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RESUMO

O Brasil foi o primeiro a produzir e a exportar o etanol proveniente da cana-de-agucar.
No pais, a producdo sucroenergetica vem crescendo ao longo da década com a fabricacéo de
alcool, um dos fatores-chave para obter produto é a utilizacdo de leveduras que proporcionem
maior produgdo por menor custo. Atualmente, a principal espécie de levedura utilizada pela
indUstria sucroenergética, é a Saccharomyces cerevisiae (CAT-1), que destaca-se na producdo
de invertase. Dentre seu potencial bioldgico, ela hidrolisa a ligacdo glicosidica da sacarose
através da invertase e utiliza 0s monossacarideos provenientes, para producdo de etanol e de
energia. A invertase é uma enzima com funcdo hidrolitica que realiza a quebra do substrato
sacarose em glicose e frutose. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de
invertase intra e extracelular pela levedura S. cerevisiae (CAT-1) em cultivo submerso
utilizando meio YEPS (extrato de levedura, peptona e sacarose). A linhagem comercial S.
cerevisiae (CAT-1) foi disponibilizada pela Usina S&o Fernando Acticar e Alcool, localizada
na cidade de Dourados no estado de Mato Grosso do Sul - MS. A maior producéo de invertase
extracelular foi de 2,62 U/mL no tempo de 168 h e intracelular de 35, 06 U/mL no tempo de
24 h, com viabilidade celular de 6,63% e 93,72%, respectivamente. Foi possivel verificar a
maior atividade de invertase intracelular, a qual ndo é liberada para o meio extracelular o que
favorece a utilizacdo desta linhagem de leveduras em processos de producdo de etanol,

contribuindo para reducdo da contaminacédo por bactérias lacticas.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae (CAT-1); fermentagdo submersa; p-

frutofuranosidase.



1. INTRODUCAO

A invertase (B-frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26) é uma enzima produzida
principalmente por leveduras, apresenta funcao hidrolitica sobre a sacarose que obtém como
produto agucares redutores, glicose e frutose. A enzima € encontrada em elevada quantidade
na levedura Saccharomyces cerevisiae. A S. cerevisiae tem como constituinte celular uma
invertase no citoplasma (intracelular) e outra invertase localizada no espacgo periplasmatico
(extracelular).

O substrato especifico para a enzima € a sacarose, encontrado em maiores proporcgoes
na cana-de-acucar, cristalizavel, mas se transforma em ndo-cristalizavel apos sua clivagem em
glicose e frutose. Geralmente para se obter invertase, a S. cerevisiae (CAT-1) é cultivada em
meio de cultura liquido contendo sacarose, e para extracdo da enzima € necessario o
rompimento celular, o que eleva o custo da enzima.

A sacarose é formada por glicose e frutose, para sua metabolizacdo pela levedura, é
necessario sua quebra. A hidrdlise enzimética realizada pela invertase (Figura 1) tem como
principal funcdo quebrar a ligacdo glicosidica presente na sacarose, sendo que O0S

monossacarideos liberados podem ser convertidos em ATP e etanol pelas leveduras.

Figura 1: Representacao da hidrdlise da molécula de sacarose.

Fonte: Brenda Banco de dados [2014]

Nota: Ocorre a liberagdo de moléculas de glicose e frutose.

O uso de sistemas biologicos vem sendo aprimorado e ampliado nas industrias, em
decorréncia da sua menor contaminagdo ambiental por residuos quimicos, como ocorre na
hidrélise &cida, que se atém ao uso de reagentes quimicos para catalisar as reacGes. Na
industria sucroenergética a producdo do etanol ocorre a partir da fermentacdo da sacarose
presente no caldo da cana-de-acucar. A formacgédo do etanol ocorre através da utilizagdo da

hexose glicose ou frutose pelo metabolismo da levedura. Uma das vantagens da produgéo de



etanol como combustivel estd na sua obtencéo a partir de fontes renovaveis, no caso do Brasil
a cana-de-acgucar.

No presente trabalho o objetivo foi avaliar a producdo de invertase intracelular e
extracelular pela linhagem comercial Saccharomyces cerevisiae (CAT-1), por fermentacédo
submersa em meio YEPS (extrato de levedura, peptona e sacarose) em funcdo do tempo de

cultivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leveduras e seu Potencial Energético

As leveduras sdo fungos unicelulares que se apresentam na natureza com formatos
esféricos, ovais ou cilindricos e geralmente tem como habitat lugares onde é possivel adquirir
alimento assimilavel do meio. O alimento pode ser encontrado no meio externo geralmente na
forma insollvel. Algumas células possuem a capacidade de produzir enzimas responsaveis
pela quebra dos compostos organicos, a fim de produzir energia para o seu desenvolvimento
(MADIGAM et al., 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As células leveduriformes apresentam aproximadamente largurade 1 a5 ume 5 a 30
pum de comprimento. Estas estdo envoltas por uma parede celular quimicamente diferenciada
da parede de vegetais, que exerce as mesmas func¢des de apoio no controle osmotico, protecao
fisica e na formacdo das células-filhas, garantindo a sobrevivéncia da levedura. Composta por
80 a 90 % de polissacarideos dentre eles glucana, manana e quitina, e uma pequena
porcentagem de lipidios e proteinas. Os fungos possuem como reserva energética o
glicogénio, caracteristica que os assemelham aos animais (CABIB et al., 2001; CECCATO-
ANTONINI, 2010; MADIGAM et al., 2010).

A disponibilidade de alimento permite o crescimento da massa celular, assim como a
geracdo de energia (BRAUER et al., 2008; BROACH, 2012). Em algumas cepas de leveduras
como a Saccharomyces cerevisiae a energia provém da quebra de compostos organicos que
pode ser oxidados tanto por respiracdo celular, quanto por fermentagdo alcodlica
(CECCATO-ANTONINI, 2010; NELSON; COX, 2011).

A capacidade das leveduras de realizar fermentagéo alcoolica é amplamente aplicada
em processos industriais, além de possuir seu genoma sequénciado, podendo passar por
modifica¢fes por meio da engenharia genética para apresentar caracteristicas desejaveis em
relagdo ao processo a ser realizado (GOFFEAU et al., 1996). Segundo o U.S. Food and Drug
Administration (FDA, 2013) a S. cerevisiae € considerada GRAS (Generally Recognized as
Safe) um microrganismo que ndo apresenta patogenicidade, portanto, atrativo para os estudos
e trabalhos visando a obtencédo de bebidas e alimentos.

De acordo com Ferreira (1995), o microrganismo S. cerevisiae apresenta aerobiose
facultativa, o que permite sobreviver tanto na presenca quanto na auséncia do oxigénio, e
descreve as reacOes de oxidagdo da glicose também conhecida por crescimento respirativo,

assim como a fermentacao alcdolica ou fermentagéo etanolica.



O crescimento respirativo, predominante na presenga do oxigénio, ocorre na
concentragéo de glicose inferior a 90-100 mg/L, produzindo energia para a respiragao celular.

A total quebra da hexose provoca a liberacéo de CO, e H,0, representada na Figura 2.

CeH1206+ 6 O, — 6 CO, + 6 H,0 + ENERGIA (Figura 2)

A fermentacdo alcoodlica, Figura 3, ocorre quando ha alta concentracdo de glicose ou

auséncia do oxigénio, com liberacao de etanol e CO,.

CeH1205 — 2 CoHsOH + 2 CO, + ENERGIA (Figura 3)

A producdo de etanol se da por meio da fermentacdo alcodlica e metabolizacdo da
glicose e frutose pela S. cerevisiae. Nesse processo as invertases produzidas pelas leveduras
apresentam fundamental importancia por converter sacarose em aculcares fermentaveis. A
producdo mundial de etanol € originada da fermentacdo de aclcares obtidos de cana-de-
acucar, beterraba e milho. Pode ser produzido em duas principais formas, o éalcool anidro,
com finalidade de adicdo a gasolina e o alcool hidratado, usado como biocombustivel
(VIEIRA; LIMA; BRAGA, 2007).

O etanol brasileiro provém da matéria-prima renovavel, cana-de-agucar, devido a
possivel producdo em larga escala e clima favoravel. Em comparacdo com o combustivel
fossil, reduz a emissdao de monoxido de carbono e substitui o chumbo tetraetila, que antes da
adicdo do etanol, era adicionado a gasolina (NITSCH, 1991). A colocagdo do Brasil entre os
maiores produtores do biocombustivel etanol, seguido pela India e Australia se deve,
principalmente, ao Programa Nacional do Alcool (Proalcool) criado em 1975 (VIEIRA;
LIMA; BRAGA, 2007).

Atualmente no Brasil, a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013)
estima alta na producdo de etanol de 14,94 % na passagem da safra 2012/13 para 2013/14,
decorrente do investimento do pais no desenvolvimento de tecnologias para a indudstria
sucroenergética. Para que haja satisfatoria producdo é levado em conta alguns fatores de
producdo correspondentes principalmente a qualidade da cana-de-aglcar que deve conter
grande quantidade de agucar, e a linhagem de levedura a ser utilizada. A producédo projetada
para 2019 de acordo com o Ministério da Agricultura (BRASIL, 2014) é de 58,8 bilhdes de
litros, mais que o dobro da registrada em 2008.
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2.2 Invertase e suas AplicacGes Biotecnoldgicas

A atividade da invertase foi descoberta em 1828, através da fermentacdo da sacarose
na panificacdo se verificou que a levedura hidrolisava a sacarose em condicdes fermentaveis.
Em 1860 se extraiu de leveduras um precipitado alcodlico, que mais tarde em 1878 foi
nomeado de “enzima” por Wilhelm Kuhne. A fonte principal de invertase é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, que expressa a invertase periplasmatica presente na parede celular
e a intracitoplasmatica no citoplasma da célula (Figura 4), as quais sao essenciais para 0 seu
desempenho e viabilidade celular (BARNETT, 2000; JUNIOR, 2006; VITOLO, 1979).

Figura 4. Localizacdo da invertase periplasmatica e intracitoplasmatica.

Glicose
+
Frutose

Fonte: Junior (2006), modificada.
Nota: Célula de levedura realizando a hidrélise da sacarose em frutose e glicose através da invertase

intracitoplasmatica e da periplasmética. Levedura em brotamento.

A invertase é encontrada em maior quantidade nos microrganismos e nas plantas
(GUIMARAES et al., 2007). A invertase extracelular é mais estavel estruturalmente e
apresentam eficiéncia na hidrolise da sacarose e absor¢do dos nutrientes (KOSCHWANEZ;
FOSTER; MURRAY, 2013; REDDY et al., 1988). A invertase interna é ativada quando ha
repressdo da expressdo da enzima extracelular, que pode ocorrer através da concentracdo de
acucares ou estresses ambientais (WEBER; ROITSCH, 2000). Para obter as enzimas retidas
na célula pode ser realizado o processo de rompimento celular, um dos métodos é através do
eficiente rompimento manual com pérolas de vidro com o auxilio de um agitador de tubos
(MEDEIROS et al., 2008).
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A sacarose é um dissacarideo formado por glicose e frutose ligados por ligacao
glicosidica do tipo o, (1—2), sendo o principal substrato da enzima invertase, posteriormente
a sua hidrolise ocorre a liberacdo de monossacarideos possiveis de serem fermentados para
producdo de alcool, ou até mesmo pode ser aplicado para fins alimenticios como a producao
de xarope de glicose e frutose (agucar invertido) (SAID; PIETRO, 2004).

A formacdo dos monossacarideos pela enzima ocorre no Complexo Enzima-
Substrato, a conformacéo da proteina é favoravel a ligacdo do substrato especifico, as forcas
gue mantém a estrutura proteica da enzima também interagem com o substrato na ligacdo no
sitio ativo da enzima. O resultado da biocatalise (Figura 1- pg. 6) é a formacdo dos
monossacarideos glicose e frutose (BOWSKI et al., 1971; NELSON; COX, 2011).

As invertases apresentam diferentes aplicacdes industriais, podendo ser utilizadas na
elaboracdo de acUcar invertido (xarope de glicose e frutose), adicionados em alimentos e
bebidas devido sua baixa cristalizacdo (SAID; PIETRO, 2004). A sacarose da cana-de-agucar
é facilmente cristalizavel, apds sua hidrolise enzimatica, o potencial de cristalizacdo é
expressivamente reduzido. Esta caracteristica € desejavel na industria alimenticia, podendo
ser utilizado na producdo de confeitos, panificacdo e na formulacdo de cremes e geleias
(NOVAKI et al., 2010). Os métodos para producdo do agucar invertido podem ser a hidrélise
acida e a enzimética. A 4cida devido a grande mudanca de pH e temperatura, gera produtos
altamente coloridos e residuos indesejaveis, que devem ser removidos. Na hidrélise
enzimatica ha baixo teor de cinzas, cor e residuos, apesar de seu maior valor comparado a
acida (RODRIGUES et al., 2000).

Nas industrias sucroenergéticas, as invertases participam ativamente da producao
alcoolica por meio da hidrolise da sacarose, liberando aglcares fermentesciveis, que por sua
vez sdo convertidos a etanol por microrganismos fermentadores (CECCATO-ANTONINI,
2010; SAID; PIETRO, 2004).

De acordo com Silva (2008) a importancia econdmica da invertase nao consiste s6 na
funcdo hidrolitica da enzima, mas também na sua funcéo transferasica, como a producéo de
frutooligossacarideos (FOS). Além da atividade hidrolitica, a invertase possui uma atividade
transferasica em concentracdes acima de 15% de sacarose, podendo ser ideal para a produgéo
de Frutoligossacarideos, agucar de baixas calorias, promove uma série de beneficios a saude
humana, desde a reducdo de colesterol cérico até a sua utilizacdo por diabéticos. O meio de
cultivo da levedura para produgdo de FOS pode ser residuos de usinas sucroenergética como
melago (50% de acucar), na usina parte é utilizada para producédo de etanol, 0 excesso se torna
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um residuo, e ao invés de se tornar um efluente com potencial poluente, ele se torna um meio
barato para sintese de FOS (SILVA, 2008).

A producéo de enzimas microbianas é dada pelo cultivo dos microrganismos em meio
solido ou submerso. Tradicionalmente a producdo é realizada por meio da fermentagédo
submersa, devido sua homogeneidade e facilidade no controle dos parametros de cultivo.
Atualmente, o uso da fermentagdo em estado solido foi ampliada, com a aplicacéo de residuos
agroindustriais, para proporcionar um menor custo da producdo em relacdo ao sistema
submerso, no entanto, inUmeros avancos ainda sdo necessarios para conseguir viabilidade
operacional neste tipo de cultivo (MANPREET et al., 2005).

As invertases comercializadas sdo obtidas pela ruptura da célula S. cerevisiae o que
torna a producdo da enzima de alto custo, dessa forma, diferentes trabalhos estudam a
producdo de invertase buscando baratear o valor final (GOLDBERG, 2008).

Considerando a importancia industrial das S. cerevisiae e de suas invertases, 0
presente trabalho avaliou o crescimento celular e a producédo de invertases por uma linhagem

de S. cerevisiae comercial, amplamente utilizada em usinas sucroenergéticas brasileiras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 O Microrganismo e manutencgéo da linhagem

A linhagem comercial Saccharomyces cerevisiae (CAT-1) foi cedida pela Usina Séo
Fernando Acucar e Alcool, localizada na cidade de Dourados no estado de Mato Grosso do
Sul - MS. A qual foi utilizada neste trabalho, cultivada em tubos de ensaio com 5 mL de meio
inclinado YEPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2% e agar 2%) incubado a
28°C por 48 horas, posteriormente mantidas a 4°C. Visando manter a viabilidade da linhagem
repiques sucessivos a cada 15 dias foram realizados. Os meios de cultura antes de serem

inoculados foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 min.

3.2 Preparo do indculo e fermentagdo submersa

O indculo foi realizado em frasco Erlenmayer de 125 mL contendo 20 mL de meio
YEPD inclinado, mantido na incubadora a 28°C por 48 horas. Posteriormente ao crescimento
microbiano, foi realizado a raspagem da superficie do meio com 30 mL de meio YEPS
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, sacarose 2% e agar 2%), onde 2 mL da suspensdo foi
transferida para cada frasco Erlenmeyer 125 mL contendo 18 mL de YEPS (sem Agar).

A producéo de invertase foi realizada por fermentagdo submersa em 20 mL de meio
YEPS. Todos os cultivos foram incubados a 28°C, em agitacdo orbital de 180 rpm . A cinética
de producédo enzimatica foi realizada em tempos diferentes de cultivo de 0 a 168 horas. Todos

0s ensaios foram realizados em duplicatas.

3.3 Viabilidade celular

A porcentagem de células vivas foi realizada através da coloracdo com azul de
metileno 1% e visualizacdo em microscopio optico. Os frascos Erlenmeyers foram retirados
em seus tempos estabelecidos de cultivo e analisados a partir de 0,5 mL de cultura, 4 mL de
solugéo salina 0,9 % e 0,5 mL de azul de metileno 1%, e observado em 3 campos diferentes
na lamina, em objetiva 40 x do microscépio Optico. Para quantificacdo foi realizada a
contagem das células vivas pelo total de células, para encontrar a porcentagem da viabilidade

celular.
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3.4 Massa celular

Para determinar a biomassa celular (peso imido) foi utilizada uma balanca analitica.
As culturas foram transferidas para tubo de centrifuga de 50 mL, previamente tarado, apds a
centrifugacdo (5 min. a 1066 xg), o sobrenadante contendo o extrato enzimatico extracelular
foi armazenado em falcon de 15 mL no refrigerador a + 4° C para posterior anélise, 0 corpo
de fundo chamado massa celular (enzima intracelular) foi pesado em balanca analitica. Ap6s a
pesagem a biomassa foi lavada com 5 mL de tampéo acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 e foi
novamente centrifugado (5 min. a 1066 xg), descartou o sobrenadante, repetiu 2 X, depois
inseriu 10 mL de tampéo acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 no corpo de fundo, reservou a = 4° C

para posterior analise.

3.5 Atividade Enziméatica

Os acucares redutores foram colorimetricamente quantificados com o método do acido
3,5- dinitrossalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). A atividade de invertase foi
determinada com 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de solucdo tampé&o acetato de sddio
0,1M pH 5,0, contendo sacarose 1% como substrato. Apds 10 minutos a temperatura de 50°C,
a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de DNS. A mistura foi deixada em ebulicdo por
10 minutos e resfriada em banho de gelo, posteriormente foi adicionado 8 mL de agua
destilada. A quantidade de acgucar redutor liberada foi determinada por espectrofotometria a
540 nm, mediante a curva de calibracdo de glicose. Uma unidade de atividade enzimaética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de glicose por minuto de

reacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, a producdo por fermentagdo submersa demonstrou maior
atividade de invertase intracelular em relacdo a invertase extracelular, pela levedura
Saccharomyces cerevisiae (CAT-1). Estudos anteriores relatam a presenca de duas invertases
em Saccharomyces cerevisiae, uma localizada no citoplasma e outra entre a membrana e
parede celular (REDDY et al., 1988). O que confirma os resultados obtidos no presente
trabalho, onde é possivel observar uma reduzida secre¢do de enzima para 0 meio extracelular,
ficando parte da invertase produzida, aderida a célula da levedura. A figura 5 representa a
atividade enzimatica realizada pela invertase nos variados tempos de cultivo (0, 12, 24, 36,

48, 72, 96, 120, 144, 168 horas), € possivel observar a diferenca entre a atividade enzimética
extracelular e a intracelular.

Figura 5: Producéo de invertase em funcdo do tempo de cultivo.
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Fonte: Préprio autor.

Nota: Em meio YEPS a 28°C em agitac&o orbital a 180 rpm.

Legenda: A) Producdo de invertase secretada no caldo fermentativo (extracelular). B) Producdo de
invertase presente na biomassa celular (intracelular).

A maior atividade enzimatica foi de 35,06 U/mL alcancada no tempo de 24 h na
intracelular, apresentando viabilidade e massa celular respectivamente de 93,72 % e 0,5 g. A
atividade externa foi de 2,62 U/mL no tempo de 168 h com viabilidade e massa celular
correspondentes a 6,63% e 0,63 g. Os valores descritos por Shafig, Ali e Ikram-ul-Haq (2002,
2003) para a atividade de invertase foi correspondente a 8,35 U/mL e 12,68 U/mL em 48

horas de incubacédo a 30°C, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae CGA-11 e GCB-
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K5, respectivamente. De acordo com Weber e Roitsch (2000), essa variacdo pode surgir em
decorréncia da repressdo da expressédo da invertase extracelular, que passa a favorecer a
ativacdo da invertase interna. A repressao ocorre devido ao produto formado, glicose e
frutose, sinalizando a ndo necessidade de expressdo da enzima. A invertase externa esta
sujeita a repressdo catabdlica por hexoses, 0 que ndo acontece com a invertase interna.

A maior porcentagem de células vivas foi alcancada até 96 horas de cultivo, depois
houve o declinio da viabilidade (Figura 6). Levando em conta o perfil apresentado, pode ter
ocorrido descontrole osmético, devido 0 meio externo estar mais concentrado do que o
interior da célula, causando a ruptura da célula, ou ainda, a depreciacdo da qualidade
nutricional do meio, acarretando em morte celular.

O aumento da atividade de invertase extracelular em estagios mais tardios de cultivo
(Figura 5. A), provavelmente esta relacionado com a ruptura celular e o extravasamento do

contetido celular para o0 meio de cultivo, e ndo pela secrecdo da enzima pela levedura.

Figura 6: Viabilidade celular em funcéo do tempo de cultivo.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Em meio YEPS a 28°C em agitac&o orbital a 180 rpm.

Apesar da reducdo da viabilidade celular ocorrer posteriormente a 96 horas de cultivo,
ndo foi possivel observar a redugdo de biomassa nos estagios finais de fermentagdo (Figura 7).
A tendéncia de estabilizacdo do valor de biomassa pode ser justificado, pelo acimulo de
compostos de reserva pela levedura em condigdes adversas previamente a morte celular
(CECCATO-ANTONINI, 2010).



Figura 7: Biomassa

celular (massa imida) em funcdo do tempo de cultivo.

Fonte: Proprio autor.
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Nota: Em meio YEPS a 28°C em agitacédo orbital a 180 rpm.
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A tabela 1 abaixo representa resumidamente todos os parametros obtidos da cinética

de crescimento e producdo enzimética pelo cultivo da S. cerevisiae (CAT-1), discutidos

anteriormente no presente trabalho.

Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos na cinética de crescimento e enzimatica.

Tempo Atividade Atividade Viabilidade Massa

Extracelular Intracelular Celular Celular
(horas) (U/mL) (U/mL) (%) (9)
0 0,75 5,02 88,58 0,18
12 0,89 29,94 97,85 0,51
24 0,99 35,06 93,72 0,5
36 1,33 25,3 92,81 0,56
48 1,5 32,72 99,01 0,59
72 1,6 21,46 90,6 0,51
96 2,06 29,27 77,58 0,66
120 2,16 29,43 11,13 0,55
144 2,38 26,8 3,31 0,57
168 2,62 26,88 6,63 0,63

Fonte: Préprio autor.

Nota: Pelo cultivo submerso da linhagem comercial de S.cerevisiae (CAT-1) em meio YEPS a 28°C em

agitacdo orbital a 180 rpm.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos confirmam que a linhagem comercial de Saccharomyces
cerevisiae (CAT-1) apresenta expressiva producdo de invertases intracelular e répido
crescimento em meios contendo sacarose, 0 que faz desta linhagem uma das mais utilizadas
para producdo de etanol no pais. Vale ressaltar que o presente trabalho foi realizado a fim de
comparacdo da linhagem comercial Saccharomyces cerevisiae (CAT-1) com as linhagens que
estdo em fase de estudos pelo nosso grupo de pesquisa, isso se deve ao fato desta levedura ser
amplamente estudada, podendo ser utilizada como padréo fisioldgico adaptado as condicdes

do nosso laboratorio, fato que ressalta a importancia desta monografia.
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