• simplicidade e relativo baixo custo da técnica  de  

imobilização; 

• alta concentração de biomassa pode ser alcançada e 

mantida  por extenso período de tempo. 

 

 

3.5.1 Imobilização de células em materiais lignocelulósicos 

 

 

Inúmeras técnicas de imobilização de células têm sido exploradas 

para vários processos fermentativos. Entretanto, estes métodos são freqüentemente 

caros e complexos. Um dos métodos extensivamente estudado é o enredamento de 

células em géis poliméricos como o alginato e a carragena. Contudo, estes métodos 

apresentam limitações de estabilidade, bem como sua limitação na transferência de 

massa dentro do gel. Além disto, a preparação do gel em larga escala para o 
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processo fermentativo industrial é difícil e requer um equipamento complexo e 

sofisticado, o qual aumentaria o custo de produção (OGBONNA et al., 1994).   

Na procura de materiais eficientes e de baixo custo para 

imobilização, têm sido estudados diversos materiais lignocelulósicos: bagaço de 

cana-de-açúcar, lascas de madeira, cascas de arroz e palha (ROBLE; OGBONNA; 

TANAKA, 2003; DAS; GAIDHANI e MURARI, 1993; LAMPTEY e MOO-YOUNG, 

1987; MICHAUX et al., 1982).  De acordo com Roble, Ogbonna, Tanaka (2003), a 

maioria destes materiais, devido a suas estruturas singulares, apresentam baixa taxa 

de transferência de massa entre o meio e as células imobilizadas, além de exibir 

baixa capacidade de reter células. 

Contudo, a bucha vegetal (Luffa cylindrica) é excelente suporte para 

imobilização de células, pois apresenta baixo custo, alta porosidade, resistência a 

autoclavação e variação de pH e temperatura, sendo material ideal a ser utilizado 

em países em desenvolvimento (Ogbonna et al., 1994; Roble et al., 2003). Estes 

autores demonstraram que a Luffa cylindrica é excelente suporte em comparação 

com outros suportes para imobilização, como mostra a tabela 2. 

 

Tabela 2 – Características da bucha vegetal comparada com outros suportes: 

Propriedades 
físicas 

Forma 
Densidade 

(g/cm3) 
Porosidade 

(%) 

Volume 
específico        

do poro    
(cm3/g) 

 

Luffa cilíndrica 0,02-0,04 79-93 21-29 

Cerâmica 
Part. 

irregulares 
0,5 70 1,4 

Aço inox esférica 7,7 80 0,13 

Espuma 
Poliéster 

cúbica 1,1 97 
7,27 

 

Fonte: OGBONNA et al., 1994. 
 

A Luffa cylindrica cresce bem em climas tropicais e subtropicais e 

são produzidas em grandes quantidades na maioria dos países da África e Ásia e 

América do Sul, onde são usualmente utilizadas em banhos e na lavagem de louças 
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(OGBONNA et al., 1994). A bucha vegetal é obtida do fruto seco maduro da Luffa 

cylindrica (IQBAL e ZAFAR, 1993). 

Ogbonna, Tomiyama e Tanaka (1996) desenvolveram um método 

para imobilização de células não-floculantes em Luffa cylindrica, em cultivo de 

batelada, com adição de quitosana para induzir a floculação. A retenção de células 

no suporte foi alta, pois a quantidade de células presentes no sobrenadante foi 

menor que 0,1 gL-1, durante toda a  fermentação. 

Ogbonna et al., (1997) testaram a eficiência na produção de etanol 

por células de leveduras imobilizadas em Luffa cylindrica, mas ao contrário de 

trabalhos anteriores, utilizaram bucha vegetal cortada em pedaços e não mais 

inteira. Luffa cylindrica cortada em pedaços resultou em duas e quatro vezes 

maiores, a quantidade de células imobilizadas floculantes e não-floculantes por 

unidade de bucha vegetal, respectivamente. Conseqüentemente, foram obtidas 

produtividades maiores de etanol quando utilizaram Luffa cylindrica cortada em 

pedaços. No caso das células floculantes de S. cerevisiae, a produtividade foi 66% 

maior do que a obtida com a Luffa cylindrica inteira. 

Roble, Ogbonna e Tanaka (2003) testaram um novo modelo de 

bioreator de operação simultânea de processos aeróbios e anaeróbios, com células 

imobilizadas em Luffa cylindrica para a bioconversão do amido de mandioca a 

etanol. Aspergillus sp foi utilizado para a sacarificação do amido, enquanto que, S. 

cerevisiae, para fermentação. Quatro métodos de imobilização foram investigados e 

em três deles, a bucha vegetal mostrou ser boa matriz para imobilização de 

Aspergillus sp. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 MATERIAIS 

 

 

4.1.1 Microrganismo 

 

 

Cepa industrial etanologênica de Saccharomyces cerevisiae 

gentilmente cedida pela Usina de Açúcar e Álcool da COROL (Cooperativa 

Agropecuária Rolândia Ltda.) –PR.  

 

 

4.1.2 Meios de cultura 

 

 

4.1.2.1 Meio de Manutenção 

 

 

Meio sólido completo: 

Sacarose...................................................  5g 

Extrato de levedura................................. 0,4g 

Peptona................................................... 0,4g 

KH2PO4.................................................... 0,1g 

MgSO4.7H2O.......................................... 0,01g 

CaCl2.2H2O............................................ 0,01g 

(NH4)2SO4.............................................. 0,15g 

Ágar......................................................... 1,5g 

H2O destilada q.s.p................................ 100mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O meio foi ajustado a pH 6,5 e autoclavado a 121 ºC por 20 minutos. 
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4.1.2.2 Meio de Fermentação 

 

 
Meio líquido de imobilização e fermentação: 

Sacarose................................................... 5g 

Extrato de levedura................................ 0,4g 

Peptona.................................................. 0,4g 

KH2PO4................................................... 0,1g 

MgSO4.7H2O......................................... 0,01g 

CaCl2.2H2O............................................ 0,01g 

(NH4)2SO4.............................................. 0,15g 

H2O destilada q.s.p................................ 100mL 

 

 

 

 

 

 

 

O meio foi ajustado a pH 5,5 e autoclavado a 121 ºC por 20 minutos. 

 

 

4.1.3 Fermentador contínuo 

 

 

A fermentação contínua foi realizada em um frasco fermentador 

(FIGURA 1) com capacidade de 1,2L e 0,6L de volume de trabalho; com as 

seguintes características: diâmetro de 10cm, altura de 15cm e saída lateral de 1,5cm 

de diâmetro localizada na altura de 8cm da base. A tampa do fermentador dispõe de 

dispositivos de entrada para: sonda ultra-sônica, alimentação do sistema e 

aquecimento. O sistema era alimentado continuamente com meio de cultura (4.1.2.2) 

armazenado em um reservatório de capacidade 20L. 
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contendo meio 
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peristáltica 

 

 

 
Fermentador 

 

 Agitador 
magnético 

 
 
Figura 1 – (a) Sistema de fermentação contínua; (b) Detalhe do fermentador 

contendo células de S. cerevisiae imobilizadas em bucha vegetal. 
 

 

4.1.4 Equipamento de ultra-som 

 

 

Foi utilizado o equipamento gerador de ondas ultra-sônicas de 

marca Ultrasonic Processor 20 kHz, modelo GE 130 PB/70 W, equipado com guia de 

onda tipo sonda, de 9,5 mm de diâmetro, modo contínuo. 
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4.1.5 Luffa cylindrica 

 

 

O suporte utilizado para imobilização de células de Saccharomyces 

cerevisiae foi bucha vegetal (Luffa cylindrica), comercializada por OBARA – Ind. e 

Com. de Alimentos Ltda., Londrina – PR. Safra de 2002, adquirida em supermercado 

local. 

 

 

4.2 MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Preservação do microrganismo 

 

 

A levedura S. cerevisiae foi preservada em meio sólido descrito no 

item 4.1.2.1, em placas de Petri. A renovação das culturas foi feita a cada 45 dias, 

sendo guardadas em câmara fria a 4 ºC. 

 

 

4.2.2 Preparo do inóculo 

 

 

O inóculo foi preparado a partir da transferência de diversas alçadas 

de células, do meio sólido descrito no item 4.1.2.1, para frascos de erlenmeyers de 

125 mL contendo 30 mL do meio, descrito no item 4.1.2.2. Estes frascos eram 

incubados em shaker, com agitação de 180 rpm a 30ºC por 12 horas.  Decorrido 

este tempo, 6 alíquotas de 5 mL da cada frasco eram transferidas para outro frasco 

contendo 30 ml de meio estéril e homogeneizado. O volume final de 60 mL era 

transferido para o fermentador. 

 

 

 



 32

4.2.3 Condições de cultivo 

 

 

O cultivo foi realizado em fermentador com agitação branda e 

controle de temperatura em 30 ºC ± 1. As fermentações foram conduzidas em 

batelada por 5 horas, antes do início da alimentação contínua. Os valores de taxas 

de diluição ensaiadas para células livres e imobilizadas foram: 0,12; 0,21; 0,33; 

0,46h-1 e 0,10; 0,14; 0,29; 0,46h-1, respectivamente.  

 

 

4.2.4 Determinação do µmáx  

 

 

O cálculo do µmáx (velocidade específica de crescimento) do 

microrganismo foi realizado pelo método da lavagem em fermentação contínua. 

Neste método, o valor da taxa de diluição é ajustado em valor maior que o valor 

crítico (Dc) promovendo a lavagem deste microrganismo. O cálculo do µmáx é 

realizado a partir da inclinação da reta do gráfico lnX/Xi (onde X é a biomassa final e 

Xi é a biomassa inicial) pelo tempo, que pode ser colocada na seguinte fórmula: µmáx  

= 1 - inclinação da reta (PIRT, 1985). 

 

 

4.2.5 Imobilização 

 

 

Para ser utilizada como suporte, 7g de bucha vegetal foi recortada 

em pedaços de aproximadamente 4cm x 4cm x 0,5 cm e acondicionada no 

fermentador já contendo o meio de cultura. Em seguida, este sistema foi autoclavado 

e preparado para receber o inóculo. A biomassa total foi calculada somando-se a 

quantidade de células suspensas e as células aderidas ao suporte. 
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4.2.6 Fermentação 

 

 

Após a adição de 10% (v/v) do inóculo no fermentador contendo 

540mL de meio de cultivo, seguia-se um período de adaptação do microrganismo de 

aproximadamente 5 horas. Em seguida, iniciava-se a fermentação continua pelo 

bombeamento de meio novo em valor de taxa de diluição estabelecido e aguardava-

se até que a cultura atingisse o estado estável (valores de biomassa, açúcares e 

proteínas constantes). Durante o estado estável procedia-se a coleta de amostras 

para determinações de açúcares redutores e totais, biomassa, atividade invertásica, 

proteínas totais e teor alcoólico. 

 

 

4.2.7 Coleta de amostras 

 

 

Amostras de 20mL foram coletadas do caldo fermentado para 

realização das análises. Era usada alíquota de 5mL para a determinação de 

biomassa, o restante era centrifugado a 5600g por 10min, e o sobrenadante usado 

para as determinações de atividade enzimática, proteínas totais, etanol e açúcares 

redutores e totais. 

 

 

4.2.8 Determinação da atividade invertásica  

 

 

A atividade de invertase foi determinada pela liberação de glucose e 

frutose a partir de sacarose após a mistura da enzima com solução de sacarose 

termostatizada. Misturavam-se 1,0mL do sobrenadante da cultura o qual continha a 

invertase e 1,0mL de sacarose 0,3M em tampão acetato pH 4,7 e incubava-se a 37 

ºC. Decorridos 20 minutos, interrompia-se a reação, quando transferia-se 1,0mL 

para tubo contendo 1,0mL de 3,5 dinitrosalicilato. Procedia-se à fervura por 5 

minutos. Os produtos foram dosados fotocolorimetricamente a 540nm (MILLER, 
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1959). A amostra correspondente ao tempo zero de ação da enzima era utilizada 

como branco.   

Uma unidade enzimática é definida como sendo a quantidade de 

enzima que libera 1µmol de açúcar redutor por minuto nas condições de ensaio. 

A atividade específica é expressa em unidades de atividade 

enzimática por mg de proteína extracelular. 

 

 

4.2.9 Determinação de açúcares redutores e totais 

 

 

Os açúcares redutores foram determinados pelo método do ácido 

dinitrosalicílico - DNS (MILLER, 1959), enquanto os açúcares totais pelo método do 

Fenol Sulfúrico (DUBOI; GILLES; HAMILTON, 1956). 

A curva padrão foi confeccionada com glicose variando de 0,2 a 

1,0mg/mL para açúcares redutores e de 20 a 100gmL-1 para açúcares totais. As 

leituras de absorvâncias foram efetuadas em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 540nm e 490nm, respectivamente. 

 

 

4.2.10 Determinação de proteínas totais 

 

 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de 

Hartree (1972). A curva padrão foi confeccionada utilizando albumina bovina 

variando de 20 a 100µgmL-1. As leituras de absorvâncias foram efetuadas em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 650nm. 
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4.2.11 Pulso de rafinose 

 

 

A cultura livre na fase estável foi submetida ao pulso de solução de 

rafinose a 2% nas taxas de diluição 0,12 e 0,46h-1 enquanto que na cultura 

imobilizada, na taxa de diluição 0,10h-1. 

 

 

4.2.12 Tratamento com ultra-som 

 

 

O tratamento ultra-sônico foi aplicado na cultura no decorrer da fase 

estável em fermentação contínua, tanto em células livres como em células 

imobilizadas. A sonda de 9,5mm de diâmetro foi introduzida na cultura presente no 

fermentador, numa profundidade de 2,5cm. A cultura de células livres foi irradiada 

por 2 minutos, numa amplitude 20, potência de 25W e freqüência de 20kHz em duas 

taxas de diluição diferentes: 0,12 e 0,46h-1. A cultura de células imobilizadas em 

bucha vegetal foi irradiada nos tempos de 1, 2 e 4 minutos, numa amplitude de 20, 

freqüência de 20kHz, potência de 33W, em taxa de diluição 0,10h-1. 

 

 

4.2.13 Dosagem da produção de etanol 

 

 

As amostras foram analisadas através do método colorimétrico do 

dicromato descrito por Kaye e Haag (1954), para determinação da concentração de 

etanol. 

 

 

 



 36

4.2.14 Determinação de biomassa 

 

 

A determinação de biomassa foi medida em alíquota 

adequadamente diluída e a leitura efetuada em espectrofotômetro Femto 600Plµs a 

610nm. Esta leitura foi comparada com a curva de biomassa desta cepa em g/L. 

 

 

4.2.15 Determinação de pH 

 

 

O pH foi determinado pelo método potenciométrico de acordo com 

as Normas Analíticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985) em pHmetro HANNA 

Intruments HI9321. 

 

 

4.2.16 Viabilidade 

 

 

A viabilidade da cultura foi realizada com solução de azul de 

metileno (THOMAS; INGLEDEW, 1990) e posterior contagem de células em câmara 

de Newbauer.  
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5.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho são apresentados no artigo 1, o 

qual foi elaborado de acordo com as normas da revista World Journal of 

Microbiology & Biotechnology. Os demais resultados estão descritos a seguir. 

 

 

5.1 DETERMINAÇÃO DO µMÁX  

 

 

O método de lavagem para cálculo do µmáx foi feito de acordo com 

Pirt (1985). Para a determinação do µmáx, a cultura contínua foi conduzida em taxa 

de diluição 0,5 h-1, até a biomassa atingir valor constante. Então, a cultura foi 

ajustada para taxa de diluição de valor de 1,0h-1, isto é, um fluxo de 600mLh-1, para 

que ocorresse a lavagem. Aplicando-se o valor da inclinação da reta mostrada na 

figura 1 na fórmula µmáx = 1 –inclinação da reta, obtém-se: µmáx = 0,5503. 

 

 

Tabela 3 - Cálculo do µmáx pelo método de lavagem 

Biomassa (µg/mL) Tempo (horas) X/Xi ln(X/Xi) 

646,0 1,00 1,000 0,000 
567,5 1,25 0,878 -0,130 
517,0 1,50 0,800 -0,223 
460,0 1,75 0,712 -0,340 
409,5 2,00 0,634 -0,456 
374,1 2,25 0,579 -0,546 
338,6 2,50 0,524 -0,646 
292,4 2,75 0,453 -0,792 
261,2 3,00 0,404 -0,906 
231,3 3,25 0,358 -1,027 
209,6 3,50 0,324 -1,127 
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Figura 2 - Método dinâmico de determinação de µmáx 
 
 

 

A determinação do µmáx, característico de cada microrganismo, foi 

importante para a escolha das taxas de diluições que seriam testadas. Sabendo-se 

que na fase estável, a taxa de diluição é igual ao µmáx, um valor de taxa de diluição 

acima de 0,5503 h-1 provocaria a lavagem do microrganismo. Portanto, as taxas de 

diluições testadas neste trabalho foram inferiores a este valor. 
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5.2 FERMENTAÇÃO CONTÍNUA COM CÉLULAS LIVRES E IMOBILIZADAS 

 

 

Com a realização das fermentações representadas nas figuras 3 e 4 

investigou-se o comportamento da levedura livre e imobilizada, respectivamente, em 

quatro taxas de diluição.  

Em células livres (FIGURA 3), a produção de etanol em baixas taxas 

de diluição (0,12 e 0,21h-1) mostrou-se elevada: 24,24 e 21,76 gL-1, respectivamente. 

Enquanto que, em altas taxas de diluição (0,33 e 0,46h-1) foram 8,05 e 3,44gL-1, 

respectivamente. Entretanto, os valores de eficiência de conversão foram elevados, 

acima de 90% em todas as taxas de diluição testadas.  
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Os valores de produtividade de etanol foram: 1,74; 2,74; 1,59 e 0,95 

gL-1h-1, nas taxas de diluição 0,12; 0,21; 0,33 e 0,46 h-1, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Fermentação contínua de células livres de S. cerevisiae em diferentes 
taxas de diluição. AT (açúcares totais); AR (açúcares redutores); ANR 
(açúcar não redutores). 

 

 

Zhao; Lin (2003) utilizaram glicose nas concentrações de 10; 100; 

200 e 300gL-1, em processo contínuo na taxa de diluição 0,12h-1, para a produção de 

etanol por células livres de S. cerevisiae. Os valores da concentração de etanol 

obtidos por estes autores, nas duas primeiras concentrações de glicose utilizadas, 

foram inferiores aos obtidos neste trabalho, quando são comparados os resultados 

da mesma taxa de diluição. Estes autores obtiveram concentração de etanol e 

eficiência de conversão de substrato a produto de 3,7; 14,2gL-1 e 73; 28%, 

respectivamente, enquanto que a glicose residual foi de 0,52;  36,28gL-1. 
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Bayrock; Ingledew (2001) utilizaram sistema constituído de 5 

reatores funcionando em seqüência e células livres de S. cerevisiae  para fermentar 

glicose em diferentes concentrações. Estes autores obtiveram 27,7gL-1 de etanol, 

utilizando 152gL-1 glicose a uma taxa de diluição de 0,34h-1   Entretanto, o coeficiente 

de conversão foi de apenas 36%. Estes autores alcançaram concentração de etanol 

de 132gL-1 e eficiência de conversão de 83%, quando a glicose foi utilizada na 
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concentração de 310gL-1. Entretanto, estes valores correspondem ao último reator 

da seqüência que estava a uma taxa de diluição 0,05h-1. 

A imobilização de células de S. cerevisiae em materiais ricos em 

celulose tem sido pouco estudada. Lamptey; Moo-Young (1987) utilizaram lascas de 

madeira e Michaux et al., (1982) usaram pó de serra adicionado de gelatina. Mais 

recentemente, a bucha vegetal foi utilizada como suporte para imobilização. Iqbal; 

Zafer (1994) foram pioneiros na imobilização de fungos, leveduras e bactérias em 

Luffa cylindrica. Ogbonna et al., (1994) obtiveram um valor de 4,4g de células de S. 

cerevisiae por grama de bucha vegetal. Roble et al., (2003) investigaram vários 

métodos de imobilização de S. cerevisiae em bucha vegetal. O melhor resultado 

obtido foi de 4,65g de células por grama de suporte.  

No presente estudo obteve-se 5,5g de células por grama de suporte, 

o que corresponde à biomassa total de 41,0g no bioreator, na taxa de diluição de 

0,10h-1. Enquanto que, no cultivo de células livres, o valor da biomassa total foi de 

6,9g no bioreator, na taxa de diluição 0,12h-1. 

Nas duas menores taxas de diluição testadas, a concentração de 

etanol no cultivo de células imobilizadas foi inferior, quando comparada com o cultivo 

de células livres. Nas duas maiores taxas de diluição, a concentração de etanol 

também foi inferior em relação às taxas de diluição menores, mas são valores 

similares entre si. Os valores da concentração de etanol encontrados foram: 16,84; 

15,68; 7,84 e 3,19gL-1, nas seguintes taxas de diluição: 0,10; 0,14; 0,29 e 0,46h-1, 

respectivamente. Os valores da eficiência de conversão variaram de 67,1 a 74,2% 

(FIGURA 4). Os valores de produtividade de etanol foram: 0,97; 1,27; 1,31 e 0,84gL-

1, nas taxas de diluição 0,10; 0,14; 0,29 e 0,46h-1, respectivamente. 
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Figura 4 - Fermentação contínua de células imobilizadas de S. cerevisiae em 

diferentes taxas de diluição. AT (açúcares totais); AR (açúcares 
redutores); ANR (açúcar não redutores). 

 
 

 

Ogbonna et al., (1994) imobilizaram S. cerevisiae IR2 em Luffa 

cylindrica, na fermentação de sacarose e em taxa de diluição 0,07h-1. Os resultados 

obtidos por estes autores foram superiores aos deste trabalho. A concentração de 

etanol e a produtividade foi de 70gL-1 e 9,8gL-1h-1, respectivamente. Entretanto, 

estes autores utilizaram reator com volume de trabalho de 2L e concentração de 

sacarose de 195gL-1, obtendo eficiência de conversão de sacarose a etanol de 67%. 
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Mais recentemente, Ogbonna et al., (1997) utilizaram Luffa cylindrica 

para imobilização da mesma linhagem, na fermentação de glucose a 180gL-1, para a 

produção de etanol. A fermentação foi conduzida por mais de 600 horas em 

fermentador com volume de trabalho de 1,5L. Durante o estado estável, a produção 

de etanol foi 70,8gL-1, com eficiência de conversão de 77% e produtividade de 

6,48gL-1h-1. 

Segundo Parascandola et al., (1993) algumas modificações 

fisiológicas podem ocorrer quando a levedura S. cerevisiae é imobilizada. A cepa 

utilizada no presente estudo apresenta grande propensão a flocular, possibilitando a 

imobilização de altos valores de biomassa. Como conseqüência, ocorreu a formação 

de camadas estratificadas de células, o que provavelmente dificultou o acesso de 
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nutrientes àquelas células do interior da biomassa imobilizada, tendo como resultado 

a diminuição dos valores de produção etanólica.  

Neste trabalho a bucha vegetal mostrou ser excelente suporte para 

imobilização de células de S. cerevisiae e embora outros autores (Loukatos et al 

2003; Kourkoutas et al 2002; Roble et al. 2003) sugiram vantagens na utilização de 

células imobilizadas em suportes variados, os resultados deste trabalho indicam que 

a produção de etanol foi prejudicada.  
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5.3 ARTIGO 1:  

EFFECT OF RAFFINOSE AND ULTRASOUND PULSES ON INVERTASE RELEASE BY 

FREE AND IMMOBILIZED SACCHAROMYCES CEREVISIAE IN LOOFA (LUFFA 

CYLINDRICA) SPONGE 
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Effect of raffinose and ultrasound pulses on invertase release by free and immobilized 

Saccharomyces cerevisiae in loofa (Luffa cylindrica) sponge 

 

Summary 

The enzyme invertase is of great interest to industry because it catalyzes the sucrose 

hydrolysis reaction producing invert sugar.  The use of raffinose and ultrasound irradiation 

can release large amounts of enzymes in their active form and thus it is a tool to improve 

biotechnological processes.  Luffa cylindrica is an excellent support to immobilize microbial 

cells, showing advantages such as low cost and resistance to autoclaving.  This study 

investigated the effect of raffinose and ultrasound pulses on invertase release from  free S. 

cerevisiae and S. cerevisiae immobilized in Luffa cylindrica.  The free cell culture was 

submitted to 2% raffinose pulse and irradiated for 2 minutes at dilution rates of 0.12 and 0.46 

h-1.  The immobilized cell culture was submitted to raffinose pulse and irradiated for 1, 2 and 

4 minutes, at 0.10 h-1 dilution rate.  In free cells, the raffinose pulse did not alter the invertase 

activity but in immobilized cells, the value of the activity increased from 5.38 to 7.27 U/mg.  

Ultrasound application in free cell culture at the 0.12 h-1 dilution rate gave the best results.  

The activity varied from 25.08 to 29.38 U/mg while the increase in immobilized cells was from 

5.22 to 9.70 U/mg when sonicated for 2 minutes.  These results showed that ultrasound 

application in continuous culture may have great potential for application in  biotechnological 

techniques. 

 

Keywords: immobilization, invertase, Luffa cylindrica, raffinose, Saccharomyces cerevisiae, 

ultrasound 
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Introduction 

 

The enzyme invertase (β-D-fructofuranoside fructohydrolase, E.C. 3.2.1.26) that catalyses 

the sucrose hydrolysis reaction is of great industrial interest because it is used to produce 

syrup  from sucrose and molasses which is important in the food industry.  More recently this 

enzyme has been used as a sensor for continuous sucrose determination (Balasundaram & 

Pandit 2001).  Different methodologies have been proposed to increase enzyme release in 

the culture medium.  The use of enzymatic inducers such as raffinose has given positive 

results in invertase release (Parascandola et al. 1993; Özcan et al. 1997; Brandão et al. 

2002).  Ultrasound has been used to extract and release intracellular enzymes such as 

invertase from S. cerevisiae (Balasundaram & Pandit 2001), Phaffia rhodozyma (Persike et 

al. 2002), Aspergillus niger (Vargas et al. 2004) and acid phosphatase and ATPase from S. 

cerevisiae (Bucalon & Palma 1990) and β-galactosidase from Lactobacillus (Wang & 

Sakakibara 1997).  In microbial cell cultures, high intensity ultrasound application ruptured 

cell walls, but low intensity ultrasound increased growth, promoted enzyme release, 

enhanced productivity in biological processes and thus is a tool for improving 

biotechnological processes (Matsuura et al. 1994; Chisty 2003). 

 Cell immobilization has some advantages when compared with free cell culture.  The 

reaction speed can be accelerated and  a high dilution rate can be used in continuous 

fermentation without causing cell washing and it is less susceptible to the effect of inhibitory 

compounds and nutrient depletion (Lima et al. 2001).  Many immobilization techniques for 

Saccharomyces cerevisiae have been explored in several fermentation processes (Nigam 

2000; Navratil et al. 2001; Farid et al. 2002; Cibis et al. 2002; Rossi & Rocha 2003; 

Yuengang et al. 2003).  However, these methods frequently present limitations in stability, 

mass transfer inside the support and difficulty in their large scale preparation.  They also 

require complex and sophisticated equipment that would increase production costs.  

Immobilization in lignocellulosic materials such as sugar cane bagasse, wood shavings, rice 

husks and straw also presents restrictions (Ogbonna et al. 1997).  However, the loofa (Luffa 
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cylindrica) sponge is an excellent support for cell immobilization because it is cheap, highly 

porous and resistant to autoclaving, pH variation and temperature, and is an ideal material 

for use in developing countries (Ogbonna et al. 1994; Roble et al. 2003).  This study 

investigated the effect of raffinose and ultrasound pulses on invertase release from 

Saccharomyces cerevisiae cells in continuous culture, both free and immobilized in Luffa 

cylindrica. 

 

Material and Methods 

 

Microorganism and culture medium 

 The industrial ethanol forming yeast from Saccharomyces cerevisiae used in this 

study was donated by the COROL Sugar and Alcohol Refinery (Cooperativa Agropecuária 

Rolândia Ltda–PR). It was maintained in solid medium whose composition (in gL-1) was 

sucrose, 50; yeast extract, 4; peptone, 4; KH2PO4, 1; MgSO4.7H2O, 0.1; CaCl2.2H2O, 0.1; 

(NH4)2SO4 and 1.5; agar, 15. 

             The composition of the fermentation liquid medium was the same, but without the 

agar.  The fermentation medium was adjusted to pH 5.5 and autoclaved at 121oC for 20 

minutes before use. 

 

Experimental apparatus 

 Continuous fermentation was carried out in a fermenter with 1.2L capacity and 0.6L 

working volume, with fixtures for ultrasound probe entry, feed and heating.  The culture was 

fed continually with fresh culture medium stored in a 20L reservoir.  An Ultrasonic Processor 

20 kHz, model GE 130 PB/70 W, from Sonics and Materials, was used equipped with a 

probe-type 9.5mm diameter, continuous mode wave guide. 
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Immobilization  

 Loofa (Luffa cylindrica) sponge was used as the support  to immobilize S. cerevisiae 

cells.  For use as support, the loofa sponge was cut up into 4cm x 4cm pieces and placed in 

the fermenter that already contained culture medium.  Shortly afterwards, the system was 

autoclaved and prepared to receive the inoculum. 

 

Culture conditions and pulses 

 After adding 10% (v/v) inoculum in the fermenter, before starting continuous feeding, 

a batch fermentation was conducted for five hours under gentle agitation and temperature 

controlled at 30oC±1.  The fermentation was performed at the following dilution rates: 0.12; 

0.21; 0.33; 0.46 h-1 for free cells and 0.10; 0.14; 0.29; 0.46 h-1 for immobilized cells.  The 

raffinose and ultrasound pulses were applied to the culture during the steady state of 

continuous fermentation.  The raffinose pulse was carried by the addition of 20ml of 2%(w/v) 

raffinose solution at the 0.12 and 0.46 h-1 dilution rates and at the 0.10 h-1dilution rate in the 

immobilized culture. 

In the ultrasound pulse, the probe was immersed 2.5cm in the culture.  The culture 

was irradiated at a frequency of 20 kHz and amplitude 20.  In free cells, the culture was 

sonicated for 2 minutes at a power input of 25 W, at the 0.12 and 0.46 h-1 dilution rates, while 

in the immobilized cells, at times of 1, 2 and 4 minutes, at a power input of 33 W at 0.10 h-1 

dilution rate. 

 

Assays 

The samples removed from the fermented syrup were centrifuged at 5583g for 10 minutes 

and the supernatant used in the determinations. 

 The invertase activity was determined by incubation at 37oC of a mixture of 1 ml 

sucrose solution 0.3M, 3 ml acetate buffer, pH 4.7 and 1 ml culture supernatant that 

contained invertase.  The samples were collected after 20 minutes and the reducing sugars 

released were determined using the dinitrosalicylic acid method (Miller 1959).  One unit of 
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enzymatic activity was defined as the amount of enzyme releasing 1 µmol of reducing sugar 

per minute in assay conditions.  The specific activity was expressed in enzymatic activity 

units per mg extracellular protein.  The protein concentration was determined by the Hartree 

method (1972) using bovine albumin as standard. 

 Sucrose hydrolysis was estimated by the difference between total sugar (Duboi et al. 

1956) and reducing sugar. 

 

Viability test 

The culture viability was assessed microscopically with the aid of methylene blue (Thomas & 

Ingledew 1990) and cell counting in Newbauer chamber. 

 

Results and Discussion 

 

Immobilization 

 S. cerevisiae cell immobilization in cellulose-rich materials has been little studied.  

Lamptey & Moo-Young (1987) used wood shavings and obtained values of 66.7 and 188.0 

mg cells/ g support.  Michaux et al. (1982) used sawdust added to gelatin and obtained 

immobilization values ranging from 94.2 to 145 mg cells/ g support . 

 More recently, loofa sponge has been used as support for immobilization.  Iqbal & 

Zafer (1994) were pioneers in fungus, yeast and bacteria immobilization in Luffa cylindrica.  

Ogbonna et al. (1994) obtained a value of 4.4g S. cerevisiae cells /g of loofa sponge.  Roble 

et al. (2003) assessed various cell immobilization methods in this support.  The best result 

was 4.65g S. cerevisiae/ g support.  In the present study, at a dilution rate of 0,10h-1, a high 

concentration of immobilized cells was ascertained: 5.5g cells per gram of support.  This 

result confirms loofa sponge as an excellent support for Saccharomyces cerevisiae 

immobilization. 
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Invertase production 

Table 1 shows invertase production and sucrose hydrolysis in continuous 

fermentation by free S. cerevisiae cells and S. cerevisiae cells immobilized in loofa sponge. 

 

Table 1- Invertase production and sucrose hydrolysis, in continuous Saccharomyces cerevisiae 

cell culture, at different dilution rates. 

Free cells Immobilized cells 

Dilution 
rate 
(h-1) 

Specific Activity 
(U/mg prot) 

Sucrose 
hydrolysis 

(%) 
 

Dilution 
rate 
(h-1) 

Specific Activity 
(U/mg prot) 

Sucrose 
hydrolysis 

(%) 
 

0.12 23.69 98 0.10 5.38 99 
0.21 5.04 97 0.14 1.88 99 
0.33 0.22 43 0.29 0.87 58 
0.46 0.20 19 0.46 0.41 30 

 

 The highest values of enzymatic activity were detected at low dilution rates, in both in 

free and  immobilized cells, however, the enzymatic activity values ranged greatly. O cultivo 

de células livres, em baixas taxas de diluição, atingiu os melhores valores de atividade 

invertásica, em comparação com o cultivo com células imobilizadas. Parascandola et al. 

(1993) assessed invertase activity in continuous S. cerevisiae culture in gelatin and the 

extracellular enzymatic activity values were lower than those reported in this study. 

Invertase activity, in continuous culture of S. cerevisiae cells free and immobilized in 

gelatin was assessed by Parascandola et al. (1993).  These authors found 

extracellular enzymatic activity values lower than in the present study. 

 The low enzymatic activity values found in immobilized cells were probably 

because of the large quantity of biomass immobilized in the support, due to the 

excellent property of the loofa sponge as support for immobilization and the strain 

used presents great readiness for flocculation.  Consequently, stratified layers of cells 

formed that probably hindered the release of invertase from the interior of the 

immobilized biomass. 
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 This study also assessed the hydrolysis of the sucrose present in the culture medium.  

The hydrolysis was practically total, over 97% at low dilution rates in both free and 

immobilized cells.  However, the hydrolysis values obtained were not satisfactory at the two 

higher dilution rates tested. Chang et al. (1996) assessed sucrose hydrolysis in continuous 

culture of Saccharomyces cerevisiae cells immobilized in alginate capsules. The host strain 

used was S. cerevisiae SEY 2102 containing plasmid pRB58 with the SUC2 gene encoding 

invertase. Sucrose hydrolysis was maintained at 95% at dilution rates of 0.1 to 0.6 h-1.  

 

Raffinose pulse 
 Table 2 shows the results of raffinose pulse in free cells.  The raffinose pulse was 

conducted at dilution rates of 0.12 and 0.46 h-1.  The results presented little variation in the 

enzymatic activity.  At a dilution rate of 0.12 h-1 it was 23.72 Umg-1 while at a dilution rate of 

0.46 h-1 it was less than 0.3 Umg-1.  Parascandola et al. (1993) investigated the effect of 

raffinose as carbon source in invertase production in large scale culture of free S. cerevisiae 

cells.  These authors obtained an increase from 7 to 13 Umg-1 in specific invertase activity 

during the exponential phase.  Brandão et al. (2002) investigated invertase activity under 

repressive and non-repressive growth conditions.  For this, the S. cerevisiae cells were 

grown on different carbon sources: glucose, fructose, galactose and raffinose.  The highest 

invertase activity value was obtained when raffinose was used as carbon source. 

 

Table2 – Effects of ultrasound and raffinose pulses on invertase activity in 
continuous culture with free Saccharomyces cerevisiae cells. 

 Ultrasound pulse Raffinose pulse 

 
 

Dilution 
rate 
(h-1) 

 
Invertase 

Activity (U/mL)
Specific 

Activity (U/mg)

 
Invertase 

Activity (U/mL) 
Specific 

Activity (U/mg)

Steady state 0.12 60.69 25.08 60.11 23.69 

Greatest value 
after pulse 

0.12 70.97 29.38 64.62 23.73 

Steady state 0.46 0.69 0.19 0.70 0.20 
Greatest value 

after pulse 
0.46 1.35 0.45 0.98 0.26 
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 The effect of raffinose pulse on immobilized cells is shown in Table 3.  Due to the low 

activity values obtained with free cells, at the 0.46 h-1 dilution rate, the raffinose pulse in the 

immobilized cells was conducted in 0.10 h-1 dilution rate.  The values obtained, after applying 

the pulse, were 20.02 Uml-1 and 7.27 Umg-1.  Parascondola et al. (1993) cultivated 

immobilized S. cerevisiae cells on a large scale using raffinose for invertase production.  

These authors obtained an increase in specific invertase activity from 8 to 18 Umg-1. 

 

Table 3 – Effect of ultrasound and raffinose pulsing times on the invertase activity 
of immobilized Saccharomyces cerevisiae at 0.10 h-1 dilution rate. 

Ultrasound pulse 1' Ultrasound pulse 2' Ultrasound pulse 4' Raffinose pulse  

Invertase 
Activity 
(U/mL) 

Specific 
Activity 
(U/mg) 

Invertase 
Activity 
(U/mL) 

Specific 
Activity 
(U/mg)

Invertase 
Activity 
(U/mL) 

Specific 
Activity 
(U/mg) 

Invertase 
Activity 
(U/mL) 

Specific 
Activity 
(U/mg)

Steady 
state 

15.64 5.23 15.58 5.22 15.54 5.22 15.86 5.38 

Greatest 
value 
after 
pulse 

22.20 8.09 31.21 9.70 18.88 7.32 20.02 7.27 

 

Ultrasound pulse 

 The effect of the ultrasound pulse on free cells is shown in Table 2. The ultrasound 

pulse was conducted at 0.12 and 0.46 h-1 dilution rates.  At 0.12 h-1 dilution rate, the activity 

values increased 17% (Figure 1).  The values obtained after applying the pulse were 70.97 

Uml-1 and 29.38 Umg-1.  While at the 0.46 h-1 dilution rate, the results were varied but 

presented low magnitude (Figure 2).  
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Ultrasound pulse
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Figure 1 – Effect of ultrasound pulse on invertase activity, of 
free Saccharomyces cerevisiae cells at 0.12 h-1 dilution rate  
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Figure 2 – Effect of ultrasound pulse on invertase activity on free
Saccharomyces cerevisiae cells at 0.46 h-1 dilution rate. 
 

 

 

Bucalon and Palma (1990) investigated the effect of sonication on the start of a batch S. 

cerevisiae culture.  Cell radiation with frequency of 1.8 mHz and intensity of 200mWcm-2 

caused a slight increase in the phosphatase and ATPase activity.  However, there was a 

large increase when the frequency of 20 kHz and intensity of 10Wcm-2 were applied.  

Lanchun et al. (2003) observed that ultrasound application on a Saccharomyces cerevisiae 

batch culture at frequency of 24 kHz and power input of 2W raised the proteinase activity 

values by 24%.  Vargas et al. (2003) assessed the ultrasound application time on invertase 

release in batch S. cerevisiae culture.  The greatest enzymatic activity detected without 
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causing cell rupture was 1.08 Uml-1, using frequency of 20 kHz, amplitude 40, intensity of 

0.62 Wml-1 ultrasound radiations and up to five minutes sonication. 

 

 The effect of ultrasound on S. cerevisiae cells immobilized in loofa sponge is shown 

in Table 3.  Due to the low activity values obtained with free cells at the 0.46 h-1 dilution rate, 

the ultrasound pulse on the immobilized cells was conducted at 0.10 h-1 dilution rate.  The 

sonication times used were 1, 2 and 4 minutes.  At the one minute time, the activity values 

were 22.20 Uml-1 and 8.09 Umg-1, respectively, after pulse application.  At the two minute 

time, the values obtained were 31.21 Umg-1and 9.70 Umg-1, after five minutes ultrasound 

application (Figure 3).  These values represent an increase of 100 and 86 %, respectively.  

At the 4 minutes sonication time, the values obtained were 18.88 Uml-1 and 7.32 Umg-1.  

Therefore, the best ultrasound application time in immobilized cells was 2 minutes. 
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Figure 3 - Effect of 2 minute ultrasound pulse on invertase
activity in immobilized Saccharomyces cerevisiae cells at 0.10
h-1 dilution rate. 

 

 

 The cell viability was assessed at 5, 15, 55, 90 and 120 minutes, after applying 

ultrasound to the cells.  The viability rate was over 95% at the sonication times of 1 and 2 

minutes.  However, in the 4 minute application, a mortality rate of up to 46% was ascertained 

(data not shown). 

The ultrasound pulse, at low frequency and for a short period increased cell 

permeability, consequently compound release was high.  In this study, an increase 
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was obtained in protein release that was mostly invertase, shown by the increase in 

the specific activity. 

 

Conclusion 

 

The present study confirms loofa sponge as an excellent support for S. cerevisiae 

immobilization due to the high values of biomass aggregated to it but it hinders 

invertase release.  Consequently, the invertase activity values were low in 

immobilized cells, at low dilution rates, when compared to the values obtained in free 

cells.  Therefore, the immobilization of S. cerevisiae cells in Luffa cylindrica was 

shown not to be a suitable method for invertase production.  The values obtained with 

the raffinose pulse were lower than those with ultrasound, both in free cell culture and in 

immobilized cell culture. In this study, the use of ultrasound pulse increase invertase 

release, and therefore its application is promising in improving biotechnological 

processes. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Em cultivo com células livres e em baixas taxas de diluição, a 

produção de etanol foi alta, porém, mostrou-se diminuída em taxas de diluição 

elevadas. Entretanto, os valores de eficiência de conversão de substrato em produto 

foram elevados em todas as taxas de diluição. Em células imobilizadas, a produção 

de etanol e a eficiência de conversão foram menores que em células livres, em todas 

as taxas de diluição testadas. 

A atividade invertásica apresentou os maiores valores em taxas de 

diluição baixas, tanto em células livres como em células imobilizadas. 

Os pulsos de rafinose resultaram em melhoria pouco promissora da 

atividade invertásica, tanto em cultivo de células livres como em células 

imobilizadas. 

O uso de ultra-som provocou discreta melhoria de atividade 

invertásica, em cultivo de células imobilizadas em baixa taxa de diluição. Contudo, 

em cultivo de células livres em baixa taxa de diluição, o uso de ultra-som, obteve a 

maior liberação de invertase.  
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Abbreviations 
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These should describe new and carefully confirmed findings, and experimental procedures 
should be given in sufficient detail for others to verify the work. The length of a full paper 
should be the minimum required to describe and interpret the work clearly. 
Short Communications  
A Short Communication is suitable for recording the results of complete small investigations 
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Technical Communications  
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length paper or on their own provided that the work described is of sufficient interest to other 
workers in the field. 
Review Papers  
These should be submitted only after consultation with the Editor. They will be limited to no 
more than 8 printed pages. 

Symbols and Units 

Only recommended SI units should be used. Authors may use either superscript 
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a solution in a solvent the correct description is, for example, l0 g glucose/100 ml, not 10 
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per 100 g solution; otherwise % (v/v) or % (w/v) should be used for solutions of concentration 
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Nomenclature 

Nomenclature Chemical and biochemical nomenclature should follow the IUPAC-IUB 
Commission guidelines; appropriate guidelines are given in, for example, Policy of the 
Journal and Instructions to Authors, The Biochemical Society, 59 Portland Place, London 
W1N 3AJ, UK, and references therein. This document is available online at 
http://www.biochemj.org/bj/bji2a.htm. The Enzyme Commission (EC) number for enzymes 
should be given at the first time of mention; see Enzyme Nomenclature (1992), Academic 
Press; London & New York, or visit http://www.expasy.org/enzyme/. Microorganisms must be 
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Microbiology 1999, 145 (January), p. viii). Guidelines for genetic nomenclature are quoted in 
the same publication. 

Section Headings 

First-, second-, third-, and fourth-order headings should be clearly distinguishable but not 
numbered. Consult a current issue for the styles. 

Appendices 

Supplementary material should be collected in an Appendix and placed before the Notes and 
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Notes 

Please use endnotes rather than footnotes. Notes should be indicated by consecutive 
superscript numbers in the text and listed at the end of the article before the References. A 
source reference note should be indicated by an asterisk after the title. This note should be 
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