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RESUMO

Um dos intermedidrios produzidos no processo de fermentagao alcodlica durante a
producdo de cerveja € o diacetil, que mesmo em concentracdes tdo baixas quanto 0,15 ppm,
acarreta uma caracteristica organoléptica indesejdvel a vérios estilos de cerveja, o sabor
amanteigado. O descanso do diacetil, processo de remog¢do desse composto que dura de 2 a 4
semanas, ¢ um passo limitante na maturacio da cerveja, tornando-se gargalo na produgdo e
despendendo capital para o armazenamento do produto. A enzima alfa-acetolactato
descarboxilase (ALDC) atua evitando a formag¢do do diacetil. Um delineamento experimental
foi aplicado para avaliar a influéncia da agitacdo e da aeracdo, em modelo de escala
laboratorial, sobre a produ¢do da enzima ALDC de Bacillus subtilis ICAS6 por cultivo
submerso. A produgdo da enzima ALDC realizada em biorreator durante 14h de cultivo a 37
°C, com diferentes combinacdes de taxas de agitacdo (150 rpm, 300 rpm e 450 rpm) e taxas de
aeracdo (0 L/min, 0,5 L/min e 1 L/min). A atividade mais alta (0,86 + 0,036 U/mL) foi obtida
a uma taxa de aeracdo de 0,5 L/min e uma taxa de agitacdo de 300 rpm. Para avaliar a
atividade enzimdtica foi utilizada metodologia colorimétrica e para avaliar a influéncia dos
fatores na resposta analisada foi utilizada metodologia de superficie de resposta (SR). A partir
dos resultados da presente investigacdo, pode-se concluir que a varidvel quadritica da
agitacdo tem um efeito significativo na producdo de ALDC de B. subtilis. Os efeitos da
variavel aeracdo e da interagdo entre ambas as variaveis ndo foram significativos. Observou-
se um efeito positivo do aumento da taxa de agitacdo na producdo de proteinas totais de B.
subtilis. Novos estudos sdo necessdrios a fim de predizer as condi¢des 6timas de agitagdo e

aeracao para a resposta analisada.

Palavras-chave: Alfa-acetolactato descarboxilase; Bacillus subtilis; Agitacdo e aeragdo;

cultivo submerso.



ABSTRACT

One of the intermediates produced in the alcoholic fermentation process during
brewing is diacetyl which, even at concentrations as low as 0.15 ppm, carries an undesirable
organoleptic characteristic to various styles of beer, the buttery flavor. The diacetyl rest, a
process of removal of this compound that lasts from 2 to 4 weeks, is a limiting step in beer
maturation, becoming time consuming in production and capital consuming for the storage of
the product. The enzyme alpha-acetolactate decarboxylase (ALDC) avoids the formation of
diacetyl. An experimental design was applied to evaluate the influence of agitation and
aeration, in a laboratory scale, over the production of the enzyme ALDC of Bacillus subtilis
ICAS56 by submerged culture. Production of ALDC enzyme in a bioreactor for 14h culture at
37 °C, with different combinations of stirring rates (150 rpm, 300 rpm and 450 rpm) and
aeration rates (0 L/min, 0.5 L/min and 1 L/min). The highest activity (0,86 + 0.036 U/mL)
was obtained at an aeration rate of 0,5 L/min and a stirring rate of 300 rpm. To evaluate the
enzymatic activity, a colorimetric methodology was used and response surface methodology
was used to evaluate the influence of the factors in the analyzed response. From the results of
the present investigation, it can be concluded that the quadratic variable of the agitation has a
significant effect on the production of ALDC of B. subtilis. The effects of the variable aeration
and the interaction between both variables were not significant. A positive effect was
observed, upon increasing the stirring rate, on the production of B. subtilis’ total proteins.
Further studies are required in order to predict optimal conditions of agitation and aeration for

the analyzed response.

Keywords: ALDC; Bacillus subtilis; Agitation and aeration; Submerged culture.
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1. INTRODUCAO

A enzima alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC) vem sendo utilizada pela
industria cervejeira como um aditivo na etapa de processamento, evitando a formagdo do
diacetil, um composto de sabor indesejado (off-flavor) na maior parte dos estilos de cervejas
disponiveis no mercado. O descanso do diacetil, processo de degradacao ndo-enzimética desse
off-flavor, pode durar de 2 a 4 semanas, de modo a representar um gargalo no processo de
producdo no que se trata do consumo de tempo e de energia.

A ALDC disponibilizada comercialmente possui origem microbiana, sendo
produzida, em sua maioria, por empresas europeias através de cepas geneticamente
modificadas da espécie Bacillus subtilis. Tendo em vista os custos gerados pela importagdao
de tal produto, encontra-se na literatura estudos que visam a produ¢do da enzima em cepas
nativas, destacando-se entre elas a cepa ICA 56, oriunda do manguezal Icapui (Estado do
Ceard, Brasil). O presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da agitacdo e da
aeracdo de sobre a producdo intracelular da enzima alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC)

de Bacillus subtilis ICA 56 por cultivo submerso visando escalonamento.

1.1 Enzimas

Enzimas, também conhecidas como biocatalizadores, sdo moléculas proteicas
complexas de origem bioldgica que iniciam ou aceleram a taxa de uma reacdo bioquimica em
um organismo vivo, sem serem elas proprias consumidas na reacdo (KUDDUS, 2019). Tais
biocatalisadores possuem grande especificidade por seu substrato (LI et al., 2012) e sua
dosagem ¢ realizada pela medida de sua atividade, avaliada pela velocidade da reacdo que a
enzima catalisa. Esta € expressa em Unidades Internacionais, de modo que uma Unidade
Internacional (U) é a quantidade de enzima capaz de formar 1 pmol de produto por minuto
em condicoes 6timas de medida (BORZANI et al., 2001).

Tendo em vista sua capacidade de realizar transformacgdes quimicas com alta
especificidade e de atuar ativamente in vitro, estas moléculas tornam-se cada vez mais tteis
em processos industriais (KUDDUS, 2019). Desse modo, a complementagdo a partir do uso
de enzimas € uma opcdo eficiente (GODFREY e WEST, 1996) que melhora a produtividade

em termos de reducdo de consumo de energia e de poluicio ambiental

(CHANDRASEKARAN et al., 2016). Na industria alimenticia, as enzimas microbianas tém
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sido amplamente utilizadas para aumentar a diversidade, a variedade e a qualidade dos
alimentos (SINGH, SINGH e SACHAN, 2019), sendo a maioria destas empregada como
aditivos na etapa de processamento (ADRIO e DEMAIN, 2014).

1.1.1 Obtencdo de enzimas

As enzimas estio presentes em todos os organismos Vvivos, no entanto, enzimas
comerciais sdo, de modo geral, obtidas a partir de trés fontes principais: animais, plantas e
microrganismos. Biocatalizadores de origem microbiana sdo mais utilizados em processos
industriais (PANDEY et al., 1999; SABU, 2003) em virtude de seu baixo custo de producao,
sua maior previsibilidade, a facilidade de obtencdo da matéria-prima para seu cultivo e seu
menor potencial nocivo (KUDDUS, 2019). Os microrganismos sao isolados de habitats
naturais e, através da otimizacao de suas condi¢des de crescimento, usados para a produgio da

enzima desejada por um processo conhecido como cultivo microbiano (KUDDUS, 2019).

1.1.1.1 Cultivo microbiano

Para processos industriais, o cultivo microbiano € utilizado com a finalidade de
produzir enzimas de forma rentdvel, para competir com o0s processos convencionais
(PILNICK, 2019). O cultivo microbiano submerso tem sido amplamente utilizado para a
producdo industrial de enzimas (PANDEY, 2003) e € quase exclusivamente empregado para
enzimas bacterianas, ja que o crescimento dessas células e sua produ¢do enzimética sao mais
adequados em uma condiciao submersa do que quando comparados a outras formas de cultivo

(SINGH e KUMAR, 2019).

1.1.1.2 Fatores que influenciam na produgdo e obtencdo de enzimas

O desenvolvimento de um processo de cultivo microbiano inclui a escolha das
condi¢des operacionais, tais como composi¢cdo do meio de cultura, tipo de cultivo, pH,
temperatura, entre outros. Ademais, independentemente do tipo de bioprocesso, o esfor¢o e o
tempo gastos devem ser considerados (SINGHANIA, PATEL e PANDEY, 2010). O
crescimento microbiano e sua producdo de metabdlitos em biorreatores sdo influenciados,

além dos fatores citados, por agitacdo, aeracdo e tempo de cultivo (ZHOU et al., 2018). Na
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cultura de microrganismos aerébicos, o oxigénio serve como substrato para geracdo de
energia, podendo influenciar no crescimento celular e na producdo de proteinas diretamente
ou através de mudancas na morfologia (ABD-AZIZ et al., 2008). Em reatores perfeitamente
agitados (RPA), isso é obtido principalmente pela interrelacdo dos fatores geométricos do
reator utilizado e das configuragdes de aeracdo e de agitacdo (FENICE et al., 2012), portanto,
€ necessario estabelecer uma combinagdo Otima entre esses parametros visando o maximo
rendimento (POTUMARTHI, CH. e JETTY, 2007).

A aeracdo determina a oxigenacdo do processo de cultivo microbiano e também
contribui para a mistura do meio de cultivo, especialmente quando as velocidades mecanicas
de agitacdo sdo baixas (ZHOU et al., 2018). A aeracdo ndo apenas fornece o oxigénio
necessdrio para o crescimento celular, mas também elimina gases gerados durante o processo
(MANTZOURIDOU, ROUKAS e KOTZEKIDOU, 2002).

A agitagdo desempenha € favordvel a mistura nos processos, ndo s6 melhorando a
transferéncia de massa e oxigénio entre as diferentes fases, mas também mantendo condi¢des
quimicas e fisicas homogéneas no meio, através de uma mistura continua (ZHOU et al.,
2018). Uma agitacdo realizada de forma descontrolada gera efeito potencialmente negativo,
de modo que altera a for¢ca de cisalhamento, influenciando diretamente no crescimento dos
microrganismos, como em mudancas na morfologia, no padrao de crescimento e formagao de
metabolitos e até mesmo ao causar danos irrepardveis as estruturas celulares. Essa velocidade
de agitacdo também dependerd da resisténcia do organismo ao cisalhamento e do seu estado

morfoldgico (FELSE e PANDA, 2000).

1.1.2 Alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC)

A alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC) [E.C. 4.1.1.5] catalisa a conversao dos
enantidmeros (R)- e (S)- do substrato acetolactato para gerar (R)-acetoina (JI et al., 2018)
(Figura 1 — Reacdo rdpida), sendo produzida por diversos microrganismos (GOUPIL-
FEUILLERAT et al., 1997) apresentando massas moleculares distintas em cada um deles,
como descrito na Tabela 1. A acetoina desempenha vérios papéis fisiologicamente importantes
em microrganismos, previnindo a acidifica¢do intracelular (VIVIS et al., 2014) e podendo
ser utilizada como fonte de carbono durante a fase estaciondria, em caso de escassez de outras

fontes de energia (GOUPIL-FEUILLERAT et al., 1997).
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Figura 1 — Mecanismo de a¢do da ALDC

Reacdo
IOH espontanea
CHy— |~ COOH oxidativa oy 5 (‘3| — C|:|—CH 3
- S EEEE——
Cc=0 n
| (Reacdo lenta) o 0
CH, Diacetil
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descarboxilase CH—C

OH
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Fonte: adapta¢do de Hannemann (2002).

Tabela 1 — Peso molecular da ALDC produzida por

diferentes microrganismos

Massa
Microrganismo molecular
(kDa)
Bacillus subtilis 28,9
Brevibacillus brevis 35
Brevibacillus brevis 70
Exiguibacterium acetylicum 31
Exiguibacterium acetylicum 62
Klebsiella aerogenes 73
Lactobacillus casei 27,5
Lactobacillus casei 48
Lactococcus lactis 26,5
Lactococcus lactis 150
Leuconostoc lactis 49
Leuconostoc lactis 100

Fonte: dados obtidos no banco de dados BRENDA Enzymes <

https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=4.1.1.5>.

Atuando como biofédbricas celulares para producdo de proteinas, espécies do

género Bacillus t€m sido utilizadas devido as suas excelentes propriedades de cultivo e a
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completa auséncia de subprodutos toxicos. Dessa forma, a espécie B. subtilis tem sido
intensamente estudada ao longo dos anos e € atualmente a bactéria Gram-positiva melhor
caracterizada (EARL et al., 2010).

B. subtilis é considerado um organismo GRAS (geralmente reconhecido como
seguro) e, por essa razdo, a aplicacdo de seus produtos na inddstria de alimentos € altamente
favorecida, como por exemplo, na etapa de maturacdo da producgdo de cervejas (WESTERS,
WESTERS e QUAX, 2004).

A producdo da ALDC em Bacillus subtilis ocorre de forma intracelular, fazendo-
se necessdria etapa de rompimento celular para extracdo da enzima de interesse. A cepa ICA
56 foi caracterizada com um bom potencial de producdo, em uma avaliacdo comparativa entre
6 cepas nativas potencialmente produtoras da ALDC, estudo ja realizado por nosso grupo de

pesquisa (LEMOS, 2015).

1.2 Processo de producao de cerveja

Por defini¢do, cerveja é a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e dgua potavel, por acdo da levedura, com adi¢ao de
lipulo (BRASIL, 2009). O método convencional de fabricagdo de cerveja leva de 2 a 12
semanas. (CHOI, AHN e KIM, 2015). A maioria das cervejas é produzida a partir de graos
que passaram por um processo conhecido como malteacio, no qual o cereal é embebido em
dgua para ativar o metabolismo, germinado por um curto periodo, a fim de sintetizar enzimas
que auxiliardo na etapa de sacarificagao, e, por fim, secados (BAMFORTH, 2017).

No processo de brassagem, os graos moidos sdo infusionados em 4gua quente
para permitir que os granulos de amido se gelatinizem e tornem-se passiveis de digestdo pelas
amilases, tornando disponiveis acucares simples e fermentesciveis para acdo da levedura na
etapa de fermentacdo. Em seguida, o liquido, conhecido como mosto, passa pela etapa de
filtracdo, a fim de drenar apenas o liquido agucarado que serd fervido, tradicionalmente com
ltpulo para extrair amargor e aroma (BAMFORTH, 2017).

Para a fermentacdo primdria, o mosto proveniente da etapa de brassagem ¢é
resfriado e inoculado com a levedura, sendo fermentado por cerca de 3 a 15 dias. A maioria
dos compostos de sabor (conhecidos como flavors) e de sabor desagraddvel (conhecidos como
off-flavors) sao produzidos durante essa etapa. Em fermentacdo secundaria ou maturacdo, que

leva cerca de 7 a 30 dias, o diacetil € lentamente reduzido a compostos com menos sabor por
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um processo chamado de descanso do diacetil, que é o processo mais demorado na producao

de cerveja (CHOI, AHN e KIM, 2015).

1.2.1 Diacetil

Um dos intermedidrios produzidos durante a fermentacdo € o diacetil, uma
dicetona vicinal produzida pela levedura como um subproduto da descarboxilagao oxidativa
do alfa-acetolactato, processo que ocorre de forma espontinea e lenta, como observado na
Figura 1 — Reacdo lenta (KROGERUS; GIBSON, 2013). Esse intermediédrio, mesmo que em
baixas concentragdes, como 0,15 ppm, acarreta uma caracteristica organoléptica indesejavel a

varios estilos de cerveja, o sabor amanteigado (KABAKTSCHIEVA, 1994).

Durante o processo convencional de maturacdo da cerveja, sem a aplicacdo de
enzimas, o diacetili € naturalmente transformado em acetoina por reducgdo
(KABAKTSCHIEVA, 1994) ao longo de um periodo de 2 a 4 semanas. Desse modo, o
descanso do diacetil torna-se um gargalo na producdo cervejeira, pois demanda capital para o
armazenamento do produto. A enzima alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC) tornou-se
disponivel em 1991 (BONCIU e STOICESCU, 2007) e vem sendo utilizada para acelerar a
maturacdo da cerveja, convertendo o alfa-acetolactato diretamente em acetoina, evitando a
formacao do diacetil (HANNEMANN, 2002). Os principais beneficios do uso da enzima
ALDC no processo de produg@o s@o o menor tempo de processamento, menor consumo de

energia, maturacao mais curta e teor controlado de diacetil no produto final (LEMOS, 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho visa avaliar a influéncia da agitacio e da aeracdo, em modelo
de escala laboratorial, sobre a producdo intracelular da enzima alfa-acetolactato

descarboxilase (ALDC) de Bacillus subtilis por cultivo submerso.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia da aeracdo e da agitacdo isoladas e combinadas sobre a
producdo da enzima ALDC em cultivo microbiano submerso;
e Determinar as condi¢des Otimas de producdo enzimdtica para as varidveis

estudadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

A cepa de Bacillus subtilis ICA 56 foi previamente isolada de solo do manguezal
Icapui (Estado do Ceard, Brasil) e foi cedido pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEMBiotech) da Universidade Federal do Ceard. A sequéncia do gene 16S
rRNA de ICA56 pode ser acessada no GenBank (KM235112). A cepa foi mantida em meio
ATGE — composto por 15,0 g/L é4gar, 5,0g/L triptona, 1,0 g/L glicose e 2,5 g L extrato de

levedura — a 4 °C.

3.2 Meio de cultivo

Nesse estudo, utilizou-se para a producdo da enzima, o meio de cultivo sugerido
por Lemos (2015), sendo este composto por fosfato de potédssio dibasico (1,0 g/L), fosfato
monossodico (1,0 g/L), sulfato de amonio (2,5 g/L), cloreto de sodio (0,250 g/L), sulfato de
magnésio (0,2 g/L), cloreto férrico (0,04 g/L), sulfato de manganés (0,250 mg/L), glicose
(10,0 g/L) e extrato de levedura (3,0 g/L). O meio foi esterilizado em autoclave nas condi¢des

de 1 atm, 110 °C por 10 minutos.

3.3 Avaliacao da cinética de producao da ALDC

Inicialmente, a ICA 56 foi repicada em placas contendo meio ATGE e incubada a
30 °C por 24 h para ativacdo. Para producdo do pré-indculo, trés colonias foram transferidas
para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio de cultivo. Os frascos foram
incubados em agitador orbital (Tecnal-TE240, Sao Paulo, Brasil) a 150 rpm, 37 °C por 6 h.

A producdo da enzima ALDC foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 150 mL de meio de cultivo. Uma aliquota de 15 mL do pré-inéculo (10%, v / v) foi
transferida para os frascos, os quais foram mantidos em um agitador orbital (Tecnal-TE240) a
150 rpm, 37 °C. O experimento foi conduzido por 24 h com coleta de 3 aliquotas nos tempos
14 h, 16 h e 18 h de cultivo para posterior processamento e andlise da medida de atividade

enzimdtica, a fim de identificar o ponto com maior atividade alfa-acetolactato
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descaboxilésica.
3.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi idealizado de acordo com planejamento fatorial
completo, do tipo b* de segunda ordem, sendo realizados uma replicata dos ensaios dos
pontos axiais e triplicata do ponto central, de acordo com Saramago et al. (2008) ¢ Bona et

al. (2002), tendo seus valores e niveis descritos nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Valores e niveis dos pardmetros

Nivel dos Pardametros Agitagdo (x;) Aeracgdo (x2)
-1 150 0
0 300 0,5
1 450 1

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 3 — Delineamento experimental com niveis de variagao dos fatores

quantitativos, segundo Bona et al, 2002

Ensaio Planejamento Fatorial Completo
Variaveis Codificadas Variaveis Originais
X1 X2 Agitacdo (rpm) Aeracao (L/min)

1 -1 -1 150 0
2 +1 -1 450 0
3 -1 +1 150 1
4 +1 +1 450 1
5 0 0 300 0,5

Fonte: elaborada pela autora.

3.5 Producao da enzima ALDC

Inicialmente, a ICA 56 foi repicada em placas contendo meio ATGE e incubada a

30 °C por 24 h para ativacdo. Para producdo do pré-indculo, trés colonias foram transferidas
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para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 65 mL de meio de cultivo. Os frascos foram
incubados em agitador orbital (Tecnal-TE240, Sao Paulo, Brasil) a 150 rpm, 37 °C por 6 h.

A producdo da enzima ALDC foi realizada em biorreator (Tecnal TEC-BIO-1,5,
Sao Paulo, Brasil) contendo 650 mL de meio de cultivo. Uma aliquota de 65 mL do pré-
in6culo (10% v/v) foi transferido para o biorreator, os quais foram mantidos a 37 °C, com
diferentes combinagdes de taxas de agitacao (150 rpm, 300 rpm e 450 rpm) e taxas de aeracao
(0 L/min, 0,5 L/min e 1 L/min), segundo o delineamento experimental.

Os ensaios foram conduzidos durante 14 horas e, apds o cultivo, o meio foi
submetido a centrifugacio a 5.000 rpm por 20 minutos, descartando o sobrenadante formado

para obtencao das células em pellets.

3.6 Producao de extrato enzimatico

Para a producio do extrato enzimético, apds ressuspensao dos pellets em solugdo
tampao 2-(N-morfolino) etanossulfonico monohidratado (MES) 0,05 M, pH 6,0, as células
foram submetidas a ruptura por ponteira emissora de ondas ultrassOnicas (equipamento
Qsodnica Q500), em banho de gelo, a 40% de poténcia com pulsos de 10 segundos on e 20
segundos off, durante 10 minutos. Apds a lise celular, centrifugou-se o lisado a 5.000 rpm por
20 min a 4°C, sendo o sobrenadante coletado considerado o extrato enzimético produzido e

utilizado para determinac¢do de atividade enzimaética.

3.7 Obtencao de concentrado do extrato proteico

Centrifugou-se 10 mL do extrato enzimatico a 5.000 rpm por 20 min a 4°C

utilizando o concentrador de proteinas Amicon® Ultra-15 com membrana de 30 kDa para

obtencdo das por¢des retida e permeada do extrato enzimético produzido.

3.8 Analises

3.8.1 Atividade enzimadtica da ALDC

Utilizou-se, para medida de atividade enzimética, o método colorimétrico baseado

na metodologia adaptada de Rasmussen et al. (1985), onde a enzima € incubada em solugdo
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substrato (Tabela 4) durante 20 minutos a 30 °C. Posteriormente, é adicionado hidréxido de
sodio 1 M, a-naftol (1% m/v) e creatina (0,1% m/v) que reage durante 40 minutos. Ao fim da
reacdo colorimétrica, foi medida a absorbancia de uma aliquota a 522 nm. A atividade

enzimatica foi calculada de acordo com a Equagao 1.

Tabela 4 — Composicdo da solucdo substrato

Reagente Volume
NaOH 1M 300 uL
Agua destilada 300 pL
Tampao MES 0,05 M pH 6,0 4.3 mL
Etil-2-acetoxi-2-metilacetoacetato
10 uL
(substrato)
Fonte: elaborada pela autora.
Unidades _ (umol de acetoina produzida) X 4,9 X (FD) )
mLenzima (20) x (0,2)
Onde:

4,9 = Volume Total de Amostra (mL)
FD = Fator de Dilui¢do
20 = Tempo em minutos da reacdo enzimaética

0,2 = Volume de enzima usada (mL)

3.8.2 Proteinas totais

A concentracdo de proteinas presente no extrato enzimdtico foi determinada
segundo Bradford (1976) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrio. A
absorbéncia, a 595 nm, foi medida apds 10 minutos do inicio da reagdo, sendo o branco para

execucdo da curva composto por 20 uL de dgua destilada e 1 mL do reagente de Bradford.
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3.9 Analises estatisticas

A constru¢ao da Superficie de Resposta (SR) foi realizado com o auxilio do
software MiniTab 18.1 (Minitab Inc.). Para a decisdo estatistica, foram considerados
significativos os valores de “p” menores que 0,1 (nivel de significincia de 90%). As
avaliacdes de significancia dos niveis dos fatores e as interacdes entre os fatores foram

realizadas empregando andlise de varidncia (ANOVA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cinética de producao da ALDC em frascos

Com o objetivo de validar algumas caracteristicas da bactéria Bacillus subtilis
quanto a producdo da ALDC e sua atividade enzimdtica, ja estudadas em nosso grupo de
pesquisa (LEMOS, 2015), foram realizados ensaios em frascos agitados a 150 rpm e com
aeracdo de 0 L/min. Os resultados obtidos através da andlise de medida colorimétrica de
atividade enzimdtica, feito durante a producdo em frascos e apds o processamento das

amostras, sdo apresentados no Figura 2.

Figura 2 — Medida de atividade enzimética por tempo durante cultivo em frascos
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16
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Fonte: elaborado pela autora.

Observando-se a Figura 2 constata-se que a atividade enzimdtica méixima da
ALDC ocorreu as 14h de cultivo, corroborando com estudos em andamento no nosso grupo

de pesquisa.
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4.2 Influéncia da aeracao e agitacao na atividade enzimatica da ALDC

A partir das medidas de andlise de cultivo previstas no delineamento
experimental, observa-se um efeito positivo do aumento da taxa de agitacdo na atividade
enzimatica (Figuras 3 e 4) ao serem comparados os cultivos de mesmo fluxo de oxigénio.
Comparando-se cultivos com mesma taxa de agitacdo, observa-se o efeito negativo do

aumento do fluxo de oxigénio.

Figura 3 — Medida de atividade enzimdtica de extratos

enzimaticos produzidos

1,0

0.9 0,78
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06 0,585
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03 - 0,26
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0,0 I T T T T
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Medida de atividade (U/mL de
amostra)

Fonte: elaborado pela autora.

Legenda — As condi¢des aeragdo e agitacdo dos cultivos sao: 1- 0 L/min,
150 rpm; 2- 1 L/min, 150 rpm; 3- 0 L/min, 450 rpm; 4- 1 L/min, 450 rpm;
5- 0,5 L/min, 300 rpm.



30

Figura 4 — Medida de atividade enzimatica de por¢des retida e permeada dos
extratos enzimdticos produzidos, concentradas em membrana Millipore 30

kDa
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda — As condicdes aeracdo e agitagdo dos cultivos sdo: 1- 0 L/min, 150 rpm; 2- 1

L/min, 150 rpm; 3- 0 L/min, 450 rpm; 4- 1 L/min, 450 rpm; 5- 0,5 L/min, 300 rpm.

A Tabela 5 exibe os valores de atividade enzimatica da ALDC de Bacillus subtilis
nos extratos enzimaticos obtidos sob diferentes condicdes de cultivo segundo delineamento

experimental.
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Tabela 5 — Valores de atividade enzimética da enzima ALDC de Bacillus subtilis em
extratos enzimdticos obtidos sob diferentes condicdes de cultivo segundo

delineamento experimental.

Experimento | Agitacdo (rpm)  Aeragdo (L/min)  Atividade enzimdtica (U/mL)
1 150 0 0,4602
2 450 0 0,5847
3 150 1 0,2585
4 450 1 0,4919
5(©) 300 0,5 0,6447
6 (O) 300 0,5 0,8636
7(C) 300 0,5 0,8417

Fonte: elaborada pela autora.

Legenda — (C): Pontos Centrais

Como descrito na Tabela 5, a maior concentracdo de atividade enzimdtica foi de
0,86 U/mL, obtida no experimento 6, com agitacdo de 300 rpm e aeracdo de 0,5 L/min,
enquanto o menor teor de atividade enzimatica foi 0,26 U/mL, obtida no experimento 3, sob a
condi¢do de 150 rpm e 1 L/min de aeracdo. A média e o desvio padrao da média de atividade
obtidos dos 3 ensaios relacionados ao ponto central foi de 0,7833 + 0,11 U/mL, sugerindo a

reprodutibilidade do experimento.

Os efeitos da agitacdo e da aeracdo na indugdo da sintese da ALDC celular

presente nos extratos enzimaticos de Bacillus subtilis estao mostrados na Figura 5.
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Figura 5 — Efeitos da agitacdo e aeracdo na inducdo da sintese da ALDC celular nos

extratos enzimaticos de Bacillus subtilis para p = 0,1
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Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com o grafico de Pareto (Figura 5), a variavel quadratica que afetou, de
forma positiva, a atividade enzimdtica foi a agitacdo. Porém, um aumento linear da mesma
varidvel ndo tem efeito significativo sobre a resposta analisada. As varidveis lineares, assim
como a interagcdo entre elas, ndo tiveram efeito significativo sobre a atividade enzimadtica da

ALDC de B. subtilis.

As varidveis consideradas nesse estudo foram explicadas por um modelo
matematico quadrédtico (Equacdo 2) onde a atividade enzimdtica foi dada em funcdo de

agitacao e aeracao.

Y = 10,7834 + 0,0895 x Agitacao — 0,3345 X Agitacao X Agitacao + 0,0272 X

N N 2
Agitacao X Agitacao

Para verificar a significincia estatistica do modelo obtido, fez-se a andlise de

variancia, a qual € apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6 — Andlise da variancia para avaliacdo da significincia estatistica do

modelo estimado para a maxima atividade enzimatica da ALDC de B. subtilis

. Grau de Soma Média
Fonte de variagdo Liberdade  Quadrdtica  Quadrdtica Valor-P
Modelo 4 0,248499 0,062125 0,199
Agitacdo 1 0,032016 0,032016 0,276
Aeracdo 1 0,021675 0,021675 0,347
Agitacdo*Agitacao 1 0,191843 0,191843 0,068
Agitacdo*Aeracdo 1 0,002965 0,002965 0,696
Erro 2 0,029083 0,014542
Total 6 0,277582
R? 0,8952

Fonte: elaborada pela autora.

O valor do coeficiente de determinagao (Rz) foi de 0,89, explicando 89,52% da
variacdo da atividade enzimdtica, ndo permitindo, no entanto, a extrapolacdo que se deseja
para a predi¢do das condi¢des 6timas de cultivo.

A metodologia de superficie de resposta definiu as condi¢des mais adequadas que
maximizam a atividade enzimatica da ALDC. Os graficos de superficie de resposta e curvas
de contorno para a varidvel resposta indicaram o perfil de influéncia da agitacdo e da aeracdo

no modelo (Figura 6).
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Figura 6 — Influéncia da agitacdo e da aera¢do na inducdo da sintese da ALDC

celular nos extratos enzimdticos de B. subtilis. (a) Gréfico de superficie de resposta e (b)
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Fonte: elaborada pela autora.

A superficie de resposta (Figura 6a) demonstra que os efeitos positivos da

agitacdo foram observados até um nivel limiar, apds o qual os efeitos negativos comecaram. A

curva de contorno (Figura 6b) mostrou uma superficie bidimensional cuja resposta € expressa

por um diagrama de diferentes cores que mostram concentragdes de atividade enzimatica
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superiores a 0,3 U/mL e inferiores a 0,8 U/mL. Os pontos no grafico representam os
experimentos realizados em relacdo as varidveis, estando situados em dreas que indicam a
atividade enzimdtica obtida. A maior concentragdo de atividade enzimatica no presente
trabalho foi de 0,86 U/mL com agitacdo de 300 rpm e aerag@o de 0,5 L/min. Pela andlise da
Figura 3b foi possivel observar dreas referentes a mesma resposta de atividade enzimatica,
mas que foram correspondentes a faixas de agitacdo e aeracdo diferentes, significando, por
exemplo, que para se atingir uma mesma atividade enzimdtica (> 0,8 U/mL), é possivel
utilizar diferentes combinacdes dos fatores agitagdo/aeragdo (rpm/L.min") de 300/0 ou
300/0,25. Dessa forma, podem ser escolhidos quais parametros utilizar considerando outros

aspectos de processos produtivos, como o custo ou corrosdao de equipamentos.

4.3 Producao proteica de B. subtilis sob diferentes condicoes

Os teores de proteinas observador nos extratos enzimdticos estdo apresentados na

Figura 7.
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Figura 7 — Medida de proteinas totais de extratos enzimdticos

produzidos
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda — As condigdes aeragdo e agitacdo dos cultivos sdo: 1- 0 L/min, 150 rpm;
2- 1 L/min, 150 rpm; 3- 0 L/min, 450 rpm; 4- 1 L/min, 450 rpm; 5- 0,5 L/min, 300
rpm.

A partir da medida de andlise de proteinas totais dos cultivos microbianos
previstos no delineamento experimental, observa-se um efeito positivo do aumento da taxa de
agitacdo na producgdo de proteinas totais de B. subtilis (Figura 7) ao compararem-se as ensaios
1 e 3, com fluxo de oxigénio de O L/min, e as ensaios 2 e 4, com fluxo de oxigénio de 1
L/min. Sugerindo que o aumento do fornecimento de oxigénio € favoravel a producdo de

proteinas totais do microganismo.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados da presente investigagdo, pode-se concluir que a varidvel
quadrética da agitacdo teve um efeito significativo na producdo de ALDC de B. subtilis. Os
efeitos da varidvel aeracdo e da interacdo entre ambas as varidveis estudadas ndo foram
significativos. Novos estudos sdo necessdrios a fim de predizer as condicdes Otimas de

agitacdo e de aeracdo para a resposta analisada.
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