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RESUMO

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a produgdo de enzimas
proteoliticas por Bacillus cereus. As fermentacbes foram conduzidas em
Biorreator Biodesign, com aeragédo de 1vvm, temperatura de 37°C e agitacéo de
400 r.p.m. como parametros fixos. Dois meios diferentes foram utilizados, Meio
Referéncia (MR) e Meio de Proteina de Soja PS60® (MPS1), em experimentos
realizados com 24 horas. Para avaliagdo da produgcédo de complexos
enzimaticos, retirou-se amostras a intervalos de 3 horas para analise de valores
de pH, densidade 6tica e massa seca. A atividade proteolitica, concentragao de
proteina soluvel e agucares redutores, contagem de células viaveis totais e
esporos também foram investigadas. Os resultados demonstraram que ambos os
meios propiciaram condigdes para o 6timo desenvolvimento do B. cereus. Os
resultados também indicam que, embora os dois meios tenham apresentado um
crescimento celular semelhante, o meio composto por proteina de soja propiciou
a obtengdo de um extrato bruto com atividade proteolitica mais elevada. Nas
condigbes de fermentagdo empregadas, o meio MPS1 apresentou em 15 horas
uma atividade enzimatica de 18,7UmL™".h"" .enquanto que o meio MR apresentou
uma atividade proteolitica de 11,8 UmL™".h™.

! Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto
Alegre, (101 p.), maio, 2003.
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ABSTRACT

The present work had the main objective to evaluate the production of
proteolytic enzymes by Bacillus cereus. Cultivations were perfomed on a
Biodesign biorreator, with aeration of 1vvm, temperature of 37°C and 400r.p.m.
stirring as fixed parameters. Two different media were used, the Standard
Medium (MR) and Soy Protein PS60® (MPS1) medium and the experiments
were carried out for 24 hours. For evaluation of the enzyme compound
production, samples were draw each 3 hours to asses pH values, optic density
and dry mass. The proteolytic activity, concentration of soluble protein and
reducing sugar, countings of total viable cells and spores also were
investigated. The results demonstrated that both medium propitiated adequate
conditions for the good development of the B. cereus. The results also indicate
that, although both media have presented a similar cellular growth, the medium
composed with soy protein propitiated a crude extract with higher proteolytic
activity. In the employed fermentation production conditions, medium MPS1
presented in 15 hours enzimatic activity of 18,7UmL™".h"" and the MR medium
presented a protease activity of 11,8UmL".h"".

' Master of Science’s Degree Dissertation in Agricultural and
Environmental Microbiology, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, (101 p.), may, 2003.
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1. INTRODUCAO

As enzimas sao empregadas como agentes modificadores desde o
inicio do desenvolvimento da humanidade. Inicialmente, estas aplicagdes eram
restritas aos alimentos como queijos e bebidas alcodlicas, os quais eram
preparados sob condi¢des que favoreciam o desenvolvimento dos microrganismos
responsaveis pela produgao das enzimas atuantes.

O desenvolvimento da microbiologia e da bioquimica permitiu o gradual
conhecimento a respeito dos mecanismos responsaveis por estas modificacoes.
Este avancgo possibilitou ndo apenas o aprimoramento de processos ja conhecidos
como também levou a utilizagdo de enzimas, isoladas ou ndo, as areas onde nao
eram aplicadas.

As enzimas possuem ampla aplicagdo tecnoldgica, a qual abrange
desde os processos menos refinados como a produgcdo de detergentes até o
estudo visando a sua administracdo como medicamentos destinados ao
tratamento de doengas de origem genética. Estima-se que aproximadamente 75%
das enzimas produzidas sejam de natureza hidrolitica e, deste grupo, a maior
parte sejam proteases.

As proteases sdo utilizadas na industria alimenticia para a producédo de

queijos, como amaciantes de carne, na clarificagdo de cervejas e sucos, na



preparacao de hidrolizados proteicos de soja com caracteristicas nutricionais e de
solubilidade mais adequadas.

Na industria farmacéutica, as proteases sdo encontradas em medicamentos
empregados como auxiliares digestivos e naqueles destinados ao tratamento de
ferimentos com escleroproteinas (elastase, colagenase, queratinase). Suas
aplicagdes incluem também o curtimento de couro, como detergentes bioldgicos, o
tratamento de material téxtil, a produgcdo de colas liquidas e de peptonas para
meios de cultura.

Devido a importancia biotecnolégica das enzimas proteoliticas, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgéo de proteases por Bacillus
cereus. As condigdes de cultivo deste microrganismo foram anteriormente
avaliadas estabelecendo-se os parametros adequados para o seu crescimento.
O desenvolvimento de B. cereus em biorreator foi realizado utilizando-se dois
diferentes meios de cultura, sendo o primeiro composto por proteina de soja
PS60® (meio MPS1) e o segundo por peptona de soja e caseina (meio MR ).

A avaliacao da sintese de proteases dos dois meios foi realizada através
da hidrdlize de azocaseina das amostras coletadas dos ensaios. Esta analise teve
como objetivo a selegdo, no caso de diferenga significativa, do meio de cultura

mais adequado para a sua producao.



2. OBJETIVO

Avaliar a producao de proteases por Bacillus cereus.
2.1 Objetivos Especificos

Analisar as condicdes de crescimento e sintese de enzimas nos meios
de cultura empregados na produgao.

Selecionar o meio mais adequado para a producao de proteases.

Estabelecer o intervalo mais adequado para a produgao de proteases.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bacillus cereus

O Bacillus cereus é um bastonete gram-positivo com 1,0-1,2um de
largura e 3-5um de comprimento, mével, com flagelos peritriqueos. Tende a se
dispor em cadeias, que possuem diferentes graus de estabilidade; apresenta
grandes colénias irregulares, rugosas, brancas e de odor caracteristico. E
aerobico facultativo, heterotrofico, ndo necessita de vitaminas, mas requer
diferentes aminoacidos para o desenvolvimento; esta necessidade varia de acordo
com as cepas e a temperatura 6tima de crescimento esta em torno de 35°C.

Forma enddsporos na posigao central da célula (Sneath et al., 1986).

3.2 Importancia Industrial

3.2.1 Contaminagé&o por B. cereus:

Os enddsporos sao responsaveis pela disseminacdo de B.cereus no
ambiente. Sua alta resisténcia ao aquecimento, falta de umidade e demais
agentes externos permite ao bacilo manter-se viavel sob esta forma durante
longos periodos. Esta capacidade colabora, inclusive, para a presenca da bactéria

como contaminante em alimentos (Lund et al., 1999).



Inicialmente poucos estudos foram dedicados ao B. cereus em relagao a
sua importancia clinica, sendo o microrganismo qualificado apenas como um
contaminante. Entretanto, sucessivos estudos comprovaram a sua
patogenocidade levando o B. cereus a constar entre os microrganismos
pesquisados como patdogenos no controle de qualidade de medicamentos
(administrados via oral e intramamaria) e alimentos, ao lado de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e outros (F. BRAS. IV).

A associacao entre B. cereus e intoxicacbes alimentares conduziu
diversos pesquisadores a realizarem estudos especificos a respeito da resisténcia
do microrganismo e seus esporos frente a condigdes encontradas no meio
industrial. A eficacia de determinados sanitizantes na remoc¢ao de biofilmes (Peng
et al., 2002), influéncia do pH e temperatura de armazenagem na preservagao de
alimentos minimamente processados (Valero et al., 2002) e o efeito preservante
de reconhecidos aditivos alimentares como os lactatos de sddio e calcio (Aran et
al., 2001) séo exemplos de trabalhos relacionados ao assunto.

Os principais parametros encontrados em alimentos e que podem
modificar a resisténcia dos esporos sdo: pH, temperatura de armazenamento,
temperatura de esporulagdo, atividade de agua e concentragcdo de sais
(principalmente cloreto de sddio). A concentragdo de NaCl parece ser o fator que
apresenta menor influéncia sobre esporos, de acordo com Leguerinel et al. (2000).
Em relacédo a temperatura de esporulacédo nao existe, de acordo com Gonzalez et
al. (1999), um consenso em relag&o ao seu efeito, embora a maioria dos trabalhos
realizados indiquem que temperaturas mais elevadas acarretam em aumento da

resisténcia térmica dos esporos.



O pH é o pardmetro mais influente, sendo reconhecido que o aumento
da acidez do meio leva a reducao da termorresisténcia. Diversos trabalhos foram
realizados, buscando-se analisar a influéncia do pH do meio de germinagao sobre
os esporos (Gonzéles et al.,, 1996), o efeito sobre temperatura de esporulagao
(Couvert et al.,, 1999) e a acao de diferentes acidos orgéanicos sobre inativagédo
térmica (Leguerinel et al., 2001). Também foi estudada sua influéncia sobre o
crescimento quando combinada a gradientes de NaCl (Peters et al.,, 1991) e
presenca de etanol (Lanciotti et al., 2001).

Na busca por métodos de controle microbiolégico menos agressivos
para serem aplicados a industria Raso et al. (1998) investigou o influéncia da
pressao hidrostatica sobre a viabilidade dos esporos. O estimulo a germinagao
promovido pelo uso da pressdo hidrostatica torna mais eficaz processos de
inativagcao de esporos, permitindo que sejam aplicados processos sob condigbes

mais brandas.

3.2.2 Utilizagcdo como Probiotico
Apesar da reconhecida patogenocidade de B. cereus, algumas cepas
sao utilizadas como na industria de medicamentos como probidticos. Probidticos
sao preparagdes de culturas de microrganismos viaveis que administradas a um
hospedeiro, promovem efeitos benéficos sobre a microflora.
Existem varios trabalhos a respeito da atuacdo dos probidticos compostos
por B. cereus (Turnes et al., 1999; Jadamus et al., 2002; Baum et al., 2002). A
producdo de antibidticos ou supressdo competitiva da flora patogénica sao

mecanismos propostos para a atuagdo do microrganismo. As cepas B. cereus var.



toyoi e B. cereus G sao encontradas no mercado farmacéutico como
medicamentos (Biovicerin®, CenBiot®).

3.3 Importancia Clinica e Toxinas Produzidas

A intoxicagcdo por B. cereus manifesta-se principalmente através de
gastrenterites, as quais s&o adquiridas através de alimentos contaminados.

Segundo Kotiranta et al. (2000) as principais toxinas produzidas por
cepas Vvirulentas dividem-se em quatro grupos: hemolisinas (cereolisina,
esfingomielinase e hemolisina Il), enterotoxinas, toxina emética (cereulida) e
fosfolipases C  (fosfatidilinosotol  hidrolase,  fosfatidilcolina  hidrolase,
esfingomielinase).

Atualmente, sdo conhecidas cinco enterotoxinas, as quais sao
associadas a diarréia. Trés toxinas possuem apenas uma cadeia peptidica:
citoxina K (citK), enterotoxina T (BCET) e enterotoxina FM (EntFM). As outras duas
sdo compostas complexos protéicos triplos: HBL e NHE (Choma et al., 2002).

Um estudo realizado com CytK demonstrou que a toxina é altamente
citotoxica em ensaios com células epiteliais intestinais, sendo a mesma isolada de
casos de enterites necroticas (Hardy et al., 2001). Por outro lado, a enterotoxina T
nao esta ainda comprovadamente associada a intoxicagdes alimentares (Choma
et al., 2002).

A sintese de toxinas associadas a diarreia € realizada na fase
logaritmica de crescimento celular (Fermanian et al., 1996). Por n&o apresentar
estabilidade, a intoxicagdo ocorre por ingestdo de esporos e sua germinagéo no

intestino do hospedeiro, com formacao in situ da toxina.



Dos quatro grupos citados por Kotiranta et al. (2000), possivelmente a
cereulida € a mais visada devido a sua alta patogenocidade. A toxina, formada por
doze aminoacidos ciclicos e complexada com ion potassio (Isobe et al., 1995),
esta associada a émese em macacos rhesus (Shinagawa et al., 1995) e a danos
em hepatdcitos de cobaias. Casos relatados de infecgbes fatais devido ao
comprometimento hepatico relacionam a cereulida como um dos fatores
envolvidos.

A cereulida é altamente termoestavel, sendo produzida na fase
estacionaria do crescimento celular. Embora Andersson et al. (1998) tenha
associado a produgéo de toxinas a presenca de esporos, Finlay et al. (2002) nao
confirmou tal correlagdo. Este autor, entretanto, verificou que a sua producao esta
relacionada a oxigenag¢ao do meio de cultura.

Também foi verificada a producédo de cereulida em diversos alimentos
(Agata et al., 2002), onde foi comprovada a sua sintese em altas concentracoes
nos alimentos farinaceos. Em outro estudo, Finlay et al. (2002) constatou que a
temperatura de 15°C favoreceu a sua produgcdo em comparacao a temperaturas
mais elevadas.

Apesar das intoxicagdes alimentares serem a forma mais comum de
patogenicidade de B. cereus, existem trabalhos que relatam infecgcbes em
pacientes imunodeprimidos e em pods-operatoério, bem como queratites

relacionadas a lentes de contato (Pinna et al., 2001).



3.4 Enzimas Isoladas de B. cereus

Diversas enzimas foram identificadas e isoladas de B. cereus. Entre
elas, encontram-se amilases e beta-lactamases (Asano et al., 1996), chitosanases
(Kurakake et al., 2000), exoquitinase (Wang et al., 2001). Varias proteases
também foram obtidas: camelisina (uma metaloprotease ligada a parede celular)
(Fricke et al., 2001), metaloprotease neutra (Sierecka et al, 1998), colagenases

(Lund et al., 1999; Makinen et al., 1987) e enzimas similares a tripsina.

3.5 Cultivo de B. cereus

O cultivo de B. cereus em biorreator foi realizado por Silva (2001) que
otimizou as condi¢des de crescimento de duas linhagens industriais empregadas
como probidticos. Este autor constatou que, entre os meios de cultura utilizados,
os meios constituidos por proteina de soja (PS60®) e por peptona de caseina e
soja (TSB) demonstraram ser adequados para a produgao do microrganismo.

Os resultados de Silva (2001) também demonstram que ambos os
meios no decorrer dos experimentos passam a apresentar valores de pH alcalinos.
A alcalinizagcdo € decorrente do consumo de proteinas indicando, portanto, a
capacidade de sintese de proteases pelo microrganismo. Devido ao interesse
biotecnoldgico das enzimas proteoliticas, € interessante avaliar o B. cereus quanto
a producgéao de proteases, uma vez que as condi¢gdes de cultivo do bacilo ja foram

estabelecidas.
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3.6 Proteases Como Fatores de Viruléncia

As enzimas proteoliticas envolvidas na patogénese pertencem a familia
das metalo-proteases, sendo responsaveis por uma série de danos ao tecido do
hospedeiro, como necrose, hemorragia e hemdlise. Esta ampla faixa de efeitos é
consequéncia da baixa especifidade das enzimas pelo sitio de atuacao (Miyoshi et
al., 2000)

A participagcdo de proteases com espectro de acdo mais estreito
também é reconhecida em diversos casos como, por exemplo, as toxinas de
Bacillus anthracis, Clostridium tetani e C. botulinum (Rossetto et al., 2000). Nestes
microrganismos, as neurotoxinas realizam a clivagem de proteinas especificas nos
neurdnios pré-sinapticos, impedindo a liberacdo dos neuotransmisores.

O emprego de inibidores proteoliticos como agentes terapéuticos no
tratamento de pacientes é levantada como um novo foco na pesquisa de futuros
agentes quimioterapicos (Travis et al., 1995).

No B. cereus, além das toxinas eméticas e diarréicas, pode haver a
participagao de outras proteinas no processo de infecgdo, como as varias enzimas
proteoliticas isoladas deste microrganismo. Lund et al. (1999) realizaram o
isolamento de uma metalo-protease com atividade sobre colageno, a qual era
componente da enterotoxina Nhe.

Sierecka et al. (1998) e Fricke et al. (2001) também realizaram o
isolamento de uma protease neutra e de uma metalo-protease, respectivamente.
Embora a relagdo entre as enzimas e fatores patogénicos nédo esteja diretamente

comprovada, foi constatado a atividade sobre albumina e hemoglobina por
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Sierecka et al. (1998) e sobre colageno, fibrina, fibrinogénio e a2-antiplasmina por

Fricke et al. (2001).

3.7 Proteases

As proteases, também denominadas de proteinases ou peptidases, sao
enzimas que atuam sobre proteinas, clivando-as a aminoacidos ou peptideos. Sua
classificagao foi bastante dificultada devido a falta de especificidade por substratos
definidos, ndo sendo inicialmente possivel realiza-la de modo sistematico. As
denominag¢des foram primeiramente baseadas na fonte de origem, como por
exemplo, papaina, tripsina, pepsina e subtilisina. Também foram utilizadas as
denominagdes "exo" ou "endoproteases", de acordo com localizagdo na célula
produtora (Reed et al., 1966).

A classificagcao foi ainda mais dificultada pelo fato de existirem enzimas
que além da acdo proteolitica possuem atividades adicionais. A peptidase D-
alcalina, produzida por B. cereus, possui uma atividade beta-lactamica levando-a a
inativar antibiéticos como amoxicilina e ampicilina.

As proteases microbianas sdo mais dificeis de estudar, devido a sua
menor especificidade em relagdo as enzimas de origem vegetal e animal. Por este
motivo, a sua classificacdo foi realizada inicialmente baseando-se no
microrganismo de origem (bactérias, leveduras, fungos filamentosos) e em suas
caracteristicas  fisico-quimicas (pH de atividade ¢&tima, estabilidade
térmica)(Torrome et al., 1980).

Atualmente, sdo conhecidos quatro diferentes mecanismos de catélise

que permitem a divisdo das proteases em seis familias: 1. serina proteases | e |,
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2. cisteina protease, 3. aspartato protease e 4. metalo-proteases | e Il. Esta
divisao se reflete nos substratos utilizados e nos agentes inibidores atuantes nas
diversas classes (Neurath H., 1996).

As proteases de serina, cisteina e aspartato recebem estes nomes
devido aos aminoacidos presentes no sitio catalitico e que atuam como nucledfilos
na hidrolise protéica. As metalo-proteases atuam de maneira semelhante, mas o
jon (Zn**, Ca®* e Mn?") é necessario para ativar uma determinada carbonila de
amida presente no sitio ativo (Espada, 1997). As aspartato proteases por
possuirem grupos carboxilicos em seus centros ativos sédo ativas apenas em pH
inferior a 5, sendo por isto também chamadas de proteases acidas (Torrome et al.,
1980).

As familas de serina proteases | e Il sdo encontradas em organismos
superiores e microrganismos, respectivamente e os centros ativos das duas
familias possuem os mesmos aminoacidos que sao asparagina, serina e histidina.
A diferenga encontra-se nas sequéncias de aminoacidos e no arranjo terciario nas
regides ao redor do centro de catalise (Neurath et al.,1996).

As enzimas secretadas (exoenzimas) apresentam maior interesse
biotecnologico, pois a sua extragdo e purificagdo sao menos complexas e
onerosas. E comum a sua utilizacdo sob a forma de extratos ou mesmo a adi¢ao
do microrganismo produtor da protease diretamente no produto a ser
transformado.

A relevancia econOmica das proteases em processo industriais de
processamento de alimentos, de producdo de medicamentos, de detergentes e na

biorremediacédo (Godfrey et al., 1996) incentiva a pesquisa por novos complexos
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de enzimas (Rozs et al., 2001) bem como o estudo de processos para o
aprimoramento de sua producao (Kanekar et al.,2002).

As enzimas de importancia econbmica como a papaina e a pepsina
podem ser obtidas de organismos superiores; entretanto, as enzimas de origem
microbiologica principalmente do género Bacillus sp. sdo as que despertam maior

interesse comercial.

3.8. Proteases em Bacillus sp.

A identificagdo de proteases neste género tem sido realizada ha varias
décadas (May et al., 1968; Feder et al., 1971). As enzimas proteoliticas sao
encontradas em outros microrganismos, como Aspergillus sp., mas o género
Bacillus sp. é considerado o mais importante em termos de produtores de enzimas
proteoliticas de interesse industrial (Kumar et al., 1999).

Conforme pode ser visto na tabela 1, o numero de espécies de Bacillus
sp. produtores de enzimas é elevado, mas os principais produtores pertencem ao
grupo de B. subtilis: B. licheniformis, B. amyloliquefaciens e o proprio B. subtilis.

As quantidades de enzimas produzidas variam de acordo com as
caracterisitcas fisioldogicas do microrganismo e com as condigdes do meio de
cultura, do substrato e do pH. Os efeitos dos diferentes substratos sdo bastante
estudados na selecao de linhagens com potencial proteolitico sendo que, sob a
influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, apresentam resultados

divergentes de acordo com as condi¢des do experimento.
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Tabela 1: Linhagens de Bacillus sp. descritas na literatura como produtores de

enzimas proteoliticas.

Bacillus sp. Referéncia
Bacillus alcalophilus a
B. alcalophilus a
B. alcalophylus Kanekar et al. (2002)
B. alcalophilus subesp. halodurans KP 1239 a
B. amyloliquefaciens a

B.cereus

. cereus

cereus

. Ccirculans

clausii

coagulans
coagulans PB-77
firmus

horikoshii.
intermedius

lentus

. liqueniformis

. licheniformis
mojavensis
proteolyticus
pseudofirmus
pumilus

. sphaericus

. stearothermophilus
. Subtilis

. subtilis var. amylosacchariticus
. thuringiensis
Bacillus sp. Ya-B
Bacillus sp. NKS-21
Bacillus sp. B21-2
Bacillus sp. Y
Bacillus sp. CW-1121
Bacillus sp. KSM-K16
Bacillus sp. MK5-6

clcvleloRoRuivlvloReRolclvlel-ReRole vl

Sierecka et al. (1998)
Lund et al. (1999)
Fricke et al. (2001)

a

Christiansen et al. (2002)
a

a

a

Joo et al. (2002)

a

a

a

Rozs et al. (2001)

Beg et al. (2002)

a

Gessesse et al. (2002)
a

a

Kim et al. (2002)

a

DYDY ODYODODDOYDO®DD

a: adaptado de Kumar et al. (1999).
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A influéncia da glicose e de outros agucares € um dos fatores mais
estudados na caracterizagdo e isolamento de proteases ( Kanekar et al., 2002;
Gessesse et al., 2002; Chu et al., 1992; Hanlon et al., 1981) e dados muitas vezes
contraditérios sado reportados.

Em experimentos realizados por Kanekar et al. (2002) e Joo et al.
(2002) verificou-se que a adi¢cao de diferentes carboidratos como a glicose e a
lactose provocam reducéo na atividade proteolitica em meios suplementados com
fontes de nitrogénio organico.

De maneira oposta, a adicdo de lactose, de sacarose e de glicose por
Banerjee et al. (1999) e de amido por Chu et al. (1992) permitiu um aumento na
atividade enzimatica em meios compostos por farinha de soja. Resultado
semelhante foi obtido por Gessesse et al. (2002) onde foi constatado aumento de
quase 100% apos a adigéao de glicose a um meio composto por penas de aves.

Estes dados aparentemente contraditérios sdo resultado de ensaios
realizados em agitador orbital sem avaliacdo adequada de nutrientes. Trabalhos
realizados sob condi¢des controladas de concentragdo de glicose demonstraram
adequadamente a sua influéncia.

Hanlon et al. (1981) verificou que uma concentragao de glicose entre 0,01 e
0,05M promoveu aumento da atividade enzimatica, enquanto que concentracdes
fora desta faixa resultaram em sua queda. Possivelmente concentragdes inferiores
de glicose sao insuficientes para permitir o crescimento celular. Neste mesmo
trabalho também foi demonstrado que a adigdo de glicose apds o consumo quase
total do substrato no meio provocou aumento na atividade enzimatica, enquanto

que a adicdo da glicose na concentragao total desde o inicio resultou em sua
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redugdo. Beg et al (2002) obtiveram resultados semelhantes com adi¢cao de
glicose e casaminoacidos apdés o crescimento celular ter atingido a fase
estacionaria.

As caracteristicas da fonte protéica sao fundamentais para a atividade,
sendo a farinha de soja uma das fontes de nitrogénio organico mais estudadas
devido ao seu baixo custo. Esta matéria-prima também apresenta resultados
divergentes a respeito de sua influéncia.

Banerjee et al. (1999) também demonstraram a influéncia de diferentes
fontes protéicas sobre a produgao enzimatica, onde a indugéo por farinha de soja
foi dez vezes superior a indugdo por peptona. Beg et al. (2002), ao contrario,
relata que farinha de soja é um fraco indutor para Bacillus mojavensis, obtendo
maior atividade enzimatica com a utilizacdo de caseina e casaminoacidos.

Kanekar et al. (2002) verificou que para B. alcalophylus a matéria-prima
composta por soja apresentou atividade intermediaria, sendo ela superior a da
caseina e inferior a da gelatina enquanto que Joo et al. (2002) constatou que a
combinacdo de farinha de soja e peptona de caseina favoreceu a produgao
enzimatica em B. horikoshii.

Outras fontes protéicas alternativas também sao estudadas. Gessesse
et al. (2002) verificou a atividade em um meio composto de penas de frango
enquanto Ellouz et al. (2001), trabalhando com residuos da industria pesqueira,
constatou-se que a matéria-prima com menor teor protéico e maior teor lipidico
produziu maior atividade.

A influéncia de diferentes fontes de nitrogénio inorgéanico como cloreto

de amdnio também é pesquisada. A redugéo na produgao de proteases pelos ions
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amonio foi constatada por diversos pesquisadores (Hanlon, et al., 1981; Chu et
al.,1992; Beg et al.,2002).

O efeito do pH sobre a producdo enzimatica é relativamente pouco
estudada em relagdo a parametros como fontes de carbono e nitrogénio. A
selecdo de linhagens produtoras ou a otimizacdo de sua producdo sem a
presenca de um sistema tamponante foi realizada por Gessesse et al. (2002),
Rozs et al. (2001), Ellouz et al. (2001) e Johnvesly et al. (2001).

Outros trabalhos em agitador orbital descritos na literatura foram
conduzidos com meios tamponados (Beg et al., 2002; Chu et al., 1992; Kanekar et
al.,2002; Hanlon et al. 1981) ou na presenga de sais (como fosfato de sdédio
monobasico) que dificultavam a acidificacdo do meio (Kim et al. 2002, Banerjee et

al. 1999; Mehrotra et al., 1999).

3.9. Regulacédo da Producdo de Proteases

A sintese de proteases esta submetida a um rigido controle génico. O
modelo mais estudado é o gene aprE, o qual codifica a protease subtilisina do
Bacillus subtilis. Este bacilo produz diversas proteases, mas trés estdo presentes
em maior quantidade (aprE, nprE e epr) e, destas, a enzima subtilisina é a mais
estudada (He et al., 1991).

O mecanismo de esporulacado € ativado quando o meio passa a exibir
condigdes insatisfatérias de desenvolvimento como a deplecdo de nutrientes,
desencadeando um processo em cascata que culmina com a fosforilagao do fator

SpoOA. O fator SpoOA fosforilado atua sobre o repressor AbrB o qual por sua vez

17



18

libera o gene aprE, permitindo a transcrigdo da protease subtilisina (Strauch apud
Christiansen et al., 2002).

O aprE é regulado por diversos genes (prtR, sacQ, sacU, sacV) além
dos genes diretamente envolvidos no processo de esporulagdo como o spoOA. O
sistema de regulagédo através deste mecanismo vincula a producdo da protease
ao processo de esporulacéo (He et al., 1991).

Por este motivo, condigdes de cultivo que fornecam excesso de
substratos como carboidratos podem apresentar baixa producdo de proteases,
pois as condicdes de desenvolvimento sao satisfatorias.

Nos ensaios a sintese de proteases geralmente é verificada no estagio
final da fase exponencial ou mesmo apds a entrada na fase estacionaria (Hanlon
et al.,, 1981). Conforme constatou Christiansen et al. (2002) o surgimento da
atividade enzimatica € acompanhado pelo aumento na concentracdo de RNA
ribossémico. Este fato indica um aumento na transcrigdo e trasndugao dos genes
envolvidos na sintese de enzimas proteoliticas.

Por outro lado, Chu et al. (1992) constatou a produgcdo de enzima
apenas no final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria. Apos ter atingido
um apice de atividade, foi observada a sua queda em poucas horas. As razoes
envolvidas nesta queda levantadas pelo autor foram desnaturagdo, autdlise e
desnaturagdo provocada por outras proteases. A constatacdo de que os
sobrenadantes armazenados com células possuiam uma meia-vida menor do que
o extrato livre levaram a hipdtese de liberagdo de inibidores pelas células

presentes no meio.
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Beg et al. (2002) obteve maior atividade mediante a adi¢gao de glicose e
casaminoacidos apos o término da fase log, discriminando a fase de crescimento
celular da fase e de produgdo. O fornecimento de glicose propiciou um aumento
na biomassa enquanto que o fornecimento de casaminoacidos algumas horas
apo6s estimulou a produgéo enzimatica.

A concentracdo de enzimas produzidas também é consequéncia da
biomassa presente (Beg et al., 2002). Porém, as condi¢gdes que favorecem o
crescimento celular (abundancia de nutrientes) sao opostas as condigbes que
ativam a esporulagao e, por consequéncia, a sintese de proteases.

De maneira oposta, a alteracdo de condigdes do meio pode acarretar
em redugdo na atividade proteolitica sem necessariamente reduzir a biomassa.
Isto foi constatado por Chu et al. (1992) onde o aumento da concentragao de ions
amoénio e reducdo na concentracdo de amido levaram a queda na sintese de
proteases embora a biomassa tenha permanecido constante.

Hanlon et al. (1981) também demonstrou que meios com excesso de
cloreto de amdnio apresentaram reducédo de atividade em relagdo a meios com
excesso de glicose embora ambos os substrato tenham fornecido biomassa

semelhante.
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4. MATERIAIS E METODOS

A conducgao dos ensaios em biorreator e as determinagdes fisico-quimicas e
microbiologicas destes ensaios foram realizados no Laboratorio de Tecnologia

Bioquimica da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.1 Obtencao e Manutenc&o do Microrganismo Utilizado

O microrganismo utilizado nas fermentacdes, Bacillus cereus, foi obtido de
esporos conservados em microesferas de silica. A partir da obtencdo de coldnias
isoladas, realizou-se coloracdo de Gram e motilidade para verificacdo de
contaminacdo, com posterior inoculacdo em caldo BHI. Apdés o crescimento, foi
adicionada glicerina estéril ao meio, procedendo-se o seu fracionamento em tubos de
microcentrifuga estéreis. Este material foi mantido sob refrigeragdo e denominado de
"cultura estoque".

Da cultura-estoque foram semeadas subculturas em placas de agar nutritivo
e incubadas a 30°C para a obtencao de colbnias isoladas. Com as coldnias realizou-se
microscopia com coloracdo de Gram e a fresco para confirmacdo da pureza e
viabilidade do Bacillus cereus. Estas colénias foram utilizadas para inoculacdo do pré-
indculo. Apds armazenagem de 20 dias a 4°C, as colbnias foram repicadas para uma

segunda placa de agar nutritivo, a qual foi mantida pelo mesmo periodo.



4.2 ldentificagao do Microrganismo

A partir da placa de agar nutritivo contendo a col6nia pura realizou-se as
provas bioquimicas para identificagdo da amostra (tabela 2). Foram realizadas as
provas para metabolismo aerdbico/anaerobico (Meio OF), catalase, fenilalanina, ensaio
de Voges-Proskauer, indol, amido, segundo MacFaddin (2000). Além destes ensaios,
foram realizadas provas para o metabolismo de tirosina, lactose, maltose, sacarose,
trealose e lecitina, segundo Sneath et al. (1986). De acordo com os resultados

procedeu-se a identificacdo do bacilo conforme a bibliografia

(MacFaddin, 2000; Sneath et al., 1986).
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recomendada

TABELA 2: Provas bioquimicas realizadas para identificacdo do Bacillus cereus

Prova Bioquimica Resultado Referéncia
Morfologia/Coloragao de Gram + a
Esporos + a
Metabolismo Aerébico/Anaerdbico + a
Catalase + a
Fenilalanina - a
Voges-Proskauer + a
Indol - a
Hidrdlise de Amido + a
Desenvolvimento a40°C + b
Tirosina + b
Lactose - b
Lecitina + b
Maltose + b
Trealose + b

a: Prova bioquimica realizada segundo MacFaddin (2000)
b: Prova bioquimica realizada segundo Sneath et al. (1986)
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4.3 Matérias-primas Utilizadas

22

O meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth) utilizado por Silva (2001) e que

demonstrou ser adequado para o cultivo de B. cereus foi, neste trabalho, denominado

meio de Referéncia (meio MR), sendo formulado com peptona de caseina e de soja

(Biobras®) conforme a tabela 3.

TABELA 3: Composi¢ao do Meio Referéncia

Constituinte

Concentracdo (g.L™")

Peptona de caseina
Peptona de Soja
Glicose

NaCl

NayHPO,4

H,O dest.

17,0
3,0
2,5
50
2,5
1000mL

FONTE: Microbiology Manual Merck (2000)

As fontes protéicas utilizadas foram a denominada PS60®, produzida pela

empresa Olvebra e a Samprosoy90®, produzida pela Bunge Alimentos. A matéria-prima

PS60° é obtida através da desidratagdo em "spray drier" da proteina apos a extragao

do 6leo da soja. A composigdo do meio formulado com 30gL™ de proteina PS60°

(MPS1) é fornecida na tabela 4.

TABELA 4: Composigao do meio de proteina de soja MPS1

Constituinte

Concentragao (g.L™")

Umidade
Proteinas
Lipideos
Cinzas
Fibras
Carboidratos
H,O dest.

1,8
18,0
0,4
2,3
0,4
71
1000mL

FONTE: Olvebra S. A.
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A matéria-prima samprosoy90® passa, apos a extracido do oleo, por uma
etapa adicional para remog¢do de glicideos redutores, sendo ao final também

desidratada em "spray drier". A composic¢ao € fornecida na tabela 5:

TABELA 5: Composicdo da proteina de soja Samprosoy90°.

Constituinte Concentragao (g%)
Proteina-base seca 92,0
Acucares "tracos"
Carboidratos 3,54
Fibras soluveis 3,38
Lipideos totais 0,4-1,57
Sadio 0,45-1,20
Magnésio 0,03-0,30
Zinco (mg) 2,0
Cobre (mg) 3,0
Ferro 0,020
Célcio 0,02-0,50

FONTE: Bunge Alimentos

4.4 Parametros de Fermentacdao
Os parametros utilizados foram baseados nas condicbes de cultivo de B.
cereus otimizadas por Silva (2001). Devido a dificuldade na manutencdo da

temperatura, os experimentos em biorreator foram conduzidos a 37°C.

4.4.1 Temperatura

A temperatura do meio de cultura foi regulada para 37°C diretamente no
biorreator com o auxilio de um termémetro. O aquecimento do meio foi realizado
mediante o acoplamento a um banho de agua mantido a 50°C, o qual realizava o prévio

aquecimento da agua antes de sua passagem pelo sistema de troca de calor do
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biorreator. A manutencao da temperatura adequada era realizada pelo termostato do

proprio biorreator.

4.4.2 Agitacao
A agitacdo do biorreator foi mantida em 200 r.p.m. durante o periodo de
homogeneizagcdo do meio. Apds o inicio do bioprocesso, a agitagao foi regulada para

400 r.p.m. e assim mantida até o final do ensaio.

4.4.3 Espuma
O controle de espuma foi realizado através da adigdo de 10 gotas de silicone

DC Q2-3255% aos meios de cultura.

4.4.4 Volume
O volume de meio preparado para cada ensaio foi de 7L, sendo este volume

considerado como padrao para regulagem da aeragao do bioprocesso.

4.4.5 Aeragao

A aeracao do biorreator foi regulada para 1vvm, sendo o volume de injegao
de ar mantido durante todo o processo. A injecao de ar foi realizada mediante a
utilizagdo de uma bomba de ar, com filtragem prévia do ar por um filtro de particulas
seguindo-se a passagem por um filtro esterilizante. Este segundo filtro era composto
por 1& de vidro previamente desinfetada em HCI 0,1M, seguida de esterilizacao
juntamente com o biorreator. Ao final de cada ensaio, o material era descartado e

substituido por um novo material filtrante.
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A aeragcdo é um pardmetro fundamental na conducdo de um processo
fermentativo sendo que, ao contrario do demais nutrientes, o oxigénio possui uma
solubilidade muito baixa. A concentragdo de oxigénio dissolvido a saturagdo em agua a
uma temperatura de 37°C e 1atm de pressdo com a injecdo de ar atmosférico &
6,71mgOz.L'1 (Teixeira, 1984).

O volume de trabalho no biorreator é de 7L sendo aplicada ao mesmo
uma aeracgao de 1v.v.m. Como o teor de oxigénio atmosférico € de 21% (Netto,
1999), ao meio foi injetado 0,21v.v.m. de oxigénio sendo de 1,47L o seu volume
total injetado no biorreator a cada minuto.

Apesar de ser conhecido o volume tedrico de oxigénio fornecido ao
biorreator a sua concentracdo nado o é, pois a solubilidade do oxigénio é
influenciada pela composi¢cao do meio de cultura, pressao do sistema, temperatura
e agitacao (Netto, 1999).

A concentragdo de oxigénio dissolvido deve ser avaliada diretamente
nos dois meios de cultura utilizados sob as condicbes empregadas nas
fermentagbes (1v.v.m., 400r.p.m., 37°C). A determinacdo pode ser realizada
através do método de Winkler, o qual baseia-se na oxidagdo do maganés reduzido
pelo oxigénio dissolvido (Teixeira, 1984). Esta avaliagdo € fundamental para

trabalhos posteriores de escalonamento.

4.5 Selecdo do Meio de Proteina de Soja
A avaliacao foi realizada com a preparacao de erlenmeyers de 125mL tendo
25mL de meio de cultura. Os meios foram preparados contendo concentragdes

crescentes de proteina de soja PS60® e Samprosoy90°® de 6, 12 e 18g/L. Os meios de

25



26

cultura, preparados em triplicata, foram inoculados e incubados a 37°C durante 24
horas com agitagdo de 170 r.p.m. Ao término do periodo, realizou-se imediatamente a
determinagdo da atividade enzimatica para selegédo da proteina de soja para os ensaios

em biorreator (figura 1).

4.6 Ensaios em Biorreator

4.6.1 Preparacgao do Pré-inéculo

O pré-in6culo foi preparado semeando-se o isolado obtido da placa de
cultura estoque em 10mL de caldo nutritivo (figura 1). O tubo inoculado foi incubado em
estufa a 30°C por 24 horas e, apds o crescimento, fez-se a avaliagdo da cultura por

microscopia através de coloragéo de Gram e a fresco.

4.6.2 Preparacao do In6culo para o Biorreator

O in6culo de B. cereus foi produzido em erlenmeyer de 500mL, com um
volume de 100mL de caldo nutritivo, conforme tabela 6. O meio, apds ser semeado
com o pré-inoculo, foi mantido em agitacédo de 150 r.p.m. por um periodo de 2 horas.
Apos esse periodo, o inéculo foi mantido em repouso por um periodo de 24 horas a
temperatura de 25°C (figura 1). Para inoculagédo do biorreator, o volume do erlenmeyer
foi transferido para um frasco de centrifuga de capacidade nominal de 500mL e
centrifugado a 2000r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado,
ressuspendendo-se o precipitado em 20mL de caldo nutritivo. Esta suspensao foi
inoculada imediatamente no biorreator (figura 1) com o auxilio de uma seringa de

capacidade nominal de 20mL. Ap6és um periodo de homogeneizagdo de 10 minutos,

26



27

procedeu-se a coleta de um volume de 20mL, sendo esta aliquota denominada como

hora inicial (Oh), sendo a mesma considerada como o inicio do bioprocesso

TABELA 6 Composigao do Caldo Nutritivo de Indculo

Constituinte Concentracao (g.L'1)
Peptona de Soja 10,0
Extrato de Carne 3,0

Agua dest. 1.000mL

4.6.3 Preparacédo do Meio Referéncia

Os constituintes do meio referéncia foram pesados e dissolvidos
individualmente em agua destilada. Apds solubilizagdo completa, adicionou-se o anti-
espumante, o qual também foi previamente dispersado em agua destilada. O meio
completo, acrescido do volume total de agua destilada,foi esterilizado em autoclave por

20 minutos a 121°C.

4.6.4 Preparacdo do meio PS60° (meio MPS1)

Apés a pesagem da proteina de soja, transferiu-se a massa para um becker
com agua destilada. O material foi em seguida colocado sob agitagdo magnética até a
sua dispersdo completa, correspondendo a eliminagdo visual de todo o material
floculado e bolhas de ar. Apds esta etapa a suspensao protéica foi transferida para o
biorreator com a adicdo do antiespumante também previamente disperso. O meio
acrescido do volume total de agua foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a

121°C.
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Bacillus cereus (Identificacéo)

{

Cultura estoque

|

Cultura em Agar Nutritivo

{

Pré-in6culo (10mL caldo nutritivo)

|

Indculo (100mL caldo nutritivo)
(25°C, 24horas)

{

Selecdo Matéria-prima Conducéo Bioprocessos
(PS60°, Samprosoy 90°) (30°C, 24horas)
Proteina de Soja Meio Referéncia
(MPS1) (MR)
Amostragem Amostragem
Andlise Anélise

FIGURA 1: Fluxograma de cultivo do Bacillus cereus.

4.7 Avaliacdo dos Parametros de Fermentacéao

4.7.1 Amostra: Volume Coletado

Para a amostragem, foram desprezados os primeiros 20mL de cada coleta, a
fim de garantir uma aliquota que representasse as caracteristicas do meio. Seguiu-se

entdo a coleta de 20mL em frascos previamente esterilizados, sendo o material
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submetido imediatamente & analises fisico-quimicas e microbioldgicas. Foram retiradas
amostras a partir da denominada "hora inicial" (Oh) em intervalos de 2 horas até a 122
hora. A partir deste ponto, a amostragem foi realizada em intervalos de 3 horas até a

242 hora de fermentacao.

4.7.2 Determinacéao de pH
A determinacdo de pH foi realizada diretamente na aliquota obtida do
biorreator apds a retirada da aliquota destinada ao plagueamento em gota. Para a

analise foi utilizado o aparelho Digimed, com um eletrodo combinado de vidro.

4.7.3 Determinacéo de Absortividade

A medida de absortividade foi realizada diretamente nas amostras apoés
homogeneizacdo em agitador de vortice por um periodo de 10 segundos. Para esta
analise foi utilizado o fotocolorimetro Analyser 500, empregando-se tubo de vidro com
caminho 6tico de 10mm. O material foi previamente homogeneizado em agitador de
vortice por 10 segundos antes da realizagdo da leitura a 630nm. As amostras que
apresentaram valores de absortividade superiores a 0,8 foram diluidas com agua
destilada e homogeneizadas novamente por mais 10 segundos antes de proceder-se a

leitura no comprimento de onda adequado.

4.7.4 Determinacao de Células Viaveis Totais e Esporos
4.7.4.1 Preparacédo de Placas de Petri
As placas destinadas a determinacdo de Células Viaveis Totais (CVT) e

esporos foram preparadas com agar nutritivo. Em cada placa de Petri foi vertido um
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volume de meio aproximado de 25mL, deixando-se a mesma entreaberta para permitir
0 escape de excesso de vapor. Apos solidificacdo do meio, as placas foram
acondicionadas em estufa a 40°C por um periodo de 5 dias, com o objetivo de redugéo

da umidade presente.

4.7.4.2 Preparacdo das Amostras Para Contagem
As amostras obtidas da fermentagdo foram imediatamente transferidas para
capela de fluxo laminar vertical. Apds a homogeneizagdo em agitador de vértice por 10

segundos, retirou-se aliquotas de 1mL para posterior diluigdo e plagueamento.

4.7.4.3 Determinacédo de Células Viaveis Totais

A determinacdo de células viaveis totais foi realizada através do
plagueamento em gota em placas de agar nutritivo (Miles et al, 1938), através da
divisdo de cada placa em dez campos e inoculagcdo de aliquotas de 25uL em cada
campo. A partir da amostra procedeu-se a retirada asséptica de 1mL e sucessivas
diluigdes decimais em agua destilada estéril. Ap6s a homogeneizagdo em agitador de
vortice por 10 segundos, as diluigdes foram plaqueadas e incubadas em estufa a 37°C.

A contagem das colbnias formadas foi realizada apés 7 e 15 horas de incubagao

4.7.4.4 Determinacdo do Numero de Esporos

A partir das diluicdes decimais realizadas para determinacdo de células
viaveis totais foram retiradas aliquotas de 1mL e transferidas para frascos de
eppendorff. As amostras foram imediatamente colocadas em aquecimento a 70°C

durante 10 minutos. Apds este periodo, foram retiradas do aquecimento e
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homogeneizadas em agitador de vértice por 10 segundos sendo entdo submetidas a
plagueamento em gota (25uL) em placas de agar nutritivo (Miles et al, 1938) e
incubadas a 37°C. A contagem das coldnias formadas foi realizada ap6s 10 horas e 15

horas de incubacgao.

4.7.5 Determinacdo de Massa Seca

A massa seca foi determinada em quadruplicata mediante trasferéncia de
1mL de amostra para tubos de microcentrifuga previamente pesados. Apés
centrifugagao durante 10 minutos a 13.000r.p.m., o sobrenadante foi retirado e 1mL de
agua destilada foi adicionada. Apds homogeneizacéo, realizou-se um segundo ciclo de
centrifugacao desprezando-se ao final o sobrenadante. Com o tubo aberto, manteve-se

a amostra em estufa a 40°C por um periodo minimo de 24 horas até peso constante.

4.7.6 Determinacao de Proteina

A partir das amostras das fermentagdes obteve-se o sobrenadante através
de centrifugacdo durante 10 minutos a 13.000r.p.m. armazenando-se 0 mesmo sob
refrigeracdo. O método do biureto foi empregado a fim de dosar a proteina soluvel
presente no sobrenadante obtido a partir desta operacdo. O método de Bradford foi
utilizado para determinagao de proteina durante o processo de precipitacdo com sulfato

de amoénio

4.7.6.1 Determinacéo de Proteina Segundo o Método do Biureto
Os sobrenadantes obtidos a partir do procedimento para obtencdo de

massa seca foram dosados quanto a concentragdo de proteina soluvel segundo
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método de Lowri. O reagente de biureto foi preparado no momento do doseamento,
através da dissolugdo de 150mg de CuS04.5H,0, 600mg de tartarato duplo de sédio-
potassio e 3g de NaOH em um volume de agua recentemente destilada suficiente para
100mL de solucgao.

Para o doseamento, 300uL de amostra foram utilizados, completanto -se o
volume a 2mL com agua destilada e adicionando-se 2mL do reagente de Biureto. Apds
a homogeneizacgédo, as amostras foram incubadas em banho de agua a 37°C por 15
minutos. ApoOs este periodo, realizou-se as medidas de absorvancia em
espectrofotdmetro a 540nm com cubeta de acrilico de caminho 6tico de 10mm (Lemos

et al., 1996).

4.7.6.2 Preparacdo da Curva-Padrdo para Determinacdo de Proteina
Segundo o Método do Biureto

Para a leitura da concentracido protéica, foi preparada uma curva padrao
com uma solucdo de albumina sérica bovina 22%, diluida a uma concentragao final de
500mg%. Realizou-se a adicdo de volumes crescentes da solugdo estoque de
albumina 500mg%, obtendo-se concentag¢des crescentes de 0,5mg, 1,0mg, 2,0mg,
3,0mg e 4,0mg de proteina. Todos os tubos foram completados a 2mL com o volume
de agua adequado.

Aos tubos foram adicionados 2mL do reagente de Biureto, homogeneizados
e incubados em banho de agua a 37°C por 15 minutos. Apos este periodo, as amostras
foram analisadas em espectrofotbmetro Femto a 540nm com cubeta de acrilico com

10mm de caminho 6tico.
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Para a preparagdo do branco adicionou-se 2mL de reagente de biureto a
2mL de agua destilada, incubando-se a solugdo nas mesmas condigbes descritas
anteriormente. A curva padrédo, foi calculada pela regressao linear da reta obtida pelo

método dos minimos quadrados (Lemos et al., 1996).

4.7.6.3 Determinacédo de Proteina Segundo Método de Bradford

Os sobrenadantes obtidos a partir do procedimento para obtengdo de massa
seca foram também dosados quanto & concentracao de proteina através do Método de
Bradford. As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e submetidas ao
aquecimento em banho de agua para eliminagdo do precipitado formado durante o
armazenamento.

Para a preparagao do reagente de Bradford procedeu-se a diluicdo de uma
parte do reagente em quatro partes de agua destilada. A solugao foi filtrada sob vacuo
e armazenada sob refrigeragao até o momento do uso.

Para o doseamento, diluiu-se 100uL da amostra em 1,9mL de &agua
destilada. Apos a homogeneizagéo, a 20ul da amostra diluida foi adicionado 1mL do
reagente de Bradford. Apds 15 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, realizou-

se a leitura da absortividade em espectrofotdmetro a 595nm (Bradford, 1976).

4.7.6.4 Preparacdo da Curva-Padrdo para Determinacdo de Proteina
Segundo Método de Bradford

Para a leitura da concentragao protéica, foi preparada uma curva padrao com
albumina sérica bovina, dissolvendo-se 10mg de proteina em 10mL de agua. A

solucdo, com concentracdo de 1mg.mL”’, foi diluida com a adigdo de volumes
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crescentes (100, 200, 300...900uL) em fracos de eppendorf, completado-se o volume a
1mL com agua destilada. A partir destas dilui¢des foram retirados 20uL de solugéo e
adicionado 1mL do reagente de Bradford, obtendo-se concentragdes crescentes de
proteina (2 ug, 4 ug, 6 pg, 8 ug, 10 ug, 12 pg, 14 ug, 16ug e 18ug). Apdés 15 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, realizou-se a leitura da absortividade em

espectrofotdmetro a 595nm.

4.7.7 Determinacdo de Aclcares Redutores: Método do Acido
Dinitrossalicilico

Os sobrenadantes obtidos a partir do procedimento para obtencdo de
massa seca foram dosados quanto a concentragédo de agucares redutores totais com o
uso do reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). O reagente foi preparado através
da dissolucao de 3,53g de acido 3,5-dinitrossalicilico, 6,0g de hidréxido de sodio e 102g
de tartarato duplo de sodio e potassio em 472mL de agua recentemente destilada.
Apés a solubilizagdo, foram adicionados 2,53mL de fenol e 2,76mL de metabissulfito de
sodio.

Para o doseamento, 200mL de amostra foram utilizados, adicionando-se
1,5mL do reagente DNS e incubando-se os tubos durantes 5 minutos em banho de
agua a 100°C. Apds a incubagao, foram adicionados 17mL de agua destilada,
homogeneizados e realizada a leitura da absortividade em espectrofotobmetro a 550nm

(Miller, 1959).
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4.7.7.1 Preparacdo da Curva-padrdo para Determinacdo de Acucar
Redutor

A curva padrao foi realizada em duplicata com a preparagcao de uma solugcao
de glicose 100mg%. Realizou-se a adigdo de volumes crescentes da solugéo estoque,
obtendo-se concentragbes de 100ug, 300ug, 500ug 700ug e 900ug de glicose,
completando-se todos os tubos a 1mL com agua. Adicionou-se 1,5mL do reagente
DNS e incubou-se os tubos durantes 5 minutos em banho de agua a 100°C. Apds a
incubacgao, foram adicionados 17mL de agua destilada, homogeneizado e realizada a

leitura da absorvancia em espectrofotémetro a 550nm.

4.7.8 Determinagdo da Atividade Proteolitica

A determinagdo da atividade proteolitica foi realizada empregando-se
azocaseina como substrato. A azocaseina foi preparada em solugdo aquosa 2% e
mantida sob refrigeracao por um periodo maximo de trés semanas.

A aliquota de 100uL de azocaseina 2% foram adicionados 200puL de solugdo
tampéo fosfato 0,2mM pH 8. Apds 2 minutos de homogeneizagcdo na temperatura de
50°C em banho de agua, foram adicionados 100uL de amostra. O ensaio foi conduzido
com um periodo de incubacao de 15 minutos. A reacgao foi finalizada com a adi¢cao de

800puL de solugao de &cido tricloroacético (TCA) 20% (Mitidieri et al, 2002).

4.7.8.1 Preparacédo do Controle para Leitura de Atividade Proteolitica

Para cada ponto de amostragem preparou-se um branco mediante a adigédo

de 100uL de azocaseina, 200uL de solucdo tampéao fosfato e de 800uL de solugéo

35



36

TCA (20%). Por ultimo, adicionou-se 100uL de amostra seguindo-se a incubagéo por
15 minutos (Mitidieri et al, 2002).

As amostras foram centrifugadas a 13000r.p.m. durante 5 minutos,
realizando-se imediatamente a leitura de absortividade do sobrenadante a 400nm. Para

a leitura, foram utilizadas cubetas de acrilico de 1mL com caminho 6tico de 10mm.

4.8 Obtencé&o do Extrato Proteolitico a partir do Meio de Producéo

A obtencdo do extrato foi realizada com separacdo de 1000mL de meio
de cultura de uma fermentacédo com o meio de proteina de soja. O material foi
submetido a centrifugacédo de 7.000r.p.m. durante 10 minutos. Apds este periodo
0 sobrenadante foi separado e armazenado sob refrigeracdo desprezando-se o

precipitado.

4.9 Precipitacdo com Sulfato de Amoénio

O sobrenadante (denominado extrato bruto) obtido foi submetido a
preciptacdo fracionada com concentracdes crescentes de sulfato de aménio.
Operando-se com um volume de trabalho inicial de um litro, foram realizadas cinco
precipitacdes.

Para cada precipitacao, procedeu-se a lenta adicdo da massa de sulfato de
amonio sob agitacdo. Apos a dissolugdo completa, a solugdo foi mantida sob
refrigeracdo durante 24 horas em agitacdo. Apos este periodo, procedeu-se a
centrifugagdo a 7000r.p.m. durante 15 minutos.

Cada precipitado assim obtido foi ressuspenso em 100mL de tampé&o Tris-

HCI 50mM pH 8 e armazenado sob refrigeragdo. Posteriormente, para cada fragao
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foi determinada a concentragdo protéica através do método de Bradford e

atividade proteolitica através do método da azocaseina.

4.10 Dialise da Fracéo da Precipitacéo

O volume de 50mL da fragdo com maior atividade especifica (fracao Ill)
foi submetida a dialise com membrana de acetato de celulose. Foram realizados
trés ciclos de dialise, sendo os dois primeiros de 24 horas em agua destilada e um

terceiro ciclo em tampao Tris-HCI 50mM pH 8.

4.11 Preparacédo das Colunas de Troca I6nica

As resinas das colunas (Q Sepharose® e SP Sepharose®) foram
previamente submetidas a sucessivas lavagens com agua destilada, hidroxido de
sodio 0,1M e etanol 70% para a remogao de material organico.

As colunas foram preparadas com um volume equivalente a 20mL de
resina, o qual foi suspenso em tampao Tris-HCI 50mM pH 8. Apds a montagem da
mesma, procedeu-se a lenta eluigdo do tampé&o Tris-HCI 50mM pH 8 até ser
atingido o equilibrio do eluente com o préprio tampao.

A velocidade de passagem na coluna foi regulada para 2mLmin™', sendo
recolhidas aliquota de 5mL. Apds a aplicagcao da amostra, procedeu-se a leitura da
concentragdes protéicas em espectrofotometro a 280nm e determinacdo da

atividade proteolitica através do método de azocaseina.
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4.12 Avaliacdo do Crescimento, Esporulacéao e Producéao

A avaliacdo das fermentacbes foi calculada em termos de eficiéncia,
produtividade e rendimento (Lemos et al.,, 1996). Estes paramentros foram
calculados em funcdo de massa seca, substrato protéico consumido, atividade
enzimatica, numero de células e numero de esporos utilizando-se os valores
obtidos na 152 hora de fermentacdo de ambos os meios, que corresponde a hora
de atividade proteolitica maxima.

O calculo de produtividade é obtido a partir da quantidade obtida de um
determinado produto (x) em fungdo do tempo total de fermentagcdo segundo a
férmula abaixo:

Px= Concentracdo de x
Tempo (horas)

O rendimento ou fator de conversdao é determinado a partir da
quantidade obtida de um determinado produto (x) em fungdo do substrato
consumido. Neste caso, o substrato considerado é a proteina fornecida, sendo o
calculo realizado de acordo com a seguinte formula:

Rx= Concentracdo de x
Proteina consumida (g.L™")

A eficiéncia determina o grau e conversdao de substrato em produto,
fornecendo o percentual obtido no experimento em relagao ao total tedrico caso a
conversao fosse completa. E calculada de acordo com a formula:

Ex= Concentracdo Obtida x 100
Concentracéo Total Teorica
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Além destes calculos de producao, realizou a avaliagdo do crescimento
e esporulagdo de B. cereus nos meios calculando-se o tempo de geragdo médio
(G) e a velocidade de crescimento especifica (M) (Lemos et al., 1996).

O tempo médio de geragcédo € calculado na fase de crescimento
exponencial, sendo considerado como o tempo necessario para que uma
determinada célula divida-se em duas. O seu valor é obtido através de férmula:

G= t
3,322 (log Nf-logNi)

Onde:

t= intervalo de tempo entre as duas contagens (em minutos)

Nf= numero de células final (UFC. mL-1)

Ni= numero de células inicial (UFC.mL-1)

A velocidade especifica de crescimento (u) também é determinada na
fase de crescimento exponencial, sendo obtida através de seu calculo a
velocidade de desenvolvimento do microrganismo nas condigbes da fermentagao.
M= In Nf -In Ni
t

Onde:
t= intervalo de tempo entre as duas contagens (em horas)
Nf= namero de células final (UFC. mL-1)
Ni= numero de células inicial (UFC.mL-1)
Para a determinacdo de G e p para o meio MR utilizou-se o intervalo
compreedido entre a 22 e 122 hora enquanto que para o meio MPS1 o intervalo foi

da 22 a 82 hora. Os diferentes intervalos correspondem ao periodo de intenso

crescimento celular de cada um dos meios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O acompanhamento dos bioprocessos foi realizado mediante a retirada
de amostras para a avaliacdo de pH, absortividade, massa seca, contagem de
células e esporos. Os resultados individuais das analises fisico-quimicas e
microbiologicas realizadas sao apresentados nos respectivos apéndices do
trabalho. Para cada meio utilizado no biorreator foram realizadas trés
fermentagdes e os valores médios das triplicatas estdo apresentados sob a forma

de grafico ao final da discussao de cada parametro.

5.1 Selecdo do Meio de Proteina de Soja

O experimento em agitador orbital dos meios de proteina de soja
permitiu a selegdo da fonte de matéria-prima e sua concentragdo a serem
empregadas nos ensaios em biorreator. Nas condigbes utilizadas, os meios
compostos por Samprosoy90® apresentaram baixa atividade, nao sendo
constatada diferenca entre as trés concentracdes de proteina. Foram obtidas 1,64,
1,19 e 1,95U.mL'h" para as concentracdes protéicas de 6,12 e 18g/L,
respectivamente.

O meio composto por PS60® apresentou atividade enzimatica similar a

do meio Samprosoy® na concentragdo de 6g/L. Entretanto, para concentraces de
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12 e 18g/L, as atividades obtidas foram superiores, sendo de 5 ,67 e 12,13U.mL"
'h1, respectivamente. A partir dos resultados, foi selecionada a proteina de soja

PS60 na concentracao de 18g/L.
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Concentragédo Protéica (g/L)

FIGURA 2: Grafico de atividade proteolitica de Bacillus cereus em meio com
proteina de soja durante 24 horas, a 37°C e 170r.p.m.. Cada barra
refere-se a média de valores de doseamento realizado em triplicata
Meio com proteina de Soja PS60® (m); Meio com proteina de soja
Samprosoy90° (o).

A selecdo do meio composto por proteina de soja a partir do
crescimento em erlenmeyer demonstrou grandes diferengas entre as duas
mateérias-primas empregadas. No meio contendo Samprosoy90® observa-se nos
trés ensaios uma atividade enzimatica baixa, a qual ndo é influenciada pelo
aumento da concentracdo de proteina. A baixa atividade observada nos trés
ensaios pode estar relacionada a auséncia de acgucar, pois a proteina é obtida a

partir de precipitacio isoelétrica, sendo constatado apenas tragos de carboidratos,
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conforme tabela 5. Resultado semelhante foi encontrado por Hanlon et al. (1981),
que demonstrou que a auséncia de glicose pode ocasionar baixa atividade.

O meio composto por PS60®, de maneira oposta, apresentou aumento
de atividade enzimatica com o aumento de concentracdo de matéria-prima. A
proteina PS60®, ao contrario da Samprosoy90®, apresenta uma concentragao de
carboidratos de 23,5%. Estes possivelmente sdo utilizados como substrato,
permitindo maior crescimento celular e posterior produgéo de protease.

A comprovacdo ou nao deste fato deve ser realizada mediante a
conducdo de ensaios por um periodo superior ao de 24 horas. Assim, seria
possivel verificar se o microrganismo, com um maior prazo para O
desenvolvimento, produziria um extrato com atividade superior.

Apesar de ser apenas um dos parametros, o crescimento celular esta
diretamente relacionado com a maior atividade enzimatica pois, em principio,
quanto mais elevado o numero de células maior € o numero de unidades
produtoras de enzimas . Conforme foi demonstrado por Jonhvesly et al. (2001) ao
analisar a influéncia de diversas fontes de carbono, nitrogénio e pH sobre as
culturas em agitador orbital, a atividade enzimatica foi diretamente proporcional a

absortividade do meio.

5.2 Determinacéo do pH.

As curvas de pH obtidas demonstram comportamentos semelhantes
para ambos os meios, MR e MPS1, os quais apresentaram valores proximos a
neutralidade no inicio dos bioprocessos. O pH médio inicial do meio MR foi de

7,05 enquanto que o do meio MPS1 foi de 6,73.
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No meio MR, durante as duas primeiras horas de fermentagdo, nao
foram constatadas alteragdes, sendo o seu valor médio de 7,05 e 7,04 para hora
inicial e 22 hora, respectivamente. Na 42 hora, porém, o pH desloca-se para
valores mais acidos, com um valor médio de 6,36, sendo este o valor inferior
maximo obtido durante toda a fermentacdo. A partir da 62 hora, o pH passa a
deslocar-se gradualmente para valores mais altos. O seu valor médio € de 6,64,
sendo este o ultimo ponto com valores na faixa acida. O aumento no pH do meio
passa entdo a ocorrer de modo constante, ndo havendo qualquer oscilacdo para
valores mais acidos, atingindo o maximo de 9,06 na 242 hora de fermentagao
(figura 3).

O meio MPS1 ndo demonstrou, nas duas primeiras horas, alteragdo no
pH, apresentando o valor médio de 6,73 para a hora inicial e de 6,74 para a 22
hora. Na 42 hora, entretanto, verifica-se que o pH desloca-se para 6,93 sem
apresentar, entretato, qualquer queda para valores acidos. Os valores de pH, a
partir da 62 hora, apresentam um comportamento semelhante a curva de pH do
meio MR. O aumento ocorre gradualmente até atingir um valor maximo de 8,97 na
242hora. Pode-se verificar, porém, que a partir da 18%hora, os valores atingem
uma faixa de maior estabilidade, demonstrando uma oscilagdo menor de 8,82,
8,81 e 8,96 para as 182, 212 e 242 hora, respectivamente (figura 3).

A manutencdo de pH do meio MR nas duas primeiras horas é
consequéncia do fraco crescimento celular, conforme pode ser verificado pela
contagem de células em placa. A queda de pH observada na 42 hora ocorre pelo

consumo de glicose, sendo também constatado o inicio do crescimento celular.

43



44

O intenso crescimento celular associado ao consumo de proteinas
ocasiona uma grande elevagado no pH, que passa de 6,36 (42hora) para 8,06 na
102 hora. Ao final da fase log e com a aproximagao da fase estacionaria e a
estabilizacdo do crescimento celular, observa-se também que os valores de pH
iniciam uma gradual estabilizacao.

O meio MPS1 também demonstra manutencdo de pH nas duas horas
iniciais devido a estabilizagdo na populagao bacteriana neste periodo. Entretanto,
ao contrario do meio MR, que apresenta na 42hora uma consideravel queda de
pH, ndo constata-se no meio PS60 a acidificagao do meio.

A partir da 4?hora o pH passa a elevar-se, mudando de 6,93 (42 hora)
para 7,94 na 62 hora e aumento coincide com o inicio da fase exponencial de
crescimento celular.

A utilizag&o de glicose, sob condigbes aerobicas, inicia-se na glicose e é
finalizada no Ciclo de Krebs, com a total oxidacdo dos atomos de carbono a CO;
Calik et al (2002). Porém, este processo bioquimico € interrompido, pois na 62
hora observa-se a elevacdo do pH no meio MR. Este aumento decorre da
utilizagdo de fonte proteica como substrato através de uma rota bioquimica
completamente diversa a anterior. Neste caso, os aminoacidos oriundos da
clivagem dos peptideos sdo metabolizados apds a remogéo do grupo amino, sob
a forma de NH;. Em meio aquoso, a amoénia formada capta um préton de uma
molécula de &agua, com formacdo de hidroxido de amébnio e consequente
alcalinizacao do meio (Morrison et al, 1972).

A queda de pH obervada apenas no meio MR pode estar relacionada ao

pH inicial mais alcalino deste meio (7,05) em relagdo ao pH do MPS1 (6,73). A
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taxa de consumo de glicose, segundo Calik et al. (2003), € maior em meios cujo
pH externo aproxima-se do pH interno do microrganismo. O maior gradiente (pH
mais acido) forca o microrganismo a um processo de manutengdo de pH mais
dispendioso em termos metabdlicos.

As fermentagdes foram conduzidas sob condi¢des que permitiram a
livre oscilagdo de pH. Entretanto, na literatura geralmente sao relatados
experimentos sob condi¢cdes controladas de pH (Beg et al., 2002; Christiansen et
al., 2002; Chu et al.,, 1992; Kanekar et al.,2002; Putten et al.,, 1995) que
impossibilitam observar a influéncia da oscilagdo durante o processo.

Porém, os poucos experimentos realizados sob condi¢gdes de pH livre
(Calik et al., 2003; Calik et al., 2002) relatam que a atividade enzimatica € mais
alta em relagdo a experimentos sob controle de pH. Segundo o autor, a
eliminacado de interferentes como sulfato seria um dos motivos para esta maior
atividade.

O deslocamento do pH para valores alcalinos pode também influenciar
na estabilidade da propria enzima ocasionando sua degradacdo. Proteases
estaveis sob pH alcalino sdo secretadas pela maioria dos microrganismos
alcaldfilos (Kumar et al, 1999) mas mesmo os nao alcaldfilos podem, no entanto,
secretar diferentes enzimas estaveis sob condicdes de pH acidas, neutras ou
alcalinas (He et al, 1991). A verificagcao desta influéncia sobre a estabilidade das
enzimas secretadas por B. cereus deve ser realizada mediante determinacao da

atividade enzimatica do extrato proteolitica sob diversos valores de pH.

45



46

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (h)

FIGURA 3: Curvas de pH em fungdo do tempo de crescimento do Bacillus
cereus. Cada ponto da curva de pH refere-se a média de valores
de trés ensaios realizados no mesmo meio e sob as mesmas
condigdes de fermentagdo. meio MR (o); meio MPS1 (o).

5.3 Determinacéo de Absortividade

A determinagdo da absortividade foi realizada com o fotocolorimetro
Analyser 500, empregando-se tubo de vidro com caminho 6tico de 10mm. Os
resultados demonstraram que ambos os meios utilizados apresentaram tendéncia
similar no decorrer das fermentacbes até a 122 hora, embora com valores

distintos. No entanto, as amostras posteriores a este ponto mostraram grande

diferenca entre os dois meios.
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No meio MR verifica-se o aumento na absortividade desde o inicio do
bioprocesso, ainda que nas primeiras duas horas este ndo seja muito elevado.
Nesta etapa, os valores obtidos foram de 0,010 e 0,062 para a hora inicial e 22
hora, respectivamente.

A partir da 4 hora ocorre uma elevacdo mais acentuada na
absortividade. Este aumento ocorre de maneira uniforme até a 10% hora,
crescendo rapidamente de 0,42 (42 hora) para 3,68 (102 hora). Entre a 102 e 122
continua a ocorrer a elevagdto menos acentuada, demonstrando uma
desaceleracdo no aumento dos valores. A 122 hora foi o ponto que apresentou a
maior absortividade média, atingindo o valor de 3,76 (figura 4).

Entre a 122 e a 18 hora, os valores médios demonstram uma
diminui¢cdo decaindo de 3,76 (hora 12) para 2,96 (hora 18). No intervalo da 182 a
242 a absortividade apresenta valores estaveis, sem as alteracbes observadas
nas etapas anteriores.

No meio MPS1, observa-se uma absortividade semelhante aos valores
do meio referéncia em relagao a hora inicial (0,090) e 22 hora (0,060). A partir da
42 hora constata-se um aumento, embora com valores inferiores aos obtidos no
meio MR.

O aumento ocorre de maneira acentuada no intervalo compreendido
entre a 42 hora (0,22) e a 82 hora (0,97). Apds este periodo, os valores de
absortividade continuam elevando-se, mas de maneira mais suave até atingirem
o valor médio maximo de 2,16 na hora 18. Os valores da 212 e 24 ®hora

demonstram pouca alteragao, indicando porém uma suave diminuigao.
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A absortividade do meio MR apresenta grande alteragao nos valores no
decorrer da fermentacdo. O aumento nos valores esta diretamente relacionado ao
crescimento celular pois o meio, composto praticamente por material soluvel, ndo
apresenta grande absortividade no comprimento de onda utilizado.

Nas duas primeiras horas, a absortividade permanece sem grande
alteracao, refletindo o fraco desenvolvimento da populagéo bacteriana. A 42 hora,
porém, marca o inicio de um forte aumento nos valores, o qual relaciona-se
diretamente com o crescimento celular, pois o valor de UFC passa de 1,34x10°
para 2,03x10° neste intervalo (Apéndice 12). A manutencéo dos valores, ocorrida
entre a 102 e 152 hora, ocorre pela estabilizagdo na populagéo, que neste intervalo
encerra o periodo de divisdo celular e entra na fase estacionaria.

A reducéao de absortividade ao final ocorre pela esporulagao celular pois
a célula bacteriana forma o enddsporo e ao libera-lo no meio, gera um corpusculo
com um volume inferior ao da célula original. O esporo possui, portanto, menor
capacidade de bloqueio do feixe luminoso levando a diminui¢do na absortividade.

A absortividade do meio MPS1 ndo apresenta o mesmo comportamento
observado anteriormente. Neste caso, constata-se um aumento menos acentuado
em relacdo ao meio MR seguindo-se entdo uma estabilizagdo nos valores até o
final da fermentacéo (figura 4).

Esta diferenca ocorre porque o meio MPS1, ao contrario do meio MR,
apresenta uma alta absortividade devido a presenca de particulas insoluveis em
suspensdo. Como esta absortividade inicial € descontada, as primeiras horas de
fermentac&o apresentam um comportamento com valores muito semelhantes aos

do meio MR mas as posteriores indicam um aumento menos acentuado (figura 3).
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FIGURA 4: Curvas de absortividade em fungdo do tempo de crescimento do
Bacillus cereus. Cada ponto da curva de absorvancia refere-se a
meédia de valores de trés ensaios realizados no mesmo meio e sob as
mesmas condi¢des de fermentagdo. meio MR (o); meio MPS1 (o).

Este comportamento deve-se ao fato de que no decorrer do processo a
atividade enzimatica aliada ao aquecimento e agitacdo causam uma solubilizagao
dos constituintes do meio, com a consequente diminuicdo na absortividade. Assim,

a queda nos valores devido a esta solubilizacdo dificulta verificar o aumento

devido ao crescimento celular

A alteragcdo do meio MPS1 pode ser verificada inclusive pela mudancga

nas caracteristicas do proprio sobrenadante obtido por centrifugacao. No inicio da

fermentacéo, este possui uma leve turbidez e apresenta uma coloragdo branca.
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No decorrer do processo, a turbidez desaparece e a coloracéo se altera, obtendo-
se apos algumas horas um sobrenandante limpido e de cor @mbar clara.

Por esta caracteristica, a utilizacdo apenas da absortividade como
parametro de crescimento por diversos autores (Johnvesly et al., 2001; Hanlon et
al., 1981) geralmente é empregada em meios constituidos por nutrientes

inteiramente soluveis nas condigdes dos ensaios.

5.4 Determinacao de Massa Seca

A determinacido da massa seca revelou para o meio MR a ocorréncia de
uma grande variagdo durante o bioprocesso, com valores bastante reduzidos nas
primeiras horas seguindo-se de um grande aumento e posterior estabilizagdo. O
meio MPS1, de modo oposto, apresentou valores iniciais relativamente altos, com
um aumento bem menos pronunciado no decorrer do processo.

O meio MR apresentou, para a hora inicial e 2 2hora os valores médios
de 0,16gL™" e 0,29gL™" respectivamente. A partir da 42 hora, os valores de massa
seca aumentam acentuadamente até a 8%hora, alterando-se de 1,13gL™" para
4,91gL™". Apos este ponto, o aumento continua a ocorrer de maneira mais suave.
O valor médio maximo obtido é de 6,75gL™", o qual é atingido na 152hora.
Posteriormente, até o final da fermentacdo, houve uma estabilizacdo da massa
seca, nao havendo alteracao significatica em seus valores (figura 5).

O meio MPS1 apresentou valores iniciais elevados e estaveis, nao
havendo variacdo da hora inicial (4,47gL™) até a 42 hora (4,14gL™). Durante o

intervalo compreedido entre a 6 e 10 hora ha elevagéo, alterando-se de 5,69gL"
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! para 7,469L'1. A partir da hora 12 até o final do processo, ocorre a estabilizacéo
dos valores, obtendo-se na 242 hora o valor de 6,54gL™ (figura 5).

No meio MR a massa seca obtida refletiu diretamente o crescimento
celular porque o meio de cultura, sendo formado apenas por constituintes
soluveis, foi removido completamente apds o segundo ciclo de centrifugacao.

Nas duas horas iniciais, os valores permaneceram estaveis,
demonstrando apenas um pequeno aumento na massa seca da células. Esta
estabilidade, observada também na absortividade, indica que que o
microrganismo encontra-se na fase lag do processo, o que pode ser comprovado
pela contagem de células em placa.

A massa seca aumenta rapidamente a partir da 42 hora, refletindo a
entrada do microrganismo na fase logaritmica de crescimento, com consequente
aumento no numero de células. O aumento torna-se mais suave a partir da 82
hora (4,91g/L™") devido & aproximacdo da fase estacionaria do ciclo. A massa seca
permanece estavel a partir da 152 hora, refletindo o término do crescimento
celular.

Os valores de massa seca para o meio MPS1 apresentam
comportamento um pouco diferenciado. Valores elevados podem ser observados
desde o inicio da fermentagéo, seguido por um aumento devido ao crescimento
celular. Entretanto, no decorrer de todo o experimento sao verificados valores

médios sempre superiores aos do meio MR (figura 5).
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FIGURA 5: Curvas de massa seca em fungdo do tempo de crescimento do
Bacillus cereus. Cada ponto da curva de massa seca refere-se a
meédia de valores de trés ensaios realizados no mesmo meio e sob as
mesmas condi¢des de fermentagdo. meio MR (o); meio MPS1 (o).

Estes eventos ocorrem porque uma grande quantidade de material
pouco soluvel no meio precipita durante a centrifugagao e, assim, os compostos
insoluveis do meio de cultura sdo responsaveis por praticamente toda a massa
seca obtida nas quatro horas iniciais. O meio MR, de modo oposto, € composto
praticamente por material soluvel e tem sua massa seca influenciada apenas pelo
crescimento celular.

Estes valores elevados impedem até mesmo a constatagéo do inicio do

crescimento celular, o qual € verificado na 42 hora pela contagem de células em
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placa. A massa seca, porém, sO evidencia um sensivel aumento a partir da 62
hora de fermentacao.

O aumento de massa seca entre a 6 e a 10 hora € devido ao
crescimento celular, como pode ser verificado pela contagem de células. Porém, é
inferior ao observado no meio MR, embora ambos possuam contagem de células
com valores semelhantes.

Esta menor variagdo possivelmente deve-se a solubilizagado de parte do
meio no decorrer da fermentacdo, conforme foi observado na determinacédo da
absortividade. Portanto, paralelamente ao aumento na massa celular ocorre
diminui¢cdo na quantidade de massa precipitada do meio, tendo-se como resultado
final um aumento de massa inferior.

As mudancas nas caracteristicas do meio MPS1 também podem ser
observadas diretamente na biomassa, apds a remogao da agua por secagem em
estufa. A biomassa formada nas primeiras horas € composta exclusivamente por
um preciptado branco, que adere fortemente as paredes dos tubos de
microcentrifuga.

A biomassa obtida nas horas posteriores, por sua vez, demonstra a
reducdo na quantidade deste material associada ao aumento de um segundo
precipitado. Este mostra-se com uma coloragdo mais escura, mais compacto e
menos aderente, sendo 0 mesmo atribuido a massa celular.

Assim, devido a co-precipitacdo do meio, a determinacdo de massa
seca para o meio de proteina de soja oferece pouca informacgédo a respeito do
bioprocesso. O acompanhamento do crescimento celular no meio MPS1 deve ser

realizado, portanto, através da determinagao das células viaveis totais.
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Os valores obtidos com o meio MR, do contrario, permitem o
acompanhamento dos eventos da fermentagdo com razoavel seguranga. Este
mesmo comportamento foi constatado em relagdo aos dados fornecido pela
absortividade, onde apenas os dados obtidos do meio MR foram condizentes com

os resultados de outras determinagdes.

5.5 Determinacéo de Proteina Solavel

A determinagdo de proteina soluvel, realizada através do método de
biureto, permitiu verificar a mesma tendéncia em ambos os meios. Eles
demonstraram nas primeiras quatro horas do processo fermentativo uma
concentragcao protéica estavel. Apds este periodo, inicia-se uma queda na
concentragao com posterior estabilizacdo nas horas finais do processo.

O meio MR apresentou na hora inicial uma concentragao protéica de
5,94gL". Este valor passou a oscilar nas horas seguintes da fermentagao
mostrando na 62 hora uma concentragdo protéica de 5,67gL™". A partir da 82
hora, verifica-se neste meio o inicio da queda de proteina, que passa a
apresentar uma concentracdo de 4,29gL™". Na 102 hora, a concentragdo protéica
tém como valor médio 3,18gL™". Este valor estabiliza-se até o final da
fermentacdo, nao se verificando diminuicdo até a 242 hora, quando apresenta
uma concentragao final de 2,28gL™" (figura 6).

O meio MPS1 apresenta estabilidade nas primeiras quatro horas de
fermentagdo, com uma concentragdo de 14,61gL™" para a hora inicial e 14,05gL""
para a 4% hora. Na 6%hora ocorre uma queda acentuada na proteina, a qual

apresenta uma concentragdo de 10,53gL™. A hora 8 indica ainda uma queda na
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concentracao, com um valor de 8,889L'1. Entretanto, apos este ponto, verifica-se
a estabilizacdo dos valores de proteina soluvel, que permanece estavel até a
finalizacao da fermentagdo encontrando-se, na 242 hora, um valor de 7,469L'1
(figura 6).

No meio MR, a estabilidade da concentracdo protéica nas seis horas
iniciais decorrem das caracteristicas do préprio meio. Nas duas primeiras horas,
ha apenas um fraco desenvolvimento celular, conforme indicam a contagem de
células, densidade o6tica e massa seca.

Na 42 hora verifica-se o inicio do crescimento celular, mas a queda de
pH indica a metabolizagao de glicose e ndo de peptideos. Apenas a partir da 62
hora verifica-se 0 comego da elevagdo de pH e de atividade proteolitica, como
consequéncia do consumo protéico.

O nao-decréscimo nos valores de proteina soluvel verificado apés a 102
hora ocorre devido a estabilizagdo do crescimento celular (figura 9) e redugao no
metabolismo protéico. Nas horas posteriores, o processo de esporulagcédo
também pode influenciar a determinacédo devido a liberagdo de proteinas no
meio de cultura.

O meio MPS1, de modo semelhante, apresenta valores de
concentracao de proteina estaveis nas horas iniciais. Porém, na 42 hora, com o
inicio do crescimento celular, verifica-se o deslocamento do pH para valores
mais altos, o que indica a metabolizacdo de proteinas. A queda na
concentragao, entretanto, passa a ser constatada a partir da 6% hora de

fermentacéo (figura 6).
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E possivel verificar que no meio MPS1 os valores médios apresentam
reducdo a partir da 62 hora, enquanto que o mesmo processo € constatado no
meio MR apenas a partir da 82 hora. Nas horas posteriores, porém, ambos os
meios apresentam estabilizagdo na concentragao protéica.

A atividade enzimatica mais elevada verificada com proteina de soja
condiz com os resultados obtidos por Banerjee et al. (1999) em comparagéo a
meios com peptonas, mas vai de encontro aos valores obtidos por Beg et al.
(2002).

A inducdo enzimatica por constituintes do meio parece necessitar da
presenca de aminoacidos e peptideos livres (Wandersman apud Ellouz et al.
2001). Este poder indutor foi verificado por Beg et al. (2002) através da adigao
de casaminoacidos apods a entrada na fase estacionaria.

A adigcado de acido tricloroacético (TCA) ao meio MR com formacgao de
pouco precipitado (dados ndao demonstrados) indicam que a fonte protéica
utilizada no meio é bastante hidrolizada, sendo constuida em sua maior parte
por aminoacidos e peptideos que mantém-se soluveis sob alta concentragédo de
acido. O meio MPS1 também apresenta hidrélise, mas em menor extensao
(conforme o0 mesmo experimento permitiu verificar).

Conforme demonstrado por Beg et al. (2002) o substrato protéico néo é
0 Unico fator a influenciar a producdo de enzimas. Este autor constatou, ao
adicionar casaminoacidos no meio e ao final da fase log que o periodo no qual a
cultura recebe complementacao é crucial na produgao enzimatica.

Os experimentos realizados, porém, apresentaram a totalidade do

substrato protéico presente desde o inicio das fermentagbes ao invés de sua
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introducdo no final da fase estacionaria. Foi verificado que o meio MR
apresentou atividade enzimatica inferior ao meio MPS1 apesar do primeiro
possuir um maior conteudo hidrolisado.. Isto demonstra que a sintese de
protease esta submetida a outros mecanismos de regulagdo além da simples

presenca de substatos.
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FIGURA 6: Curvas de proteina soluvel em funcdo do tempo de crescimento do
Bacillus cereus. Cada ponto da curva curva de proteina soluvel refere-
se a média de valores de trés ensaios realizados no mesmo meio e
sob as mesmas condi¢des de fermentagdo. meio MR (o); meio MPS1

(o).
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5.6 Determinacao de AcUcar Redutor

Os meios apresentaram diferentes comportamentos em relacdo a
concentracao de acgucar redutor. No meio MR foi constatado a rapida queda na
concentragao de glicose, enquanto o meio MPS1 apresentou uma concentragao
constante no decorrer de toda a fermentacao.

No meio MR constata-se nas horas iniciais uma manutengdo nos
valores de agticar redutor, com 2,46g.L™" e 2,37g.L”" para hora inicial e 22 hora,
respectivamente. A partir da 42 hora pode-se observar o inicio da queda, o qual
ocorre pelo metabolismo da glicose e tem como como consequéncia direta a
queda de pH.

A reducédo continua a ocorrer rapidamente, verificando-se que a partir
da 82 hora a concentragdo de glicose é extremamente baixa (0,13g.L™"). As horas
posteriores da fermentacdo demonstram que o substrato foi completamente
consumido (figura 7).

O efeito de fontes de carbono € um dos fatores mais estudados com os
ensaios realizados apresentando resultados contraditorios em relacdo a esta
influéncia. O efeito inibidor de glicose sobre a atividade enzimatica parece estar
relacionado a inibicdo de sua sintese e nao sobre a atividade da enzima
propriamente dita, pois os ensaios conduzidos em agitador orbital empregam
excesso de nutrientes (Kanekar et al. 2002; Joo e tal., 2002). Este excesso inibiria
a sintese de proteases porque o mecanismo de esporulacdo é suprimido sob
condigdes favoraveis de crescimento (He et al., 1995).

O meio MPS1 demonstra valores praticamente constantes durante todo

o bioprocesso, obtendo-se 3,14g.L™" para a hora inicial e 2,85g.L™" para a 242 hora
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(figura 7). Estes valores de agucar redutor sao inferiores a concentragao tedrica

adicionada ao meio (7,1g.L™"), conforme tabela 4.
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FIGURA 7: Curvas de acucar redutor total em funcédo do tempo de crescimento do
Bacillus cereus. Cada ponto da curva curva de proteina soluvel refere-
se a média de valores de trés ensaios realizados no mesmo meio e
sob as mesmas condi¢des de fermentacédo. meio MR (o); meio MPS1
(o).
Os valores para meio MPS1 indicaram a presenca de acgucar redutor no
decorrer de todo o experimento com concentracdo constante. Ndo € possivel

verificar o consumo do substrato durante o processo porque a determinacgao foi

realizada sem a hidrélise do carboidrato.
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Isto ocorre porque no amido presente no meio MPS1 apenas as
moléculas de glicose das extremidades do polimero s&o oxidadas pelo reagente
DNS. As demais moléculas tém o grupo funcional responsavel pela reagao ligado
a molécula seguinte ndo sendo, portanto, detectadas. A liberagdo destas
moléculas deve ser realizada antes do doseamento mediante a hidrdlise do amido
em meio acido.

A queda do pH durante o processo, que € um indicador de metabolismo
de carboidratos, nao foi verificada. Estudos realizados por Mitidieri (1998) em
meio composto por proteina de soja PS60®, entretanto, constataram a acidificacdo
do meio de cultura assim como o completo consumo dos carboidratos nas
primeiras horas de fermentagao.

E importante realizar a determinagdo de carboidratos no meio MPS1
porque sua presenca pode influenciar de maneira positiva a atividade enzimatica
conforme indicam estudos realizados sobre o extrato de cultura. Merjri et al.
(2001) constatou aumento de atividade da termolisina na presenca de agucares
como glicose e sacarose enquanto Chu et al. (1992) verificou um efeito protetor do

amido em relagéo a extratos armazenados sem o carboidrato.

5.7 Determinacdo da Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica, determinada pela medida da hidrolise da
azocaseina em caseina a 400nm, foi semelhante para ambos os meios. Tanto o
meio MR como o meio MPS1 apresentaram atividade enzimatica, mas em
praticamente todo o bioprocesso, esta foi mais intensa no meio contendo a

proteina de soja.
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A determinagcdo das unidades enzimaticas considerou como uma
unidade a quantidade de enzima presente em 1mL de amostra necessaria para
promover uma absor¢ao equivalente a 1,0 durante uma hora de atividade (Mitidieri
et al, 2002). Como o tempo de incubagao foi de 15 minutos (0,25 horas) e o
volume de amostra foi de 100uL (0,1mL), a seguinte formula foi utilizada para a

convers&o onde A corresponde a absorvancia média da triplicata:

Atividade Proteolitica= Ax4h™'x10mL""

O meio MR nao apresenta na hora incial indicios de agao proteolitica.
Porém, a partir da 22 hora, é possivel verificar o surgimento de uma fraca
atividade (0,42U.mL".h""), sendo que a mesma se mantém estavel até a 42 hora
(0,41 U.mL™"h™). A partir da 62 hora, verifica-se uma maior atividade proteolitica
(2,22 U.mL".h™"), que passa a subir gradualmente até estabilizar-se em doze
horas com 9,29 U.mL".h™". A atividade mantém-se estavel atingindo valor maximo
na 152 hora (11,82 U.mL'1.h'1), passando em seguida por uma suave queda até o
final do processo, que encerra-se com uma atividade final de 9,56 U.mL".h™
(figura 8).

O meio MPS1, de maneira semelhante, ndo demonstra qualquer indicio
de atividade enzimatica durante a hora inicial. Na 22 hora, a atividade passa a ser
detectada, ainda que relativamente baixa (0,80 U.mL".h"") Na hora 4 ha um forte
aumento em comparagédo ao intervalo anterior (2,03 U.mL'1.h'1). A partir deste
ponto, a atividade enzimatica passa a aumentar gradualmente até comecar a

estabilizar-se na 122hora, com 15,37 U.mL™".h™".
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Ap6s apresentar um pico de 18,67 U.mL™.h™ na 152 hora, a atividade no
meio MPS1 permanece estavel até a 182 hora, com 14,53 U.mL™".h™". Nas horas
finais de fermentacao, verificou-se uma diminuicao na atividade, com queda para
12,92 UmL™".h™" e 10,98 UmL™".h™", nas 212 e 242 hora, respectivamente (figura
8). Apesar de ambos os meios apresentarem valor maximo na 15%hora, a
atividade neste ponto é significativamente superior no meio MPS1 (a=0,05).

A atividade enzimatica passa a aumentar sensivelmente na 6% hora
(2,22 U.mL'1.h'1), 0 que leva diretamente ao aumento no pH do meio, que passa
de 6,36 (42 hora) para 6,64. A partir deste ponto, verifica-se que a atividade passa
a elevar-se rapidamente, simultaneamente ao aumento no numero de células,
conforme verifica-se na contagem de células em placa.

A estabilizacdo na producdo de proteases ocorre na 122 hora,
juntamente com o advento da fase estacionaria. Paralelamente, verifica-se o
sistematico aumento no pH do meio, como resultado da alcalinizagido promovida
pela aménia formada durante a metabolizacdo protéica. A diminuicdo na
concentragao protéica, observada na 82 hora, também é consequéncia da acéo
hidrolitica das proteases sobre os peptideos.

O meio MPS1 demonstra a mesma tendéncia do meio MR, com o
aumento da atividade proteolitica ocorrendo paralelamente ao aumento no
numero de células. A entrada na fase estacionaria leva a estabilizacdo da

atividade
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FIGURA 8: Curvas de atividade proteolitica em fungdo do tempo de crescimento
do Bacillus cereus. Cada ponto da curva de atividade proteolitica
refere-se a média de valores de trés ensaios realizados no mesmo
meio e sob as mesmas condi¢gdes de fermentagdo: meio MR (o);
meio MPS1 (o).

Porém, no meio MPS1 verifica-se um pequeno aumento de pH e
atividade enzimatica na 42 hora de fermentagdo, ou seja, duas horas antes em
relacdo ao meio MR. Esta antecipag¢ao ocorre também em relagao a concentracao
de proteina, pois na 62 hora ja € possivel verificar a queda em seus valores.

Os valores de atividade obtidos em ambos os meios sao inferiores aos

relatados na literatura. As atividades determinadas por Calik et al. (2003), Beg, et

al. (2002) e Johnvesly et al. (2001) sdo superiores a 400U.mL™". Estes autores
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utilizaram caseina como substrato impedindo uma comparacgao direta dos valores,
a qual poderia ser realizada mediante a condu¢cdo dos ensaios sob 0s mesmos
parametros. Mesmo a utilizacdo de azocaseina sob diferentes condicdes pode
produzir dados de dificil comparagao como, por exemplo, Banerjee et al. (1999)
que obteve valores de atividade superiores 2000U.mL™.

O perfil da atividade enzimatica apos o pico ser atingido foi semelhante
aos obtidos por Mehrotra et al. (1999), Putten et al. (1995) e Chu et al. (1992),
onde constata-se a queda nos valores de atividade. Outros autores (Gessesse et
al, 1997; Hanlon et al., 1981), de maneira oposta, verificaram uma estabilidade
nestes valores.

Banerjee et al. (1999) relatam que determinados constituintes do meio
de cultura como acetato de sodio e cloreto de calcio podem estabilizar as enzimas
diminuindo a autdlise. A menor queda de atividade observada no meio MR poderia
em parte ser atribuida a este efeito mas apesar de ensaios com meios com fosfato
de potassio também apresentarem maior atividade enzimatica (Joo et al., 2002;
Banerjee et al., 1999), ndo esta esclarecido pelos autores se esta deve-se a
estabilizacdo enzimatica ou por aprimoramento das condi¢cdes de produgao.

Beg et al. (2003), ao contrario, comprovaram que amido e outros
agucares como sacarose e manitol aumentam a meia-vida de proteases sob
aquecimento. Entretanto, apesar dos carboidratos em sua composicdo o meio
MPS1 apresentou uma queda de atividade enzimatica superior a queda no meio
MR, que consumiu completamente a glicose nas primeiras hora de fermentacao.

A queda de atividade foi atribuida a autdlise por Putten et al. (1995)

enquanto Chu et al. (1992) avaliou a influéncia de células. Os dados deste
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segundo autor demonstraram a estabilizagdo da atividade em valores muito
proximos apesar da velocidade de queda ser aparentemente maior para extratos
enzimaticos armazenados com células mais antigas.

Esta caracteristica pode indicar, indiretamente, a influéncia de
componentes liberados durante o processo de esporulagdo, pois nas
fermentagbes realizadas observou-se que a queda na atividade enzimatica foi
mais acentuada para o meio MPS1, que apresentou tanto um maior numero de
esporos como uma antecipacédo em relacdo ao meio MR.

Os valores finais de atividade dos meios MR e MPS1 foram bastante
semelhantes, fato que também foi observado nos resultados obtidos por Calik et
al. (2003). Este autor, ao realizar fermentacdes sob diversos valores de pH com e
sem controle, constatou a estabilizacdo da atividade em valores bastante
proximos apesar dos diferentes perfis de atividade verificados no decorrer dos

experimentos.

5.8 Determinacdo do Numero de Ceélulas Viaveis Totais e de

Esporos Viaveis

Na determinacdo do numero de células viaveis totais o Meio MR
apresentou na hora inicial 5,93x10°UFCmL"" sendo verificada pouca alteragdo até
a 22 hora de fermentacdo(2,30x10’UFCmL™). Entretanto, a partir da 42 hora, o
crescimento passa a ser evidenciado pelo aumento no numero de células, com
um incremento para 2,20x108UFCmL™ (Apéndice 12).

No intervalo compreendido entre a 6% e 12%hora, ocorre intenso

crescimento celular, com um aumento de 8,51x108UFCmL™" a 3,68x10°UFCmL™.
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Apés este intervalo, ha estabilizacdo no crescimento, o qual mantém-se estavel
até a 24%hora (1,19x10°UFCmL™).

O numero de esporos no meio referéncia inicia-se com 7,94x10°
UFCmL™", saltando para 1,65x10*UFCmL™" na 22 hora. No intervalo entre a 22 e
122 hora, a esporulagcdo mantém-se estavel, apresentando suaves oscilagdes.
Entre a 152 e a 18?2 hora, entretanto, verifica-se um rapido aumento na
esporulacdo, com um salto de 3,30x10*UFCmL" para 4,37x10°UFCmL™,
respectivamente (Apéndice 12). No intervalo posterior, os valores permanecem
estaveis até o final da fermentacéo.

No meio MPS1, o numero de células viaveis totais na hora inicial é de
7,82x10°. Este valor pouco altera-se na 22 hora, a qual apresenta 2,50x10’
UFCmL. Na 42 hora, pode-se verificar o rapido aumento no niumero de células, o
qual salta para 9,64x108UFCmL™". O crescimento celular mantém-se intenso na
hora seis, passando a reduzir o crescimento na 82 hora. A partir deste ponto, os
valores permanecem estaveis até o final da fermentagédo, obtendo-se um valor
maximo na 122 hora, com 1,97x10°UFCmL"™".

O numero de esporos para o0 meio MPS1 iniciou-se em
1,66x10°UFCmL™. Os valores permancem estaveis ate a 122 hora. Porém, no
intervalo posterior, observa-se um forte aumento na esporulacdo, com valores de
1,95x10°UFCmL™ e 6,12x10’"UFCmL™" para a 12 e a 152 hora, respectivamente.
Estes valores mantém-se estaveis e elevados até o final da fermentagao, obtendo-
se na 242 hora 4,70x10’"UFCmL™ para esporos (figura 9).

Ambos os meios empregados apresentaram crescimento semelhantes.

No meio referéncia, porém, verifica-se que os paramentro observados (massa
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seca, absortividade) sofrem influéncia direta dos crescimento celular, conforme foi

discutido anteriormente.
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FIGURA 9: Curvas de células viaveis totais (CVT) e esporos em fungao do tempo
de crescimento do Bacillus cereus. Cada ponto da curva de
crescimento refere-se a média de valores de trés ensaios ( cada
ensaio com n=10) realizados no mesmo meio e sob as mesmas
condicbes de fermentagcdo. meio MR: CVT(c), esporos (e); meio
MPS1: CVT (o), esporos (m).
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A atividade enzimatica verificada esta diretamente relacionada com o
desenvolvimento celular. Nas horas iniciais das fermentacbes do meio MR, a
atividade é nula ou praticamente inexistente. No entanto, pode-se observar que a
42 hora apresenta aumento nos valores de UFC enquanto que a atividade sé
passa a aumentar a partir da 62 hora.

Isto ocorre em razdo do meio em questdo apresentar glicose em sua
composigao. Conforme discutido anteriormente e observado nos préprios valores
de pH, nas horas iniciais a utilizagcdo de glicose possivelmente inibe a
metabolizacdo de proteina, fato que reflete-se diretamente na baixa atividade
enzimatica, apesar de ocorrer crescimento celular.

No decorrer do restante do processo, o crescimento celular no MR é
acompanhado pelo aumento na atividade proteolitica. A entrada na fase
estacionaria leva a estabilizacido e posterior queda na sintese de enzimas,
conforme observa-se na figura 8.

O meio MPS1 apresenta crescimento semelhante o qual ndo é tao
nitido quando observado a partir dos valores de massa seca e absortividade.
Neste meio, a relacdo entre crescimento celular e atividade enzimatica € ainda
mais visivel, pois 0 aumento de unidades formadoras de coldnias verificado na 42
hora foi imediatamente acompanhado por aumento na atividade proteolitica.

A producao enzimatica verificada em ambos os meios apresentou um
perfil diferente daquele constatado em diversos outros trabalhos. Estudos
realizados por Calik et al. (2003), Calik et al. (2002), Beg et al. (2002) e Gessesse

et al. (1997) demonstram que na fase logartitmica a atividade enzimatica esta

68



69

ausente ou é relativamente baixa. O aumento da producdo nestes trabalhos foi
constatado ou no final da fase log ou no decorrer da fase estacionaria.

Os meios MR e MPS1, porem, demonstram que o aumento da atividade
enzimatica ocorre desde o inicio da fase logaritmica e se mantém apenas por um
curto periodo apods o fim do crescimento, atingindo valores maximos em 15 horas.
Este perfil também foi verificado por Mehrotra et al. (1999).

O forte crescimento celular observado em ambos os meios indicam que
as condi¢des nutricionais foram favoraveis para o bacilo. A atividade enzimatica
determinada no meio MPS1 foi superior a do meio MR assim como o indice de
esporulagdo. Segundo He et al (1991), a sintese de proteases esta vinculada a
desrepressao do mecanismo de esporulagao.

A realizacao das fermentagcbes com a quantidade total de nutrientes
desde o inicio do bioprocesso pode néao ter propiciado condi¢cdes de cultura que
estimulassem a producdo de enzimas. Ensaios conduzidos por Beg et al. (2002)
demonstraram claramente que o fornecimento de nutrientes (glicose e
casaminoacidos) durante a fase estacionaria ocasionaram o aumento da atividade
proteolitica.

Deve-se salientar que o crescimento celular obtido ndo é um fator
indesejavel, pois o mesmo esta diretamente relacionado com a quantidade de
enzima produzida. Conforme demonstrado por Johnvesly et al. (2001) a produgéo
de enzimas foi afetada pelas fontes de carbono, nitrogénio e pH sendo
diretamente proporcional ao crecimento celular.

A otimizagdo da producdo deve ser obtida através da redugdo do

crescimento celular sob condicbes que permitam a formagdo de células em
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nimero razoavel. As células presentes devem entdo ser apresentadas condicdes

que favoregcam a sintese de enzimas proteoliticas.

5.9. Tratamento do Complexo Proteolitico

A precipitacdo fracionada com cloreto de aménio levou a remogao de
75% da enzima na 12 fragdo. A fracdo correspondente a 32 precipitagcao (fragao Ill)
reteve 24,5% da atividade e apresentou a maior atividade especifica sendo por
isto destinada a coluna de Q Sepharose®.

Na 42 fracao, apesar de ocorrer precipitacao proteica, nao foi detectada
qualquer atividade enzimatica. Na 5% e dultima fracdo de precipitacdo, foi
novamente detectada atividade, a qual correspondeu a 7% do total.

A fragdo Ill foi submetida & coluna de Q Sepharose® sendo seus
resultados apresentados na figura 10. A maior parte da atividade enzimatica foi
detectada na porgéo da coluna anterior ao inicio do gradiente de cloreto de sédio.
A proteina, ao contrario, permaneceu praticamente retida e foi liberada apds o
inicio do gradiente.

As fracdes inicais da coluna de Q Seharose® foram reunidas e aplicadas
a uma coluna de SP Sepharose®, sendo seu resultado observado na figura 11.
Nesta segunda coluna, parte da atividade enzimatica foi obtida antes do inicio do
inicio do gradiente de cloreto de sddio assim como parte da proteina.

Nas fragdes posteriores, a enzima foi detectada no decorrer do aumento
do gradiente, sendo interrompida por fracbes com auséncia de atividade

proteolitica. O restante da proteina, de modo semelhante, foi liberada com o
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aumento do gradiente, sendo interrompida por intervalos onde sua presenga nao

foi detectada (figura 10).
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FIGURA 10: Grafico de purficacdo em coluna de Q Sepharose® do extrato
proteolitico dialisado do Bacillus cereus em meio MPS1.
Concentragao protéica em A280 (—); atividade proteolitica (---);
gradiente de NaCl (==).

A atividade enzimatica foi detectada no decorrer de ambas as colunas,
mas nao de modo uniforme. Na coluna de Q Sepharose®, embora sua maior parte
tenha sido liberada na etapa inicial, € possivel detectar atividades posteriores
entre as 53? e 66° fracdo (figura 10).

Na coluna de SP Sepharose® também ha liberagdo de enzima na etapa
inicial e apos o inicio do gradiente. A enzima detectada entre a 372 e 622 fragao foi
irregular, sendo obtido alguns picos seguidos por fragbes com queda e auséncia

completa de atividade (figura 11). Este comportamento pode ser consequéncia da

baixa atividade enzimatica determinada. Para verificar a atividade nestas fragoes,
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o tempo de incubacdo deve ser aumentado a fim de permitir que a enzima atue
por um periodo superior sobre a azocaseina.

A presenga de substrato do meio MPS1 prejudicou o processo de
purificagdo devido a co-precipitagcao de grande parte do conteudo enzimatico com
a matéria-prima durante a fracdo I. O meio MPS1 também apresenta indice de
esporulagdo superior ao do meio MR. A liberacdo de componentes celulares
internos durante este processo pode levar também a presenga de proteases que
normalmente estariam retidas no interior da célula bacteriana. Para B. subtilis sdo
reconhecidas até o momento seis proteases, sendo que destas duas sao

intracelulares (He et al., 1991).
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FIGURA 11: Grafico de purficacdo em coluna de SP Sepharose® do extrato
proteolitico dialisado do Bacillus cereus em meio MPS1.
Concentragao protéica em A280 (—); atividade proteolitica (---);
gradiente de NaCl (==).
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5.10 Avaliacao do Crescimento, Esporulacéao e Producéao

Os dados obtidos do crescimento do Bacillus cereus demonstram que o
tempo médio de geragao calculado a partir da contagem de células viaveis totais
foi inferior no meio MPS1 com valor de 57,8 minutos enquanto que no meio MR
obteve-se 81,94 minutos. Em relacdo a velocidade especifica de crescimento,
verifica-se para o meio MR 0,51h™ enquanto que o meio MPS1 o valor observado
é de 0,72 h™' (apéndice 18).

Através dos valores de produtividade em relacao a atividade enzimatica
constata-se que o meio MPS1 é superior em comparacdo ao meio MR,
apresentando valor de 1,24U.mL.h"" contra 0,79U.mL.h"" do meio MR. Em termos
de células viaveis totais a produtividade em ambos os meios € semelhante com
valores de 1,24x108UFC.mL".h"" para o meio MPS1 e de 1,44 x108UFC.mL".h™
para o meio MR. De modo oposto, quando calculada a partir dos valores de
esporos viaveis totais o meio MPS1 ¢é muito superior, obtendo-se 4,08
x10°UFC.mL™".h"" enquanto que para o meio MR obtém-se 1,84 x10*UFC.mL".h™
(apéndice 18).

O calculo de produtividade em relagdo a massa seca apresenta valores
bastante proximos entre os meios, sendo de 0,50mg.mL.h'1 para o meio MPS1 e
de 0,45 mg.mL.h'1 para o meio MR. Porém, apesar deste resultado estar
condizente com o obtido através da contagem de células viaveis totais, deve-se
considerar que as caracteristica do meio MPS1, formado por material pouco
soluvel, podem comprometer este dado.

Em relagdo ao rendimento, os dados indicam a superioridade do meio

MR quanto a massa seca (2,04g.L"), atividade enzimatica (3,58U.mL".g") e
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células viaveis totais (6,54x108U.F.C.g™") em relacdo aos valores de 1,12 g.L”
(massa seca), 2,80.U.mL".g" (atividade enzimatica) e de 2,79x10® U.F.C.g"
(células viaveis totais) do meio MPS1 (apéndice 18). O meio MR apresenta
rendimento inferior ao meio MPS1 apenas quanto a formacao de esporos onde
observa-se 8,39x10* U.F.C.g™" (meio MR) e 9,17x10° U.F.C.g”" (meio MPS1).

Como a determinacdo do rendimento foi realizada considerando a
proteina consumida, a avaliagcdo foi comprometida devido a dificuldade de
doseamento através do método do biureto da proteina do meio MR, a qual é
altamente hidrolisada. Esta caracteristica pode ocasionar distor¢ées na avaliacao
de rendimento para o meio MR, pois o calculo pode estar sendo realizado com
dados substimados de consumo protéico.

Pelo mesma razdo, a determinacao de eficiéncia das fermentacbes é
comprometida. Embora os dados do meio MR (55,5%) e do meio MPS1 (45,7%)
indiquem, aparentemente, a superioridade do meio MR, este pode estar tendo sua

eficiéncia superestimada devido a determinacao de proteina.
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6. CONCLUSOES

1. Os meios de cultura utilizados no biorreator, MR e MPS1,
proporcionaram condi¢cdes nutricionais adequadas para o desenvolvimento de
Bacillus cereus, com crescimento celular semelhante.

2. O meio MPS1 propiciou maior atividade enzimatica produzindo um
extrato com atividade 60% superior ao do meio MR.

3. Em ambos os meios de cultura utilizados verificou-se a producéo de
complexo de enzimas proteoliticas, obtendo-se a maxima atividade enzimatica na

152 hora.



PERSPECTIVAS DE PESQUISA

1. Estabelecer parametros de cultura mais adequados a produgao de
complexos proteoliticos.

2. Avaliar a influéncia do fracionamento no fornecimento de substrato
protéico de ambos os meio sobre a producido de enzimas.

3. Estabelecer condi¢cbes nutricionais diferenciadas para a fase de
crescimento e estacionaria de B. cereus.

4. Selecionar e utilizar metodologias com maior rapidez que permitam o
imediato acompanhamento das taxas de consumo dos substratos.

5. Realizar o isolamento e caracterizagdo da(s) enzima(s) proteolitica(s)

do B. cereus a partir de extratos obtidos do Meio MR.
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8. APENDICES

APENDICE 1: Valores de atividade proteolitica do Bacillus cereus referentes aos
ensaios em agitador orbital com meio de proteina de soja PS60° e
Samprosoy90°.

Matéria-prima  Concentracao Protéica  Atividade Enzimatca

(g/L) (unidadesmL™)
PS60® 6 1,23 +0,05
PS60® 12 5,67 + 0,88
PS60® 18 12,13 £ 0,62
Samprosoy90® 6 1,64 £ 0,64
Samprosoy90® 12 1,19+ 0,14

Samprosoy90® 18 1,95 + 1,00
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APENDICE 2: Valores de pH referentes aos ensaios de fermentacéo do Bacillus
cereus no meio de MR. Os dados correspondem as amostras
retiradas durante a fermentacao nos tempos indicados.

Tempo (h) Fermentagdo!| Fermentacdoll Fermentagao lli Média + EP
média
0 7,11 7,05 X 7,08 £ 0,04
2 7,04 7 7,07 7,07 £ 0,03
4 6,61 6,31 6,15 6,36 £ 0,23
6 6,2 6,69 7,04 6,64 + 0,42
8 7,65 7,71 7,68 7,68 + 0,03
10 8,13 8,15 7,9 8,06 + 0,14
12 8,33 8,44 8,05 8,27 £ 0,20
15 8,65 8,65 8,25 8,51 +0,23
18 8,76 8,8 8,77 8,77 + 0,02
21 8,98 8,95 8,8 8,91 +0,10
24 9,01 9,1 9,08 9,06 + 0,05
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APENDICE 3: Valores de pH referentes aos ensaios de fermentacéo do Bacillus

cereus no meio MPS1 dados correspondem as amostras retiradas
durante a fermentacao nos tempos indicados

Tempo (h) Fermentacgao | Fermentacdo Il Fermentagao lll Média + EP
média
0 6,93 6,46 6,79 6,73+ 0,24
2 6,80 6,71 6,71 6,74 £ 0,05
4 6,90 7,03 6,85 6,93 + 0,09
6 7,80 8,06 7,97 7,94 +0,13
8 8,68 8,37 8,47 8,51+0,16
10 8,72 8,51 8,60 8,61 +0,11
12 8,84 8,60 8,72 8,72+0,12
15 8,90 8,80 8,76 8,82+ 0,07
18 9,00 8,92 8,83 8,92 + 0,09
21 9,02 9,04 8,85 8,97 £ 0,10
24 8,91 9,10 8,90 8,97 £ 0,11
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APENDICE 4: Valores de densidade 6tica referentes aos ensaios de fermentacéo
do Bacillus cereus no meio MR. Os dados correspondem a leitura
de absorvancia a 630nm das amostras retiradas durante a
fermentacao nos tempos indicados

Tempo (h) Fermentagdo| Fermentagédo Il Fermentagao Il Média + EP
média
0 0,01 0,01 X 0,01 £ 0,00
2 0,02 0,02 0,15 0,06 + 0,00
4 0,28 0,48 0,50 0,42 +0,14
6 1,40 1,58 1,58 1,52 £0,13
8 3,12 2,77 2,34 2,74 + 0,25
10 3,86 3,43 3,76 3,68 £ 0.30
12 3,66 4,10 3,51 3,76 + 0,31
15 3,82 3,49 3,28 3,563+0,23
18 3,20 3,23 2,45 2,96 + 0,02
21 3,00 3,11 2,15 2,75+ 0,08
24 2,92 2,83 2,56 2,77 + 0,06
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APENDICE 5: Valores de densidade 6tica referentes aos ensaios de fermentacéo
do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados correspondem a
leitura de absorvancia a 630nm das amostras retiradas durante a
fermentacéo nos tempos indicados.

Tempo (h) Fermentacao | Fermentacao Il Fermentacao Il Média + EP
média
0 0,15 0,07 0,06 0,09 + 0,05
2 0,05 0,11 0,02 0,06 + 0,05
4 0,12 0,35 0,2 0,22+0,12
6 0,9 1,11 0,91 0,97 £ 0,10
8 1,3 1,5 1,56 1,45+ 0,14
10 1,44 1,73 1,66 1,61+0,15
12 1,31 1,69 1,96 1,65+ 0,33
15 1,71 1,63 2,41 1,92 £ 0,43
18 2,03 2,06 24 2,16 £ 0,21
21 1,92 1,8 2,54 2,09+0,40
24 1,82 1,93 2,19 1,98 + 0,19

88



89

APENDICE 6: Valores de massa seca (g.L") referentes aos ensaios de
fermentacdo do Bacillus cereus no meio MR. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de quatro
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentagdo| Fermentagédo Il Fermentagao lli Média + EP
média
0 0,13 0,20 X 0,16+ 0,12
2 0,26 0,28 0,37 0,28 +0,13
4 1,12 1,13 1,13 1,13+0,18
6 2,83 3,35 2,58 2,92 +0,47
8 4,45 6,08 4,20 491+1,12
10 6,15 5,78 4,73 5,55 + 0,81
12 6,25 6,60 6,33 6,39 £ 0,58
15 6,13 8,80 5,33 6,75 + 1,66
18 5,75 7,05 4,23 5,03 +1,92
21 5,05 7,10 4,60 5,58 + 1,33
24 5,53 7,05 3,75 5,44 + 1,60
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APENDICE 7: Valores de massa seca (g.L") referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de quatro
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentagao | Fermentacao Il Fermentacgao I Média + EP
média
0 6,08 3,63 3,70 4,47 + 1,66
2 3,65 3,10 4,23 3,66 + 0,69
4 3,75 4,13 4,53 4,13+0,42
6 6,00 5,35 5,73 5,66 + 0,33
8 6,03 6,35 7,85 6,74 + 0,98
10 6,95 7,28 8,15 7,46 + 0,65
12 7,43 7,33 7,18 7,31+1,65
15 7,30 7,30 7,85 7,50+ 0,33
18 6,37 7,45 7,85 6.93 + 2.61
21 6,73 6,63 6,35 6,56 + 0,54
24 6,89 6,50 6,23 6,53 + 0,56

90



91

APENDICE 8: Valores de atividade proteolitica referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MR. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de trés
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentagdo| Fermentagdol Fermentacao llI Média + EP
média
0 0 0,00 0,00 + 0,00
2 0,85 0,00 0,43 +0,48
4 0,53 0,69 0 0,41+ 0,52
6 1,77 1,85 3,04 2,22 +£0,68
8 2,08 2,03 4,98 3,15+ 1,54
10 517 5,73 7,24 6,05 + 1,09
12 12,32 6,48 9,08 9,29 + 2,58
15 11,85 13,24 10,38 11,83+ 1,35
18 10,09 9,56 10,6 10,08 £ 0,77
21 11,57 8,96 7,97 9,50+1,73
24 10,85 9,64 8,2 9,74 + 1,36
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APENDICE 9: Valores de atividade proteolitica referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de trés
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentacao | Fermentacgao Il Fermentacgao Il Média + EP
média
0 0 0 0 0,00 + 0,00
2 0,66 1,07 0 0,62 + 0,64
4 2,12 1,81 2,09 2,01 £ 0,31
6 6,34 4,82 6,24 574 +0,77
8 7,08 10,23 9,45 9,15+ 1,37
10 8,52 14,78 12,91 12,52 + 2,63
12 11,50 19,38 15,37 15,91 £ 3,32
15 14,04 21,08 19,35 18,67 + 3,00
18 12,72 14,84 16,04 14,76 + 1,47
21 11,50 12,08 15,18 13,10+ 1,80
24 9,42 11,04 12,48 11,18 £ 1,35
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APENDICE 10: Valores de Proteina SolGvel (g/L) referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MR. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de duas
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentacao | Fermentacao I Fermentacao Il Média + EP
média
0 4,72 7,16 5,94 + 1,40
2 4,86 5,33 4,71 4,97 £ 0,38
4 5,23 4,72 4,24 4,68 £ 0,50
6 5,00 7,69 4,32 5,66 + 1,60
8 3,83 5,93 3,11 4,29 + 1,32
10 2,50 4,63 2,41 3,18 +1,12
12 2,27 3,92 2,26 2,82 + 0,86
15 2,11 3,64 2,14 2,64 £ 0,79
18 2,11 3,71 2,14 2,66 + 0,82
21 1,79 3,62 1,89 2,43 £ 0,92
24 1,52 3,57 1,75 2,28 +1,01
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APENDICE 11: Valores de Proteina SolGvel (g/L) referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de duas
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentagao | Fermentacao Il Fermentacgao I Média + EP
média
0 13,72 13,88 16,23 14,61+ 1,83
2 17,21 12,17 16,03 15,14 + 2,54
4 17,17 10,62 14,37 14,05 + 3,05
6 11,.33 7,88 12,38 10,53 £ 2,15
8 10,40 5,94 10,31 8,74 £ 2,21
10 9,94 6,52 8,92 8,46 + 1,58
12 10,10 6,71 8,97 8,60 + 1,55
15 9,11 5,91 8,74 7,94 + 1,59
18 8,97 5,23 8,55 7,59 +1,84
21 8,55 5,29 8,76 7,54 +1,74
24 8,26 4,94 9,20 7,47 +2,02
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APENDICE 12: Valores de Contagem de Células Viaveis Totais referentes aos
ensaios de fermentacédo do Bacillus cereus no meio MR. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; a determinacao
para cada ponto de amostragem foi realizada com N igual a 10

contagens.

Tempo (h) Fermentagao I+ EP Fermentacdo Il+ EP  Fermentagao Ill + EP Média + EP

0 5,92x10° + 9,39x10*.  6,00x10° + 1,46x10° 5,93x10° + 5,66x10°
2 2,36x10" £4,55x10°  1,53x10” £2,51x10°  3,02x10” +2,28x10°  2,30x10" + 7,47x10°
4 1,95x108 + 2,83x107 3,14x10° + 3,55x07 1,52x10% £ 3,16x10°  2,20x10° + 8,38x10’
6 7,80x10% £ 1,62x10°  1,52x10°+3,12x10°  2,58x10% £ 5,84x10"  8,51x10° + 6,31x10’
8 1,79x10° + 3,33x10°  1,73x10° +2,75x10®  7,56x10° + 2,16x10®  1,42x10° + 5,80x10°
10 3,08x10° + 5,84x10°  2,98x10° £6,39x10°  1,28x10° +3,78x10°  2,75x10° + 1,36x10°
12 5,82x10° + 1,82x10°  4,47x10° £ 7,05x10°  7,64x10% + 1,91x10°  3,68x10° + 2,62x10°
15 2,75x10° £ 4,08x10°  3,09x10° + 6,40x10®  6,36x10%+ 1,57x10°  2,16x10° + 1,33x10°
18 1,21x10° £ 2,59x10°  2,26x10° +4,41x10°  4,28x10° + 5,02x10°  2,58x10° + 1,56x10°
21 9,24x10% £ 1,55x10°  2,03x10° + 3,67x0° 1,92x10% + 5,63x10"  1,05x10° + 9,24x10°
24 1,56x10° £ 3,43x10%  1,70x10° £+ 2,47x10®°  2,96x10% £ 3,93x10°  1,19x10° + 7,73x10°
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APENDICE 13: Valores de Contagem de Células Viaveis Totais referentes aos

ensaios de fermentacao do Bacillus cereus no meio MPS1. Os
dados correspondem as amostras dos tempos indicados; a
determinagdo para cada ponto de amostragem foi realizada com
N igual a 10 contagens.

Tempo (h)

Fermentagao I+ EP

Fermentagao I+ EP

Fermentacao Il + EP

Média + EP

o A N O

12
15
18
21
24

8,18x10° + 1,06x10°
1,75x10" + 2,06x10°
2,40x10° + 6,93x10’
1,20x10° + 2,12x10®
1,26x10° + 2,21x10®
1,38x10° + 3,28x10°
2,44x10° + 4,60x10°
2,75x10° + 4,04x10°
6,85x10° + 2,00x10°
7,38x10° + 1,33x0°
3,77x10° + 5,04x10°

9,08x10° + 1,99x10°
2,70x107 + 3,97x10°
2,93x10% + 5,43x10”
1,44x10° + 2,97x10°
1,41x10° £ 2,54x10°
1,06x10° + 2,41x10°
1,33x10° + 2,41x10°®
1,21x10° £ 3,22x10°
7,47x10% + 2,17x108
5,68x10% + 1,43x108
8,32x10% + 1,68x10°8

6,20x10° + 2,05x10°
3,06x107 + 6,08x10°
1,96x10% £ 5,13x10"
2,22x10° + 4,33x10°8
3,01x10° + 5,21x108
2,77x10° + 6,30x108
2,13x10° + 4,13x10°8
1,63x10° + 4,69x10°
2,13x10° + 3,86x10°
1,91x10° £ 5,79x10°
2,34x10° + 4,79x108

7,82x10° £ 1,47x10°
2,50x10" + 6,76x10°
9,64x10° + 4,90x10’
1,62x10° + 5,34x10°
1,89x10° + 9,72x10°
1,74x10° + 9,09x10°
1,97x10° + 5,72x10°
1,86x10° + 7,93x0°
1,19x10° + 8,1610°
1,07x10° + 7,31x10°
2,31x10° + 1,47x10°
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APENDICE 14: Valores de Esporos Viaveis Totais referentes aos ensaios de
fermentacdo do Bacillus cereus no meio MR. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; a determinacao
para cada ponto de amostragem foi realizada com N igual a 10
contagens.

Tempo (h) Fermentagao I+ EP Fermentagao I+ EP Fermentacao Il + EP Média + EP

0 4,71x10° £9,75x10"  1,12x10° + 2,41x10? X 7,94x107 + 4,56x10°
2 8,36x10% £ 2,72x10°  7,96x10% £ 1,53x10°  4,78x10* + 5,42x10°  1,65x10* £ 2,71x10*
4 2,39x10* £4,30x10°  1,24x10* £ 1,64x10°  2,08x10* + 3,21x10°  1,90x10* £ 5,96x10°
6 4.23x10* +7,13x10°  2,58x10* £4,23x10°  3,42x10* +524x10°  3,41x10* + 8,26x10°
8 3,24x10* £ 7,05x10°  2,00x10* + 4,56x10°  1,54x10* + 2,66x10°  2,26x10* + 8,79x10°
10 5,18x10* +5,89x10°  1,43x10* +3,13x10°  3,36x10* +4,67x10°  3,32x10* + 1,88x10"
12 2,89x10% +£5,22x10°  2,74x10" + 3,96x10°  4,28x10* + 5,36x10°  3,30x10* + 8,52x10°
15 X 4,00x10° + 6,97x10*  1,54x10% £ 2,62x10*  2,77x10° + 1,73x10°
18 3,70x10° £ 6,24x10°  2,06x10°+2,80x10°  7,35x10° £ 2,21x10°  4,37x10° + 2,71x10°
21 2,16x10° £4,39x10°  2,93x10°+ 542x10°  7,68x10° £ 1,26x10°  4,25x10° + 2,99x10°
24 1,38x10°% £ 3,47x10°  4,41x10°+ 5,36x10°  6,62x10°+ 1,27x10°  4,14x10° + 2,63x10°
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APENDICE 15: Valores de Esporos Viaveis Totais referentes aos ensaios de
fermentacdo do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; a determinacao
para cada ponto de amostragem foi realizada com N igual a 10
contagens.

Média + EP
Tempo (h) Fermentagao I+ EP Fermentagao I+ EP Fermentacao Il + EP
0 9,96x10° + 2,16x10°  1,88x10° £ 2,88x10°  2,11x10°+ 5,32x10°  1,66x10° + 5,91x10°
2 1,26x10° £ 1,78x10>  3,84x10%+ 522x10°  6,20x10° + 2,04x10°  1,90x10°% + 1,70x10°
4 1,60x10° £ 1,87x10%  2,97x10% + 4,34x10®>  3,53x10° +6,53x10°  2,70x10° + 9,93x10?
6 1,12x10° + 1,58x10°  1,27x10%+2,01x10>  2,29x10° +4,61x10°  1,56x10° + 6,34x10°
8 1,86x10% + 4,53x10%  1,92x10° +4,19x10°  3,08x10°+5,74x10°  2,29x10° + 6,86x10?
10 2,16x10° + 4,14x10°  3,21x10° +4,70x10°  4,33x10° +4,89x10°  3,23x10° + 1,09x10°
12 2,91x10% £ 2,34x10°  2,41x10° +4,31x10*  3,41x10° +6,03x10°  1,95x10° + 1,73x10°
15 1,72x10% £ 2,94x10"  1,07x10” + 1,93x10°  4,09x10° + 2,59x10°  6,12x10" + 9,65x10’
18 9,15x10” £2,04x10"  2,28x10" +4,31x10°  1,13x10" £2,72x10°  4,18x10" + 4,34x10’
21 8,36x10” +1,39x10"  2,64x10” +4,13x10°  3,04x10" +4,71x10°  4,68x10" + 3,19x10’
24 6,68x10” £2,23x10°  4,50x10” £ 7,69x10°  2,92x107 + 6,38x10°  4,70x10" £ 1,89x10’
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APENDICE 16: Valores de Acucar Redutor referentes aos ensaios de fermentagéo
do Bacillus cereus no Meio MR. Os dados correspondem as
amostras dos tempos indicados; os valores para cada ponto de
amostragem correspondem a meédia de duas determinagdes.

Tempo (h) Fermentagdo MR Fermentacdo MR Fermentacdo MR Média + EP média

18-11 21-11 05-12

0 2,37 2,41 2,60 2,46 + 0,15
2 2,24 2,25 2,62 2,37 + 0,22
4 1,39 1,51 2,52 1,81+ 0,56
6 0,43 0,65 0,79 0,62 +0,16
8 0,00 0,08 0,32 0,13£0,15
10 0,00 0,00 0,15 0,05 + 0,08
12 0,00 0,00 0,00 0,00

15 0,00 0,00 0,00 0,00

18 0,00 0,00 0,00 0,00

21 0,00 0,00 0,00 0,00

24 0,00 0,00 0,00 0,00
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APENDICE 17: Valores de Acucar Redutor (g/L) referentes aos ensaios de

fermentacdo do Bacillus cereus no meio MPS1. Os dados
correspondem as amostras dos tempos indicados; os valores para
cada ponto de amostragem correspondem a média de duas
determinacgoes.

Tempo (h) Fermentacao | Fermentacgao Il Fermentagao Il Média + EP média
0 2,72 3,57 3,12 3,14+ 0,15
2 2,86 3,11 3,47 3,15+ 0,32
4 2,91 2,66 3,00 2,86 £+ 0,28
6 2,84 3,19 3,02 3,02 +0,22
8 2,54 2,76 2,94 2,74 £ 0,28
10 2,78 2,93 1,90 2,53 0,77
12 2,74 2,67 3,39 2,93+ 0,41
15 2,77 3,17 2,69 2,88 £+ 0,29
18 2,78 3,12 2,51 2,80+0,35
21 3,02 2,69 2,67 2,79+0,27
24 2,72 2,53 3,31 2,85+0,48
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APENDICE 18: Resultados dos tempos médios de geragdo em células viaveis
totais (Gc), das velocidades especificas de crescimento em células
viaveis totais (uc), os rendimentos em massa seca celular (Rm),
atividade enzimatica (Rae), células viaveis totais (Rc) e em
esporos (Re), das produtividades em massa seca celular (Pm),
atividade enzimatica (Pae), substrato consumido (Ps), células
viaveis totais (Pc) e em esporos (Pe) e eficiéncia das fermentagdes
de Bacillus cereus .

PARAMETRO Meio MR Meio MPS1
Ge 81,94 57,78
(min)
uc 0,51 0,72
(h™)
Rm 2,04 1,12
(9.1
Rae 3,58 2,80
(U.mL™h™
RC 6,54x108 2,79x108
(UF.C/g.lIh
Re 8,39x10* 9,17x10°
(UF.C/g.lh
Pm 0,45 0,50
(g.I*.h™
Pae 0,79 1,24
(U.mL™h?
Ps 0,22 0,44
(mg.mL™)
Pc 1,44x108 1,24x108
(UF.C.g.I"h"h
Pe 1,84x10* 4,08x10°
(UF.C.glth?Y
Eficiéncia 55,5 457
(%)
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