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ESTUDO MICROCALORIMETRICO EM TEMPO REAL DO
METABOLISMO DA BACTERIA CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM

Autora: Denise A. de QOliveira
Orientador: Prof. Dr. Pedro .. O. Volpe

Palavras-chave: microcalorimetria de sistemas biologicos, metabolismo bacteriano, agucares,
desacopladores, violaceina

Resumo

Neste trabalho, a microcalorimetria em regime de fluxo continuo foi utilizada com o
objetivo de se investigar, em tempo real, os processos de crescimento e respiragio da C.
violaceum. Os experimentos referentes ao crescimento bacterano foram realizados
variando-se a composi¢do do meio de cultura. Foi feita a analise conjunta dos dados
microcalorimétricos com os pardmetros pH, consumo de O,, biomassa, biossintese de
violaceina e consumo de agucares. O efeito do tamanho da cadeia hidrofobica lateral de m-
alcoxifendis (desacopladores da cadeia respiratoria) foi investigado sobre a respiragio da C.
violaceum utilizando microcalorimetria. Foi feita a medida simultinea da tensio de
oxigénio dissolvido (TOD) utilizando um eletrodo de oxigénio conectado 2 linha de fluxo.
A padronizagdo do sistema para o estudo microcalorimétrico do metabolismo da bactéria
foi realizada com éxito. O estudo microcalorimétrico referente ao crescimento da C.
violaceum mostrou reprodutibilidade na ocorréncia de um pico de efeito térmico em cerca 9
h de experimento. O aumento da biomassa, acompanhado pelo consumo de glicose, ocorreu
sempre apds este pico. Nao foi observado um efeito térmico significativo durante a fase
exponencial de crescimento e a produggo de violaceina. A quantidade total dos agiicares e a
natureza dos mesmos exerce uma influéncia sobre a posigdo ¢ a altura do primeiro pico das
curvas obtidas. A ordem crescente de produgdo de energia, relativa ao agucar utilizado, é
galactose-lactose-glicose. As curvas de efeito térmico, biomassa e consumo de carboidratos
indicam que, nas condigdes utilizadas, a bactéria ndo apresentou diauxismo. O efeito
da cadeia lateral destes compostos e ¢ monitoramento da TOD confirmou este resultado. A

C. violaceum mostrou-se mais sensivel aos m-alcoxifendis que a bactéria E. coli.
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MICROCALORIMETRIC ON TIME STUDY OF METABOLISM OF
BACTERIUM CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM

Author: Denise A. de QOlivetra
Advisor: Prof. Dr. Pedro L. O. Volpe

Keywords: biological systems microcalorimetriy, bacterial metabolism, sugars, uncouplers,
violacein

Abstract

In this work, the flow through microcalorimetry was used to investigat3e on real time, the
growth and respiratory processes of Chromobacterium violaceum. The experiments relative
to bacterial growth were done using culture media with different compositions. A combined
analysis of microcalorimetric data with pH, oxygen consumption, biomass, violacein
biosynthesis and sugar uptake was performed. The effect of the hydrophobic side chain of
m-alcoxyphenols (uncouplers of respiratotry process) was investigated on the C. violaceum
respiration by microcalorimetry and a simultaneous measurement of dissolved oxygen
tension (DOT) was done through a conection of the oxygen electrode in the flow line. The
system for microcalorimetric study of bacterial metabolism was successfully standardized.
Microcalorimetric study related to C. violaceum growth showed a reproducible ocurrence
of a thermal effect peak at 9 h of experiment. In all the experiments exponencial growth,
followed by glucose uptake ocurred after this peak. During exponencial growth fase and
violacein production no significative thermal effect was observed. Total amount of sugars
and their caracteristics play an influence over the height and position of this peak in the
microcalorimetric curves obtained. The increasing energy order, relative to the sugar
utilized, is galactose-lactose-glucose. The thermal effect, biomass and carbohydrate uptake
indicated that, in this conditions, no diauxic growth was presented by C. violaceum. The
inhibitory effect of m-alcoxyphenols on the respiration of C. violaceum is proportional to
the increasing of side chain of these compounds. The simultaneous measurement of DOT
confirmed these results. A comparison between C. violaceum and Escherichia coli showed

that the first bacterium is more sensitive to m-alcoxyphenols.
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1. INTRODUCAO

1.1. Chromobacterium violaceum

A C. violaceum pertence a classe dos bacilos flagelados Gram-negativos e
anaerébios facultativos. Essa bactéria consome, preferencialmente, carboidratos
durante a fermentago, sendo definida como um microrganismo sapréfita do solo e
da agua (Sneath, 1974, 1984). A C. violaceum ¢é normalmente considerada um
agente nio-patogénico para humanos. Entretanto, ocorréncias de infecgdo por C.
violaceum, que causaram desde diarréia moderada até casos raros de morte por
septicemia, tém sido relatadas (De Ley e Gillis, 1992). Estudos recentes mostram
que, apesar de ser encontrada frequentemente na natureza e poder causar sérias
infecgdes em humanos, a incidéncia de casos € muito baixa (Petrillo, 1984, Midan: e
Rathore, 1998).

A C. violaceum ¢ freqilentemente encontrada em solos e aguas de regides
tropicais € subtropicais sendo que, no territério brasileiro, seu habitat mais
conhecido ¢ o leito do Rio Negro (Amazdnia). Existe a hipdtese de que a coloragéo
escura ¢ a baixa fertilidade deste rio sejam decorrentes da presenga de violaceina
(figura 1), um pigmento violeta produzido pela bactéria durante a fase estacionaria
de seu crescimento (Caldas ¢ col., 1978).

A biossintese da violaceina ocorre, essencialmente, a partir do L-triptofano
em presenga de oxigénio molecular {(De Moss e Evans, 1959; Hoshino e col,
1987(a, b)). Além de estudos sobre a biossintese, ha trabalhos na literatura que
relatam os diferentes efeitos bioldgicos da violaceina (Riveros e col., 1988). Foi
observada a atividade bactericida da violaceina (Lichstein € Van de Sand, 1945; De
Moss, 1967; Hoshino e col., 1987a; Duran ¢ col, 1983). Tanto a propria C.
violaceum quanto a violaceina foram letais para alguns protozoarios ciliados €
amebas (Singh, 1942, 1945). Foram relatadas atividades da violaceina como

tripanosomicida (Caldas, 1978; Riveros, 1988; Duran ¢ col., 1989), anti-viral (May ¢



col., 1991), anti-tumoral (Hoshino e col., 1992; Duran e col., 1996(y) € anti-
oxidante (Aoki e col., 1997).

Grupo 2-pirrolidona

Grupo oxindol

Grupo 5-hidroxindo!
Figura 1: Estrutura da violaceina.

A violaceina e outras substincias produzidas pela C. violaceum tém
despertado interesse quanto a possiveis aplicagdes nas areas farmacéutica
(antibidticos, ativadores da resposta imunologica), cosmética, téxtil ¢ alimenticia
(corantes) (Gillis € De Ley, 1992; Hoshino e col., 1994; Hoshino e col., 1994 patente);
Aoki € col., 1998 atente), Shirata € col., 1998 pasente); Duran e Menck, 2001).

Além disso, estudos recentes tém mostrado a possibilidade de aplicagdo da C.
violaceum como organismo capaz de produzir polimeros biodegradaveis, os
chamados PHB (poli-3-hidroxi-butiratc) e PHVA (poli-3-hidroxi-valerato)
(KolibachuK e col., 1999) e de degradar filmes plasticos obtidos através de celulose
modificada (Gourson e col., 1999).

Devido a capacidade da C. violaceum de produzir tragos de HCN, sob
anaerobiose, a captaciio de residuos de ouro em minério, através da complexagio do
metal por ions cianeto, tem sido considerada como uma outra forma de aplicagéo
importante do microrganismo (Campbell e col., 2001).

O interesse gerado pelo potencial biotecnologico e farmacéutico da C.
violaceum e seus metabélitos, fez com que ela se tornasse o primeiro microrganismo

a ter seu genoma completamente sequenciado no Brasil, por uma rede de



laboratérios financiada pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia e pelo CNPq (Duran
e Menck, 2001).

1.2. Biossintese de violaceina induzida por “quorum sensing”

Recentemente, McClean e colaboradores (1997) descobriram que a
biossintese de violaceina esta vinculada a um mecanismo regulatério, dependente da
densidade celular, empregado por diversas espécies de bactérias. Neste mecanismo,
chamado de “quorum sensing”, as bactérias secretam moléculas de feroménios que
se acumulam fora da célula. Ao atingir certa concentragio desses feromonios,
células individuais passam a ‘sentir’ quantas células vizinhas estdo préoximas a elas.
Neste sentido, elas podem determinar se ha um nimero de individuos suficiente, um
“quorum”, para iniciar e express3o de um fenotipo especifico. A expressdo genética
dependente da densidade celular parece ser amplamente difundida em bactérias. O
fendmeno do “quorum sensing” ¢ bem conhecido em bactérias Gram-negativas,
sendo que as mn-acil homoserinas lactonas s30 as moléculas difusoras de
comunicagdo, modulando fenétipos de acordo com a densidade celular (McClean e
col., 1997).

Na Chromobacterium violaceum, a presencga de um tipo de n-acil homoserina
lactona (AHL) - chamado de n-hexanoil-L-homoserina lactona (HHL) - esta
envolvido na regulagdo da produgéio de violaceina, de cianeto, enzimas quitinolicas,
exoproteases (McClean e col., 1997). A utilizagdo de HHL, como um estimulante da
produgdo de violaceina, pode ser interessante no estudo de efeito térmico deste

PTrocesso.

1.3. Microcalorimetria aplicada a sistemas biolégicos
A atividade metabolica de organismos vivos pode ser medida em termos do
efeito térmico produzido por eles durante o ciclo de vida. E através da

microcalorimetria, que se pode determinar as variages de entalpia (AH) de todos os



processos bioldgicos que ocorrem na célula, mesmo que a natureza de tais processos
ndo seja totalmente conhecida (James, 1987).

Foi a partir dos anos 80, com o desenvolvimento de calorimetros mais
sensiveis, os microcalorimetros, que tornou-se possivel o estudo de sistemas que
produzem baixos valores de poténcia térmica, dentre eles, os sistemas celulares
vivos. Beezer (1980) e Wadsod (1987) contribuiram fundamentalmente para o
estabelecimento da técnica aplicada a sistemas biolégicos.

Investigagdes microcalorimétricas em sistemas microbianos tém sido
conduzidas na pesquisa basica e em diversas aplicagdes. Por exemplo, o efeito de
drogas tem sido estudado extensivamente, de modo a explorar o possivel uso pratico
da técnica em areas como analises clinicas ¢ em farmacologia. A microcalorimetria
em condigdes isotérmicas (a temperatura constante) desenvolveu-se, em grande
parte, para atender a necessidades de areas como a bioquimica e a biologia celular
buscando, assim, mais informagdes sobre o metabolismo celular (Wadso, 1997).

Em experimentos envolvendo a termoquimica de células vivas, o efeito
térmico produzido, isto €, a poténcia térmica, P, é determinada em fungdo do tempo
(P=dg/df). Geralmente, estas ‘medidas sdo realizadas através do uso de
microcalorimetros que operam, essencialmente, sob condi¢des isotérmicas. Estes
instrumentos requerem poucas quantidades de material e apresentam alta
sensibilidade (poténcias na ordem de uW). Os resultados normalmente so
expressos em curvas p-/ (poténcia térmica versus tempo). Como a poténcia térmica
produzida num processo € proporcional a velocidade desse processo, tais
experimentos sdo, também, capazes de fomecer dados cinéticos, que s3o largamente
utilizados no estudo do crescimento de sistemas vivos (James, 1987; Widso, 1988).

Ha muitas vantagens na utilizagdo da microcalorimetria no estudo de sistemas
bioldgicos. As medidas sdo reprodutiveis, de alta sensibilidade e geraimente de
obtengdo rapida. Além disso, ao contrario de outras técnicas, o método ndo depende
do uso de meio homogéneo, sendo universalmente aplicavel a sistemas heterogéneos

complexos, como o solo, por exemplo (James, 1987, Wadso, 1997).



A mudanga na énfase de estudos microcalorimétricos qualitativos que
descrevem a forma e a posi¢@o das curvas de poténcia térmica versus tempo, durante
0 crescimento bacteriano, para investigagbes mais quantitativas levam a
determinagdo de variagSes de entalpia. Isto tem sido possivel gracas as melhorias na
instrumentagdo e a realizagio de um controle mais rigoroso das condi¢des de
cultura, aliadas ao monitoramento de outros parimetros. Por se tratar de uma técnica
ndo-especifica, outros pardmetros de crescimento celular (biomassa, pH, consumo
de O, liberagdo de CO,, etc.) devem ser monitorados de modo a aumentar a
especificidade e o entendimento de reagdes biologicas complexas (James, 1987).

Um exemplo de estudo quantitativo da produgiio de energia durante o
metabolismo microbiano ¢ a investigagdo do diauxismo em leveduras. A ordem
temporal de vias metabolicas sucessivas e alternadas foi observada em leveduras
através de estudos microcalorimétricos (Schaarschmidt e Lamprecht, 1977, 1978).
As curvas p-t obtidas sob condi¢des anaerobias mostraram a presenga de dois picos
que refletem o consumo sequencial de duas diferentes fontes de carbono adicionadas
a0 meio de cultura (por exemplo, glicose e galactose ou sacarose) (Lamprecht, 1980;
Volpe, 1997b).

De um modo semi-quantitativo, tém sido estudados efeitos de antibidticos,
drogas ou desacopladores do metabolismo celular (Lamprecht, 1980; Beezer e col.,
1986(a,b); Volpe, 1997a; Pereira e col., 1998; Rettori e Volpe, 1998).

Teoricamente, todos os microrganismos podem ser estudados por
calonmetria. As tnicas limitagdes no caso do regime de fluxo continuo, largamente
utilizado no estudo de céiulas em suspenséo, devem-se as dificuldades na agitagdo e
formagao de bolhas na cela calorimétrica (Belaich, 1980).

Levando em conta a importincia da inclusio do consumo de oxigénio como
um pardmetro a ser investigado in loco, no estudo de sistemas biologicos, Bickman
e Wadso (1991) investigaram formas de se medir a tens3o de oxigénio dissolvido
(TOD), mnserindo um eletrodo de oxigénio na prépria cela de perfusio (um tipo de

modo de fluxo) e obtiveram resultados positivos. No entanto, este modelo ndo ¢



tecnicamente aplicavel a sistemas de medida em fluxo continuo pelo fato de que tais
sistemas apresentam um desenho diferente que impossibilita a inser¢do do eletrodo

de oxigénio na cela de fluxo.

1.4. Energética do metabolismo microbiano

Os microrganismos utilizam compostos de carbono oxidaveis para a produgio
de massa celular e metabolitos (primarios ou secundarios) assim como para reserva
de energia. Durante o metabolismo dessa fonte de carbono, compostos fosfatados
altamente energéticos, como o ATP, sdo produzidos tanto ao nivel da fosforilagdo de
substrato quanto da fosforilagdo oxidativa (respiragdo aerobia). Estes compostos sdo
utilizados para os processos biossintéticos celulares ¢ para a manutengdo da célula.
Além disso, uma parte da energia capturada por estes compostos € perdida na forma
de calor e, quanto mais oxidavel ¢ a fonte de carbono, maior sera o calor liberado. O
balango entre a fragdo de calor produzida pela cultura celular ¢ a que ¢ perdida
depende da escala do processo. Culturas em escala de bancada perdem mais calor do
que produzem e, por isso, precisam ser aquecidas ao passo que fermentagdes em
escala industrial podem produzir mais calor do que perdem e, portanto, devem ser
resfriadas (Greasham e Herber, 1997).

As condigdes de resfriamento sdo na maioria das vezes calculadas por algum
balango material proposto ou estabelecido ao invés de medidos diretamente por
calorimetria. Os microcalorimetros de fluxo modernos, além de informagdes sobre
as condigdes de resfriamento, fomecem um método alternativo ndo destrutivo de
monitoramento em tempo real das mudangas entalpicas do metabolismo microbiano
(James, 1987).

Os microrganismos podem ser capazes de metabolizar tanto fontes simples de
carbono, como a glicose, quanto compostos orginicos mais complexos (fendis, por
exemplo).

O caso mais simples para o estudo do metabolismo microbiano € a situag@o

em que o catabolismo (degradagiio de nutrientes) e o anabolismo (sintese de material



celular e de reserva) estio desacoplados. Bactérias quando lavadas e suspensas em
solugdo tampdo contendo glicose, estabelecem uma taxa constante de glicolise e,
portanto, uma taxa constante de produgio de calor (poténcia térmica). Neste caso,
ndo ha realizagio de trabalho por células em pleno aumento de biomassa ou
acumulo de material de reserva; uma pequena porgio de energia é gasta no
transporte da glicose para o citoplasma e na exclusdo ou actimulo de ions. Apesar do
equilibrio termodindmico ndo ser aplicavel a tal sistema aberto, a variagio da
entalpia molar calculada para a degradagio da glicose por bactérias ou eritrécitos

esta de acordo com a medida da produgio de calor (Monk, 1978a; James, 1987).

1.4.1. Produciio de energia durante o crescimento

Em um meio nutriente contendo glicose como tnica fonte de carbono onde os
processos catabdlicos e anmabolicos estio acoplados, as bactérias crescem
convertendo glicose em material celular e didxido de carbono com liberagio de
energia. O crescimento ocorre como resultado do trabalho realizado pelas bactérias
no transporte de nutrientes e sintese ¢ organizagdo de estruturas celulares. A energia
para esses processos € obtida através dos processos catabélicos envolvidos na
quebra da glicose, sendo parte dessa energia conservada em moléculas de ATP.
Oefeito térmicoliberado € o balango entre a entalpia do anabolismo e do catabolismo
(Monk, 1978a; James, 1987).

Estudos sobre o efeito térmico do crescimento bacteriano fornecem somente
dados sobre a taxa de produgdo e a quantidade total de energia liberada. Isto quer
dizer que ndo ¢é possivel medir porgdes particulares de energia para definir processos
metabolicos.

Oefeito térmicoliberado g, ou AHpe, € o balango entre a entalpia dos
processos catabolicos e anabdlicos.

g = AHumet = Goat + Gan = (1-0) AHy + o0 AH,y
O coeficiente o representa a fragéo da fonte de carbono que é incorporada no

material celular.



Um valor mais exato para o pode ser obtido através do conhecimento da
distribui¢do experimental de carbono entre a biomassa e 0 CO;. Quando as células
crescem em um meio definido sob condigdes substrato-limitantes, os valores de
AH..: € AH,, podem ser calculados através das entalpias de formagio dos compostos
¢ s3o estabelecidas as estequiometrias dos processos. Este método de calculo s6 é
possivel quando o substrato ¢ completamente consumido durante o crescimento dos
microorganismos. Outra condi¢do necessaria é que tanto a fonte de energia quanto
os produtos do catabolismo devem ser moléculas simples ¢ conhecidas, tais como
glicose, acidos organicos, alcoois, CO,. Usando meios de cultura mais complexos e
de composi¢do pouco definida, as reagbes catabdlicas sdo complexas ou até
desconbecidas, o que dificulta a obten¢do desses parAmetros (James, 1987; Belaich,
1980).

H4, no entanto, wma aproximagio que se baseia na relagdo entre oefeito
térmicodo anabolismo e o do catabolismo, g., / g.. que apresenta valores baixos
independente da natureza do meio nutriente, das condi¢Ses de incubagdo (aerobiose
ou anaerobiose) ou mesmo do microrganismo estudado. Isto quer dizer que, o valor
absoluto do calor relativo ao anabolismo ¢ sempre pequeno em relagdo aoefeito
térmicoproduzido no catabolismo. Entio, de acordo com essa aproximagéo, pode-se
negligenciar g, € escrever:

AHpe = Jcat-

Em outras palavras, a quantidade de calor liberado ¢ ignal ao calor associado
ao catabolismo. E verdade que essa igualdade so ¢ possivel quando a fonte de
carbono € um agiicar ou quando um substrato oxidado a um grau diferente da glicose
¢ usado com nutriente (Belaich, 1980; Gustafsson, 1991).

Com relagédo ao registro de um efeito térmico, a figura 2 mostra um exemplo
de um processo em que ha liberagio de calor. Através de medidas
microcalorimétricas, o valor do AH deste processo € obtido através da integragdo da

curva poténcia térmica versus tempo. Oefeito térmicoproduzido aumenta



exponencialmente durante a fase de crescimento tanto em meio nutriente

quimicamente definido quanto em meio complexo (James, 1987).

P/pW

t/h

Figura 2: Curva poténcia térmica (P) versus tempo (t) tipica de um processo de
crescimento microbiano.

1.4.2. Respira¢io microbiana

Na presenca de oxigénio, muitos organismos vivos precisam passar por duas
ou mais etapas (ciclo do acido tricarboxilico, cadeia transportadora de elétrons) para
produzir ATP. Em organismos eucariontes esses processos ocorrem na mitocondria,
enquanto em procariontes eles ocorrem no citoplasma (figura 3) (Purves e col,
1997).

A respiragdo ¢ a oxidagdo de uma fonte de energia pela remogdo de elétrons e
doagfdio destes para um aceptor, como a molécula de oxigénio, por exemplo. O
rendimento energetico, em termos de ATP, produzido pela respiragdo é maior (38
moléculas de ATP por mol de glicose) do que na fermentagdo ¢ na respiragio 0s
substratos sio completamente oxidados. O ATP é gerado por um sistema de
transporte de elétrons que envolve a membrana celular (Paustian, 2001).

Todos os sistemas de transporte de elétrons envolvem algum tipo de
membrana celular. A membrana tem duas fungdes importantes na geragdo de
energia. Primeira, permite a formagdo de wm gradiente de cargas entre o citoplasma

e o exterior da célula. E importante ressaltar que moléculas carregadas nio sio



capazes de penetrar a membrana celular e que o transporte dessas moléculas so €
possivel na presenga de proteinas transportadoras especificas. Segunda, a membrana
suporta muitos componentes envolvidos no transporte de elétrons para que estes
sejam disponibilizados na medida exata para a execugdo correta de suas fung¢des

dentro da célula (Paustian, 2001).

GLICOLISE
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RESPIRAC.E_.O CELULAR
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PROCARIOTICA
i Acibo
\ CiTRICO

MITOCONDRIA U

Figura 3. Desenho esquematico dos processos que ocorrem na respiragdo celular. (Purves e
col., 1997).

O transporte de elétrons ¢ realizado através de uma série de reagdes de oxido-
redugdo (cadeia transportadora de elétrons) onde os elétrons se movem através de
transportadores de maior potencial elétrico para os de menor potencial. O aceptor
final de clétrons é o oxigénio, no caso da respiragdo aerdbia. A medida em que os
elétrons sdo transferidos, os prétons (H') se movem de dentro para fora da célula e
fons hidréxido (OH) sdo acumulados no interior do citoplasma de uma célula
procaridtica. O acumulo de ions H e OH em lados opostos gera um gradiente de
carga e de pH. Este gradiente é analogo a uma bateria, pois possui potencial para
realizar trabalho (transportes, movimentos de flagelos e sintese de ATP). A medida

em que a enzima ATP sintase transfere os protons do exterior para o interior da
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célula, o ATP vai sendo sintetizado a partir de ADP e fosfato morgénico (Paustian,
2001).

1.5. Compostos bioatives (m-alcoxifenéis)

Sabe-se que, desde a década de 60, alguns fendis (2,4-dinitrofenol e m-
alcoxifendis, por exemplo) sdo desacopladores da fosforilagio oxidativa (através da
interrup¢do do gradiente de prétons) e que, quando usados em concentragdes
maiores do que 0,5 mol L™, inibem a respiragdo celular. Como resultado desse modo
de agdo, esses compostos atuam como fungicidas e bactericidas (Pereira e col,
1998),

A atividade dos m-alcoxifenéis tanto contra bactérias Gram-negativas quanto
Gram-positivas esta relacionada ao caréter lipofilico desses compostos, permitindo
que atuem no citoplasma apos atravessarem a parede celular on mesmo danificando
irreversivelmente as membranas celulares (Volpe, 1997a).

A figura 4 apresenta algumas curvas de poténcia térmica versus tempo
relativas ao processo respiratorio da bactéria Escherichia coli sob efeito do m-
propoxifenol (Volpe, 1997b). Num estudo sobre o efeito térmico da respiragdo
bacteriana, a altura mixima da curva fornece o efeito térmico maximo produzido
pelos microrganismos durante o processo € ¢ chamada de resposta calorimétrica,
RC. O efeito de um xenobidtico sobre a respiragdo celular é determinado em relagio
a resposta calorimétrica obtida para o controle (ensaio sem adigéo de xenobidtico) e

¢ dado em porcentagem.

—-T------- Controle

_ 4,10 mmol dm™®
4,18 mmol dm™?
/ﬁ.ll] rmol dmn™®

7.50 mmol dm™
10,1 mmol dny?

e t/ min

Figura 4 — Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragio bacteriana no
controle e sob m-propoxifenol a concentra¢des variadas. RC: resposta calorimética.
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1.6. Diauxismo

O fendmeno do diauxismo ( do grego di = duplo, aux = crescimento) ocorre
quando dois carboidratos diferentes estdo presentes no meio € sdo consumidos
seqiiencialmente. No entanto, o organismo devera possuir enzimas para a
degradagdo do primeiro carboidrato e um sistema de indugfio para enzimas
especificas que degradem o segundo carboidrato (Schaarschmidt e Lamprecht,
1978).

Quando o microrganismo apresenta crescimento diduxico, a curva de
crescimento apresenta uma inflexdo na fase exponencial. Esta inflexfio corresponde
20 momento em que se esgota o primeiro carboidrato € o sistema enzimatico para o
consumo do segundo caboidrato presente no meio come¢a a ser induzido
geneticamente. Ocorre, entdo, uma diminui¢Zo na taxa de crescimento. A partir do
momento em que se inicia o consumo do segundo agicar, 0 microrganismo volta a
crescer exponencialmente (Moat e Foster, 1983).

Em investigagdes relativas ao fendmeno do diauxismo, a determinagdo da
concentragdo dos nutrientes tem sido realizada através de técnicas enzimaéticas
convencionais € cromatograficas. A principal vantagem da cromatografia ¢ a
possibilidade de se quantificar, simultaneamente, o consumo de dois ou mais
aglicares utilizados na cultura microbiana. Varios estudos utilizando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido realizados para methorar a especificidade
e a sensibilidade em estudos dessa natureza (Marko-Varga e col., 1994; Groussac ¢
col., 2000; Lendenmann e col., 1996).

1.7. O contexto

Levando-se em consideragdo a importancia e o potencial apresentado pela C.
violaceum em diversas areas, foi proposto um estudo que pudesse gerar dados
adicionais relativos a energética do metabolismo da bactéria. Para tal investigagdo,
foram utilizadas duas abordagens diferentes - o crescimento ¢ a respiragéo celular - e

a microcalorimetria em fluxo continuo foi utilizada como ferramenta principal.
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2. OBJETIVOS

« Investigagdo microcalorimétrica (analise conjunta dos pardmetros pH, consumo de
O,, biomassa, biossintese de violaceina) do metabolismo bacteriano sob
composicdes variadas do meio de cultura, considerando as seguintes abordagens:

- quantidade e natureza do agncar utilizado como fonte de carbono

- utilizagdo de um provavel indutor da producdo de violaceina (a-amino-y-butiro-
lactona)
e Estudo microcalorimétrico da respiragdo da C. violaceum utilizando os compostos

da série homdloga de m-alcoxifendis como desacopladores.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Roteiro dos experimentos realizados

« Curva de calibragio de crescimento bacteriano
«  Curvas de calibragdo dos padrdes de agicares (medidas cromatograficas)
+  Curva de calibrag¢do da violaceina
. Procedimento de estocagem da C. violaceum por congelamento em nitrogénio
liquido (criopreservagio)
. Preparagdo dos experimentos microcalorimétricos {calibragdo do sistema
calorimétrico)
.  Medidas microcalorimétricas do crescimento da C. violaceum
Padronizagdo do sistema de medida
Monitoramento de outros pardmetros do processo de crescimento
(pH, consumo de oxigénio, biomassa, violaceina, consumo de aglicares)
. Estudo sobre o efeito de desacopladores (m-alcoxifenois) sobre a respiragdo
da C.violaceum (medidas microcalorimétricas ¢ de consumo de oxigénio)
Padronizagio do sistema de medida
Efeito do aumento da cadeia lateral dos m-alcoxifenéis sobre a respirago

da C.violaceum
3.2. Materiais e equipamentos utilizados
O fornecimento ¢ a manipulagdo da C. violaceum, bem como a utilizagdo de

equipamentos especificos tiveram a colaboragdo do grupo do Prof. Dr. Nelson

Duréan (Laboratorio de Quimica Bioldgica, Instituto de Quimica - UNICAMP).
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3.2.1.Reatores biologicos

A construcdo da curva de calibragio de crescimento da C. violaceum foi
realizada utilizando-se um fermentador New Brunswick Scientific, Bioflo III.

O fermentador New Brunswick Scientific, Bioflo I (cedido por empréstimo
pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos, ITAL) foi utilizado durante a
padronizagdo das medidas calorimétricas do crescimento da C. violaceum. O reator
B. Braun Biotech, Biostat B2, adquirido recentemente através de projeto de auxilio a

pesquisa proc. FAPESP n® 99/12776-4), foi utilizado nos demais experimentos.

3.2.2. Espectrofotometros

Neste trabalho, foram utilizados os espectrofotdmetros Beckman (DU-070,
DU-640B) em medidas de espalhamento de luz para determinagdo indireta da
biomassa de C. violaceum, nas etapas de construgio da curva de calibragdo de
crescimento, congelamento da bactéria e durante os experimentos de crescimento
bacteriano. Os espectrofotometros Beckman DU-070 e HP-8453 foram utilizados
para construgdo da curva de calibragio de violaceina e monitoramento da

concentragio do pigmento durante os experimentos de crescimento.

3.2.3. Cromatégrafo

As medidas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
quantificagio de agiicares presentes mas culturas de C. violaceum foram feitas
utilizando o equipamento Waters 717, emprestado pela Empresa LASA -
Laboratério de Quimica Orgdnica e Inorgimica Ltda. A coluna cromatografica
utilizada é da marca BioRad, Aminex® (Carbohydrate HPX-87C, 300mm x 7,80
mm) e a pré-coluna Phenomenex® (Rezex 8% Ca. Monos., 50mm x 7,80 mm).

A coluna HPX-87C é empacotada com uma resina de troca catiénica de poli-
estireno-divinil-benzeno que contém Ca® como contra ion. Em separagdes de
monossacarideos e moléculas pequenas, ocorre a troca de ligantes, um mecanismo

que envolve a ligagdo de grupos OH dos aglicares com o contra ion da resina.
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3.2.4. Sistema de medida microcalorimétrica - descrigiio

Em todos os experimentos realizados, utilizou-se um microcalorimetro
1sotérmico de condugdio Thermometric (2277 TAM, Thermal Activity Monitor).
Este modelo consiste de um sistema multicanal (figura 5), possuindo quatro
unidades calorimétricas (canais) para medidas independentes. O canal 1 do referido
microcalorimetro dispde de um arranjo que combina dois tipos de celas
calorimétricas. Além da cela para medidas utilizando uma ampola estatica, possui
uma cela para medidas em fluxo. Este modelo em particular, apresenta uma cela
especifica para medidas de fluxo com mistura de reagentes (in situ), podendo,

também ser utilizada em experimentos em fluxo continuo.

Totre para
colocagio e
remocao de
ampola

Painel de controle

Cavidades para unidades
calorimétricas adicionais

Unidade ‘
i~ calorimétrica Ampola A "
. Banho o
NS L A termostatizado Fs.ﬁ"
i 2 omb Cela da ‘.
: Bomba amostra vech ‘ Cela de
J p/ drc. freg :‘l ! feréncia
; .S de dgua ’Hb‘ff-l!‘ referé
. . e S
= X Unidadede  yrocador” [amtoati=—Termopilhas
N controleda  ge calor [RRLipdd
Lot temp. do ; I.I
T banho 2, "
Aquecedor de ;rocaldor
calibracdo € calor
Microcalorimetro . L
isotérmico TAM, 2277 Unidade calorirmétrica

Figura 5: Esquema do microcalorimetro e unidade calorimétrica contendo cela de
fluxo e ampola simples.

Nos calorimetros de fluxo as celas sfo tubos capilares em espiral ou ampolas

por onde sdo bombeados os reagentes através de trocadores de calor (figura 6). As
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celas de fluxo continuo sio largamente utilizadas em experimentos com suspensdes
de células.

Cela de fluxo {amostra)

Cela de —1 Termopilhas
referéncia

Microcalorimetro
L 2277 TAM
bt Thermometric

Trocador_|
de calor

L _Trocador de calor

Figura 6: Desenho esquematico da unidade calorimétrica utilizada contendo as
celas de referéncia e de amostra e seus respectivos sensores (termopilhas).

No calorimetro isotérmico, o calor € liberado (ou absorvido) e transferido do
vaso de reagdo para um trocador de calor (figura 6), normalmente um bloco de
aluminio. Geralmente, uma termopitha ou dispositivo Peltier alojada entre o vaso
calorimétrico e o bloco de aluminio ¢ usada como sensor para o fluxo de calor. A
diferenga de temperatura entre o vaso € o trocador de calor causara uma diferenca de
potencial elétrico sobre a termopilha. No microcalorimetro utilizado, a termopilha
consiste de placas semicondutoras termoelétn'cas. (placas de efeito Peltier), que
possuem condutividade térmica relativamente alta e detectam uma diferenca de
temperatura pequena, tipicamente da ordem de 1 mK (miliKelvin) (Volpe, 1993).

Durante os experimentos executados neste trabalho, foram empregados dois
arranjos experimentais, consistindo basicamente do microcalorimetro € um vaso de
reagdio externo, conectados através de uma bomba peristaltica. A figura 7 mostra a
foto do sistema contendo um micro reator (confeccionado para a realizagdo de
medidas de respiragdo bacteriana) e a figura 8 refere-se ao sistema contendo um dos

reatores biologicos utilizados nas medidas de crescimento bacteriano.

17



Figura 7: Fotografia do sistema microcalorimétrico, em fluxo continuo, utilizado
no estudo do efeito de desacopladores (m-alcoxifenois) sobre a respiragdo bacteriana.

Figura 8: Fo%ograﬁaﬁdo sistema de medida microcalorimétrica do crescimento da C.
violaceum. (A) Reator biolégico B. Braun Biotech, Biostat B2; (B) Bomba peristaltica
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Pharmacia LKB, Pl; (C) Microcalorimetro Thermometric, 2277 TAM; (D) Banho
termostatizado Micro Quimica, MQBTC 99-20.

3.3. Reagentes, solu¢des e meios de cultura

Todos os matenais, solugdes tampdo e meios de cultura utilizados nos
experimentos para cultivo e manipulagio da C. violaceum foram previamente
esterilizados em autoclave (Phoenix, AV 75) a 121° C e 1,0x10° Pascal (1 atm) por
30 mmn. Além disso, os procedimentos que exigiam atmosfera estéril foram
realizados em capela de fluxo laminar com luz germicida (ultravioleta).

A tabela 1 mostra o grau de pureza ¢ a proveniéncia dos reagentes utilizados

na preparagdo de solucdes e meios de cultura.

Tabela 1: Reagentes utilizados para preparacio de solucdes e meios de cultura.

Reagente Grau de pureza
NaCl (anidro) PA
KCl (anidro) PA
Na,HPO, (anidro) PA
KH: PO, (anidro) PA
K;HPO, (anidro) PA
Agar (anidro) PA
Glicose (anidra) PA
peptona bacteriologica (anidra) PA
extrato de levedura (anidra) PA
lactose (anidra) PA
galactose (anidra) PA
etanol (absoluto) PA
DMSO espectroscopico
SDS PA
imidazol PA
acido acético (glacial) PA
triacetina PA

Para o desenvolvimento da etapa inicial do trabalho (obten¢io da curva de
crescimento bacteriano, estocagem da bactéria e padronizagdo de experimentos),
foram definidos meios de cultura ¢ solugdes tampdo a serem utilizados os quais

foram preparados de acordo com a composigdes descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Composicao das solugdes e dos meios de cultura utilizados.

PBS* Tampdo fosfato A* Meio de cultura sélido  Meio de cultura liquido
8,0g de NaCl 1,8g de glicose agara 1,5% glicose a 0,5%
0,2g de KC1 8,8g de K;HPO, glicose a 0,5% peptona** a 0,5%
1,2g de Na,HPO, 3,8g de KH; PO, peptona** a 0,5% extrato de levedura 0,2%
0,2g de KH; PO, extrato de levedura 0,2%

* composigdo para 1dm® de solugdo aquosa. ** peptona bacteriologica. PBS = tampéo fosfato
adicionado de sal. Porcentagens em massa/volume.

Nos experimentos de respiragio, além da solugdo tampao fosfato A (vide
tabela acima), foi utilizada a solugdo tampéo B cuja composigdo continha o dobro da
quantidade de glicose (3,60 g) utilizada na solugdo A.

No caso do meio de cultura liquido, a composigdo indicada acima refere-se ao
definido como meio de cultura padrdo para o cultivo da C. violaceum. As demais
composigdes de meio de cultura liquido, empregadas no estudo do metabolismo da

bactéria estdo na tabela 3.

Tabela 3;: Composigdo dos meios de cultura utilizados nos experimentos realizados™*

Experimento % % Extr. % % % Prop. entre
Peptona Levedura Glicose Galactose  Lactose agucares

1 0,2 0,08 0,1 0,1 0 1:1

2 0,5 0,2 0,2 0,2 0 1:1

3 0,5 0,2 0,07 0,07 0 1:1

4 0,5 0,2 0,07 0 0,07 1:1

5 0,5 0,2 0,07 0,13 0 12

6 0,5 0,2 0 0,5 0 1

7 0,5 0,2 0 0 0,5 1

8, E1-E11, C1-C3** 0,5 0,2 0,5 0 0 1
9 0,5 0,2 0 0 0 0

10 0,5 0,2 1 0 0 1

11 0,5 0 0,5 0 0 1

12 0 0,2 0,5 0 0 i

13 0,5 0 0 0 0 0

14 0 0,2 0 0 0 0

15 Boxk 0 0 0,5 0 0 1
16>H#% 0,5 0,2 0,5 0 0 1
17 %% 0,5 0,2 0,5 0 0 1

18 >** 0,5 0,2 0,5 0 0 1

*composi¢do para 1,5 dm’ de solugdo; **meio de cultura padrio; ®Padicio de w-amino-butiro-y-
lactona 20 nmol dm™ e 500 nmol dm™, respectivamente; *** Solucdo tampéo (PBS); ¢Peom e sem
inéculo da bactéria, respectivamente. Porcentagens em massa/volume.
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Na tabela 3, os experimentos representados pelas letras E (onze experimentos
sob aerobiose) e C (trés experimentos sob anaerobiose) foram realizados na
padronizacdo do sistema para o estudo do crescimento bacteriano.

Os experimentos 9, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 (tabela3) constituiram medidas
calorimétricas em branco. Em microcalorimetria, tais experimentos sido essenciais
para se garantir a interpretagio correta dos dados obtidos, pois existe a possibilidade
de ocorrerem efeitos conhecidos como “artefatos” durante as medidas. Além disso,
quando se deseja investigar a contribuigdo calorimétrica de um determinado
nutriente do meio de cultura, o efeito térmico proveniente do metabolismo dos
outros nutrientes deve ser descontado do sinal calorimétrico através dos resultados

obtidos em experimentos isolados.
3.4. Metodologias empregadas

3.4.1. Curva de calibracio de crescimento da C. violaceum

A construgdo da curva de calibragdo de crescimento da C. violaceum foi
realizada utilizando-se o fermentador New Brunswick Scientific, Bioflo IIL, mantido
2 30°C, 190 rpm e borbulhamento de oxigénic com fluxo de 3,3x107% dm’ s”. Apo6s o
inéculo da bactéria no reator contendo 3,0 dm> de meio estéril, foram feitas medidas
espectrofotométricas periddicas do espalhamento de luz, a 720 nm, de aliquotas do
meio de cultura (tabela 4).

Ap6s cada medida, foi feita a diluigdo em série (fatores de diluigdo 107, 107,
10°, 10%, 107, 10% 10'9) da aliquota correspondente em PBS esténl. Para a
contagem de células vidveis presentes em cada aliquota diluida, foi feito o inoculo
de 0,1 x10® dm® das mesmas em placas de Petri, contendo meio de cultura sélido
estéril. A contagem de coldnias a olho nu (em triplicata) foi feita apés a incubagio
das placas a 30° C por 24 h. Cada placa deve conter entre 30 e 300 colOnias para que
a contagem a olho nu fornega um numero estatisticamente correto de

microrganismos (Aragén e Bengoechea, 1994). Para calcular o niimero de bactérias
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presentes em cada aliquota, antes da diluigfo, utilizou-se a equagéo 1. Esta equagdo
estabelece uma relacéo entre o miimero de coldnias obtido na contagem a olhonu ¢ 0

numero de bacténias (UFC) da aliquota correspondente.

UFC=NCFD/V Equagdo 1
onde: UFC = unidades formadoras de colonias
NC = namero de coldnias presentes na placa de Petri
FD = fator de diluigdo

V = volume utilizado no plaqueamento

Os valores de espalhamento de luz descritos na tabela 4 foram graficados em
relagdo ao tempo (cinética de crescimento) ¢ ao mimero de UFC x10° dm-’
correspondente a cada aliquota da cultura. Esta curva de calibragdo foi utilizada para
se obter indiretamente valores de biomassa durante os experimentos de crescimento

bacteriano, através da medida de espathamento de luz de aliquotas da cultura a 720

nm.

Tabela 4: Experimento relativo & curva de crescimento da C. violaceum.

t/h Aliquota
11,50 01
12,00 02
12,50 03
13,00 04
13,50 05
14,00 06
14,50 07
15,00 08
15,50 09
16,25 10
16,75 11
17,33 12
18,00 13
18,83 14
20,00 15
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3.4.2. Curvas de calibracdo dos agicares - medidas cromatogrificas

As medidas cromatograficas para obtencdo das curvas de calibragido dos
agucares e para quantificacdo dos mesmos nas culturas de C. violaceum por CLAE
foram realizadas de acordo com as condigdes descritas na tabela 5.

Foram construidas curvas de calibragdo de padrdes de glicose, lactose,
galactose e musturas de glicose/lactose e glicose/galactose, a partir de solugdes
(previamente filtradas com filtro Millex® 0,45 pm) dos mesmos nas concentragdes

de 2,00; 1,50; 1,00; 0,50; 0,30 ¢ 0,10 g dm™.

Tabela 5: Condigbes dos experimentos cromatograficos para determinagio de
carboidratos em amostras de cultura aerdbia de C. violaceum.

Pardmetro Condig¢des
Fase mével Agua
Temperatura da Coluna 85°C
Temperatura do detector 40 °C
Temp. compartimento de amostras -5°C
Fluxo 0,01 x10” dm’ s
Volume Injetado 0,01 x107 dm’®
Atenuacgio 16
Tempo de Corrida 17 min

3.4.3. Curva de calibracio da violaceina

Para a construgio da curva de calibragdo da violaceina partiu-se de uma
solugdo estoque contendo 0,24 mg do composto, dissolvido em 2,50 x107 dm’ de
etanol com a ajuda de ultrassom (equipamento Thornton-Unique, T7). A leitura da
absorbancia dessa solugdo (0,28 mmoldm™) foi feita utilizando espectrofotdmetro
em 575 nm. Em seguida, foram feitas 16 diluigGes e respectivas medidas de
absorbancia. A curva de calibragio foi obtida graficando-se os valores de

absorbancia versus concentragdo de violaceina (Rettori, 2000).
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3.4.4. Procedimento de estocagem da C. violaceum por criopreservacio

O método escolhido para a manutengio e estocagem da C. violaceum foi o
congelamento do microrganismo por imersioc e armazenamento em nitrogénio
liquido (criopreservagio).

A manutengdo da bactéria em nitrogénio liquido tem a fungéo de manter um
numero fixo de células e evitar a possibilidade de alteragdo genética dos
microrganismos no decorrer do trabalho. Devido a sensibilidade da técnica
calorimétrica utilizada, esse cuidado € necessdrio para que seja garantida a
reprodutibilidade dos experimentos, uma vez que, a variagio do numero de
microrganismos ou a alteragdo metabdlica causada por uma mutagdo genética,
podem acarretar interpretagdes errfneas dos resultados (Beezer, 1980).

O processo de congelamento iniciou-se com o indeulo de 1,00 x10° dm’® do
microrganismo em 1,50 dm’® de meio de cultura liquido em reator (NBS, Bioflo I ou
B. Braun Biotech., Biostat B2) a 25,0 °C, 200 rpm e borbulhamento de ar na vazdo
de 2,50 dm’s™. Apés 12 h, a turbidez da cultura foi monitorada para uma estimativa
da populag@o microbiana a ser congelada. Para tanto, fo1 utilizada a correlagdo entre
a turbidez da cultura e os dados da curva de calibragdo de crescimento previamente
construida. Para confirmar a estimativa, quando a cultura de 1,50 dm’ atingiu a
turbidez correspondente a 1,00 x 10'? bactérias dm™ (cerca de 16 h de indculo), uma
aliquota foi retirada para contagem de células viaveis através de diluigdes em série
em placas de Petri, contendo meio de cultura soélido.

A cultura foi centrifugada a 4000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi
descartado e as células remanescentes foram lavadas trés vezes com solugdo PBS.
Apés cada lavagem as células foram ressuspensas com a ajuda de um agitador de
tubos (Phoenix, AT 56A). As células lavadas foram finalmente ressuspensas em
PBS contendo 10% de DMSO. A solugdo com DMSO foi previamente filtrada com
filtto de porosidade de 0,22 um, Millipore. As suspensdes resultantes, contendo
cerca de 1,00 x 10" bactérias dm>, foram rapidamente colocadas em ampolas

criogénicas de polipropileno de 1,00 x10® dm® (Corning). As ampolas foram
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encaixadas nos furos de uma placa de isopor (figura 9B), de forma que ficassem a
uma distincia de cerca de 5,00 cm da superficie do nitrogénio liquido, contido numa
bandeja de aluminio revestida externamente de isopor (figura 9A). Com o auxilio de
termémetro de baixa temperatura (escala -100° C a 30° C; figura 9C), a temperatura
das ampolas foi monitorada e, assim que se atingiu -80° C, as ampolas foram
imediatamente mergulhadas no nitrogénio liquido (figura 9D). As ampolas foram
acondicionadas em tubos de ago inoxidavel (canisters) os quais foram mantidos em

botijdes criobiolégicos contendo nitrogénio liquido (Volpe, 1997b).
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Figura 9: Desenho esquematico do sitema utilizado no congelamento da bacténia C.
violaceum. (A) Bandeja de aluminio (vista de topo); (B) Placa de isopor; (C) Sistema
montado (vista lateral) na primeira fase de congelamento (ampolas contendo a bactéria
mantidas no vapor de nitrogénio); (D) Sistema apos o mergulho das ampolas em nitrogénio
liquido.

O descongelamento do microrganismo foi feito através da rapida retirada de
uma ampola criogénica do nitrogénio liquido e imersdo imediata da mesma em
banho-maria a 37,0-40,0 °C (Kirsop ¢ Snell, 1991). Ap6s exatos 3 min, os tubos
descongelados foram retirados do banho e, em no maximo 5 min, foram utilizados

nos experimentos de microcalorimétricos. A capacidade de recuperagdo da C.

violaceum ao processo de congelamento foi avaliada através da contagem de células
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viaveis (em placas de Petri) e através de medidas microcalorimétricas de respiracdo
celular.
Durante o desenvolvimento deste trabalho, o procedimento para manutengao

do estoque de bactérias congeladas foi realizado quatro vezes.

3.4.5. Preparaciio dos experimentos microcalerimétricos

3.4.5.1. Montagem e limpeza do sistema

Apbs a etapa de padronizagio do sistema de medida microcalorimétrica (serd
descrita no item 3.4.6.1), todos os experimentos foram realizados utilizando o
microcalorimetro Thermometric, 2277 TAM no modo fluxo continuo € a cela
calorimétrica de 0,60 x10” dm’ foi mantida sempre a 25,0 °C. Um fluxo continuo de
0,50 x10” dm’ s™ entre o microcalorimetro ¢ um fermentador ou um micro reator foi
mantido através da bomba peristaltica Pharmacia P1, LKB. Estabeleceu-se, entdo
uma rotina de montagem e limpeza do sistema.

Antes e ao final de cada experimento, o sistema de fluxo foi lavado
utilizando-se solugdes (previamente filtradas com filtro Millex® 0,22 pm) na
seguinte ordem: agua deionizada, solugéo de SDS 0,01 mol dm?, agua deionizada,
etanol a 70% e, por ultimo, dgua deionizada.

Apbs a limpeza do sistema, um fluxo de 8,3 x10% dm® s de meio de cultura
liquido estéril (no caso de experimentos de crescimento) ou de solugio tampéo
fosfato (no caso de experimentos de respiragdo) foi estabelecido para a obtengdo da

linha base e posterior calibrago elétrica do microcalorimetro.
3.4.5.2, Calibracio do microcalorimetro

3.4.5.2.a. Calibragiio elétrica
A calibragiio elétrica é um procedimento de rotina que faz parte da etapa de

preparagdo do sistena microcalorimétrico para medidas em uma escala previamente
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determinada. Durante a calibragdo, uma quantidade de calor conhecida é gerada por
dispositivos (resisténcia) de calibragdo colocados numa regidio abaixo da cela de
medida (cela de amostra) do calorimetro. O objetivo desse procedimento € assegurar
que o calor produzido pela resisténcia de calibragdo tenha o mesmo valor que o calor
medido pelo instrumento (Wilson e col., 1999).

As condigdes experimentais para calibragdo devem ser as mais proximas o
possivel das condigdes utilizadas no experimento. Por isso, as calibragdes realizadas
neste trabaiho foram feitas sempre nas mesmas condigdes de fluxo e temperatura dos
experimentos.

A calibragfio elétrica sempre foi realizada apos a montagem, estabelecimento
do sistema em fluxo e obten¢éo da linha base do sinal calorimétrico. O processo de
calibragio era acionado através do programa computacional dedicado (Digitam).
Para os experimentos de crescimento bacteriano, as calibragdes foram feitas na
poténcia de 500 uW durante 4000 s e utilizou-se meio de cultura padrdo na linha de
fluxo. A calibragdes para os experimentos de respiragio celular foram feitas na
escala de 100 pW durante 2700 s e utilizou-se agua deionizada ou solugdo tampéo
fosfato na linha de fluxo.

3.4.5.2,b. Calibra¢io quimica

Os microcalorimetros sio normalmente calibrados através de resisténcias
elétricas mas, os valores de poténcia térmica dissipada na calibragdo podem néo ser
representativos para alguns processos quimicos ou bioldgicos. Além disso, quando
se usa celas de fluxo é facil introduzir erros sistematicos na calibragio elétrica do
instrumento. E importante, portanto, a utilizagdo de um teste quimico através do
qual os valores da calibragio elétrica possam ser conferidos ¢ controlados. (Chen e
Wadsé, 1982, Wadsd, 2001).

Uma das reagdes utilizadas é a hidrolise da triacetina em presenga de tampéo
imidazol/acido acético. Alterando-se a composi¢do do tampdo, a taxa de hidrolise (e,

consequentemente a poténcia térmica) pode ser regulada.(Chen e Wadso, 1982).
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O método de calibragdo através da hidrolise da triacetina em tampéo imidazol
foi desenvolvido por Chen e Wadso (1982) com o objetivo de aumentar a precisdo
de medidas microcalorimétricas, em fluxo continuo, de processos que ocorrem
lentamente (cultura de células vivas, por exemplo).

A reagiio de hidrolise da triacetina em tampéo imidazol (HTTI) foi utilizada
para a calibragéo quimica do microcalorimetro.

As solugdes tampio foram preparadas, dissolvendo-se 6,80 g de imidazol em
25,0 g de 4gua deionizada. A seguir adicionou-se 4,00 g de acido acético .

As solugBes utilizadas no experimento calorimétrico foram preparadas
adicionando-se 20,0 g de solugdo tampdo imidazol a 1,00 g de triacetina. A mistura
foi agitada vigorosamente em um reator, termostatizado e sob agitagéo magnética,
externo ao calorimetro (um sistema de medida semelhante ao da figura 7). Os
experimentos foram realizados a 25,0 ° C durante cerca de 40 h.

De acordo com a literatura, a utilizagio de 1,00 g de triacetina fornece
calibragdes na escala de 0 a 30 pW, enquanto 10,0 g do triester fornecem efeito
térmico na escala de 0 a 300 pW (Briggner ¢ Wadso, 1991; Guan e Kemp, 2000).
Neste trabalho, foi realizada uma calibragio quimica na escala de 30 pW e as
demais, na escala de 300 pW.

3.4.6. Medidas microcalorimétricas do crescimento da C. violaceum

3.4.6.1. Padronizacdo do sistema de medida

A etapa inicial de monitoramento do crescimento e do metabolismo da C.
violaceum, em regime fluxo continuo, sofreu um atraso devido a indisponibilidade
de um fermentador que pudesse ser colocado ao lado do microcalorimetro para a
realizagio das medidas em tempo real. Enquanto nfio havia um fermentador
disponivel, o aprendizado da técnica e da utilizagdo correta do “software” Digitam

(programa responsavel pelo controle computacional das condigGes de operagdo do
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microcalorimetro e pela aquisigdo de dados) ocorreu através de testes utilizando a
cela do tipo ampola de 20,0 x10” dm> no canal 2 do calorimetro.

Os experimentos microcalorimétricos em fluxo continuo foram iniciados
utilizando o fermentador BioFlo 1. Apos a etapa de preparagéo do sistema de fluxo
(impeza e calibragdo do canal 1 do microcalorimetro) e retorno da poténcia térmica
(uW) a linha base, cada experimento foi iniciado inoculando-se 0,90 x10° dm’ de
cultura de C. violaceum no reator contendo meio de cultura liquido estéril. As
condigdes de crescimento da bactéria no reator biologico foram: temperatura de 25,0
°C, 200 rpm de agitacdo e borbulhamento de ar ou nitrogénio (experimentos sob
acrobiose e anaerobiose, respectivamente) na vazdo de 2,50 dm’s™.

Durante a padronizagdo, foi investigado o efeito térmico da utilizagfio de dois
procedimentos diferentes para o indculo do microrganismo no reator biolégico.
Testou-se a adigdo de cultura bacteriana reativada previamente por 24 h, além do
indculo imediatamente apds o descongelamento. A reativagdo consiste do inéculo e
manutengdo da bactéria, a qual foi previamente descongelada, por um ou mais dias
em erlenmeyer contendo meio de cultura estéril. Este procedimento tem como
fun¢do favorecer a adaptagdo do microrganismo a uma nova condigdo, antes de sua
utiliza¢d0 nos experimentos.

Os experimentos subsequentes foram iniciados com o inoculo de C.

violaceum descongelada previamente ¢ utilizada, no maximo, depois de 5 min.
3.4.7. Monitoramento de outros parimetros do processo de crescimento

Durante o0s experimentos microcalorimétricos, foram monitorados os
pardmetros pH, tensdo de O, dissolvido (TOD), biomassa, consumo de fonte de
carbono e produgdo de violaceina. As medidas de pH e TOD foram feitas in sifu,
enquanto as demais foram realizadas através da retirada periddica de aliquotas da

cultura.
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3.4.7.1. Biomassa
O aumento da biomassa foi monitorado indiretamente através da medida do
espalhamento de luz a 720 nm, de acordo com a curva de calibragio de crescimento

bacteriano previamente construida, utilizando os espectrofotdmetros Beckman 640B
e DU 70.

3.4.7.2. Consumo de ag¢uicares — medidas cromatograficas

As medidas cromatograficas para quantificagdio dos aguicares nas culturas de
C. violaceum por CLAE foram realizadas nas mesmas condigdes utilizadas para a
construgdo das curvas de calibragdo como mostra a tabela 5.

Durante os experimentos para a determinagdo da concentragio de agucares
presentes na cultura de C. violaceum, foram coletadas aliquotas do meio de cultura
do reator bioldgico, em diferentes intervalos de tempo. Cada amostra foi
centrifugada a 4000 rpm (centrifuga Fanem, Excelsa Baby II 206R ) por 5 min e
filtrou-se o sobrenadante com filtro Millex® 0,22 um. As amostras filtradas foram
transferidas para frascos plasticos e congeladas a —10,0 °C até a realizagdo do
experimento de CLAE. Antes da injegdo, descongelou-se as amostras € as mesmas
foram mantidas a 5,00 °C no equipamento de CLAE, evitando deste modo, a

degradagio dos agicares por decorréncia de reagdes de hidrolise ou oxidagéo.

3.4.7.3. Violaceina

A biossintese de pigmentos violetas, que inclui majoritariamente a violaceina,
foi monitorada ap6s cerca de 12 h de experimento. Durante a preparagdo das
amostras para a analise de CLAE, a biomassa acumulada nos tubos de ensaio apods a
centrifugacdo, foi ressuspensa em 3,00 x10? dm’ de etanol. Extraiu-se, desta forma,
os pigmentos presentes no interior das células. As suspensdes foram filtradas e as
amostras obtidas foram medidas no wvisivel, a 575 nm, utilizando o

espectrofotometro Beckman, DU70.
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3.4.8. Efeito de m-alcoxifendis sobre a respiracio da C. violaceum

3.4.8.1. Padronizacio do sistema de medida

Os experimentos de padronizagio e otimizagdo do sistema
microcalorimétrico para medidas de respiragdo bacteriana (vide figura 7)
consistiram na confecgdo de um micro reator de vidro e obtengdo de curvas de efeito
térmico do controle que corresponde a resposta biologica sem a adigdo de um
xenobidtico, a partir do inéculo da bactéria em solugo tampdo de fosfato contendo
glicose. Foram feitos testes variando-se o volume total do meio, a quantidade de
glicose adicionada a solugdo tampéo ¢ o volume do indculo de C. violaceum. Nesta
etapa, além de medidas do controle foram feitos testes com o composio m-
metoxifenol a concentragdes variadas. Os experimentos foram realizados sempre a
25,0 °C, sob agitagiio magnética e fluxo de 0,50 x10° dm*s™.

Os estudos preliminares relativos ao consumo de oxigénio foram realizados
em um arranjo experimental isolado do microcalorimetro e se utilizou um oximetro
YSI (Biological Oxygen Monitor), modelo 53. Durante este estudo foram feitas
medidas do controle e utilizando m-metoxifenol 19,5 mmol dm™. As medidas de
TOD foram feitas nas mesmas condi¢des das microcalorimétricas para que fosse
possivel a comparagdo entre os resultados obtidos nos dois casos.

Com o objetivo de se montar um sistema de medida simultdnea de TOD e de
efeito térmico, foi adquirido um novo medidor de oxigénio marca Orion, 810A Plus,
contendo um eletrodo polarografico para medidas de oxigénio dissolvido marca
Orion, modelo 081010F.

Uma cela de vidro contendo o eletrodo de oxigénio foi construida ¢ conectada
a linha de fluxo do sistema, ap6s a passagem pela cela de fluxo do microcalorimetro,
como se vé na figura 10. Neste caso, foram realizadas medidas de TOD, em tempo
real, utilizando o sistema microcalorimétrico ja padronizado. Testou-se apenas 2
posicdo do eletrodo, na horizontal ou vertical €, apds esta fase, foram feitas as

medidas com os m-alcoxifendis 3,00 mmol dm™,

31



Bomba peristaltica

_._@_ Cela de fluxo

Micio <
reator

Eletrado de Q / Taimopilhas

)/

Trocador O, Microcalorimetio
de cal |/ Y 2217 TAM
2 Theimometiic

il

Agitador "~ Tiocador de calor

Eletrodo de O: RB = Resposta Biologica

Cela de vidro

Figura 10: Esquema utilizado nas medidas simultaneas de efeito térmico e de TOD
durante o estudo do efeito de m-alcoxifendis 3,00 mmol dm™ sobre a respiragdo da C.
violaceum.

3.4.8.2. Efeito do aumento da cadeia hidrofébica de m-alcoxifenois sobre
a respiracdo da C. violaceum

Apbs a padronizagdo do sistema, utilizou-se cultura bacteriana, previamente
descongelada e 15,0 x10° dm’ de solugo tampéo de fosfato (contendo ou ndo m-
alcoxifenol). Os m-alcoxifendis foram testados nas concentragdes 3,00 e 14,0 mmol
dm>. Durante o desenvolvimento dos estudos de respirag@o, o volume do inéculo de
bactéria utilizado variou conforme a populagio de microrganismos mantida no
estoque sob nitrogénio. Neste caso, a concentragdo de celulas interfere
significativamente na magnitude do efeito térmico do processo respiratério da
bactéria.

Os compostos da série homéloga de m-alcoxifendis (figura 11), obtidos da
Eastman Kodak, foram previamente purificados por destilagdo sob vacuo para a
utilizagdo dos mesmos nos experimentos microcalorimétricos. Devido a baixa
solubilidade de m-butoxifenol e m-pentoxifenol em solugdo aquosa, as solugdes

estoque de todos os compostos da série foram preparadas em acetona pura.
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Para avaliar o efeito dos compostos da séric de m-alcoxifendis (na
concentragdo de 3,00 mmol dm™) sobre o consumo bacteriano de oxigénio, foi
realizado o monitoramento simultineo da TOD (tensdo de oxigénio dissolvido) e do

efeito témmico. Para tais medidas, foi utilizado o oximetro Orion, 810A Plus.

OH

. m-metoxifenol

. m-etoxifenol

: m-propoxifenol

. m-butoxifenol '—(CHZ)“—CH3
. m-pentoxifenol .

22722
|
NN

N=n+1
Figura 11: Representagdo estrutural das moléculas dos m-alcoxifenois utilizados.

O valores de TOD coletados periodicamente foram graficados em relagdo ao
tempo ¢ comparados com a curva de efeito térmico obtida para cada composto.

Além disso, foi feito o calculo da taxa de consumo de oxigénio através da regressao

linear das curvas TOD versus tempo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Roteiro de apresentacio dos resultados obtidos

. Curvas de calibragdo e procedimentos de manipulagio da C. violaceum
Curva de calibragdo de crescimento bacteriano
Curvas de calibragdo dos padrdes de aglicares
Curva de calibragdo da violaceina
Estocagem da C. violaceum por congelamento em nitrogénio liquido
. Preparagiio dos experimentos microcalorimeétricos
. Medidas microcalorimétricas do crescimento da C. violaceum
Padronizagio do sistema de medida
Monitoramento de outros parimetros do processo de crescimento
. Medidas microcalorimétricas e de TOD da respiracgéo da C.violaceum
Padronizagdo do sistema de medida
Efeito do aumento da cadeia lateral dos m-alcoxifendis sobre a

respiracdo da C.violaceum

4.1. Curvas de calibragio e procedimentos de manipulacio da C. violaceum

4.1.1. Curva de calibracio de crescimente da C. violaceum

A contrugdo da curva de calibragdo de crescimento da C. violaceum foi o pnmeiro
procedimento de preparagdo para os experimentos de monitoramento dos pardmetros da
cultura bacteriana.

Durante o experimento para a obten¢do da curva de calibragéo do crescimento da
bactéria, foram feitas medidas periddicas da turbidez de aliquotas retiradas da cultura
utilizando dois espectrofotdmetros. Este procedimento visava garantir a utilizagéo dos dados
da curva no decorrer de todos os experimentos que exigissem o monitoramento da biomassa
bacteriana. Os graficos das figuras 12, 13 e 14 referem-se, no entanto, aos dados obtidos

com o espectrofotdmetro Beckman, DU-640B. Os dois equipamentos mostraram, como
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esperado, poucas variagdes em termos de resultados (figura 15). O grafico da figura 12

mostra a curva obtida pela variagdo da turbidez do meio em relagdo ao tempo.

O grafico da figura 13 mostra a variagdo da turbidez do meio em relagdo ao

respectivo numero de unidades formadoras de colénias (obtido pela diluigio de cada aliquota

do meio).
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Figura 12: Curva da cinética de espalhamento de luz durante o crescimento da C. violaceum

em 720 nm.
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Figura 13: Varia¢do do espalhamento de luz com o aumento médio da biomassa da C.

violaceum em 720 nm.
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O grafico da figura 13 apresenta menos pontos que o da figura 12 porque ndo foi
possivel obter, para todas as aliguotas retiradas do reator, um niimero de coldnias dentro da
faixa estatisticamente aceitavel (entre 30 e 300), restando onze dos quinze pontos iniciais.
Ainda assim, foi possivel obter resultados satisfatérios.

A figura 14 apresenta a curva de cinética de crescimento da C. violaceum (unidades
formadoras de col6nias versus tempo). A estreita relagdo entre a variagdo da turbidez do
meio € o numero de microrganismos com a propria cinética do crescimento do
microrganismo pode ser observada ao se comparar os graficos das figuras 13 e 14.

Os graficos da figura 15 correspondem a curva de calibragio de crescimento da C.
violaceum, obtida uttlizando-se os dois espectrofotometros. Essa curva foi obtida através da
lineariza¢do da curva UFC versus absorbancia. Os coeficientes de correlagio R referentes a
regressdo linear das curvas A e B foram 0,96226 e 0,96751, respectivamente. As equagdes
obtidas foram utilizadas para determinagéio indireta da biomassa nos experimentos em que

seu monitoramento se fez necessario.
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Figura 14: Curva da cinética de crescimento da C. violaceum.
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Figura 15: Curva de calibragdo do crescimento da C. violaceum. (A) espectrofotdmetro
Beckman, DU-70; (B) espectrofotometro Beckman DU-640B.

4.1.2. Curvas de calibracio dos padrées de agucares

Para a determinacdo de agiicares por CLAE, construiu-se as curvas de calibragdo dos
padrdes de glicose, galactose e lactose, em diferentes concentragdes (figura 16).

As curvas foram construidas através da integral da 4rea dos picos referentes a cada
agiicar. O calculo da concentragio dos carboidratos presentes nas amostras foi realizado
através da equagio obtida pela regressio linear de cada curva de calibragdo.

A tabela 6 mostra os tempos de retengdo determinados a partir dos cromatogramas

obtidos dos padrdes de glicose, galactose e lactose.

Tabela 6: Tempo de retengdo (1) dos diferentes agucares testados.

Padrio t/ min
Lactose 10,7
Glicose 12,4
QGalactose 13,7

A ordem de retengiio observada para os trés agiicares esta de acordo com a prevista no
manual da coluna cromatogrifica (Aminex, Bio Rad). Em analise cromatografica de
carboidratos, um fator importante é a habilidade do cation fixado a resina (no caso, Ca®) em

se coordenar com os grupos hidroxila adjacentes do agucar. Outro fator é a orientagdo
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espacial dos grupos hidroxila do carboidrato. Consequentemente, quanto maior o niimero de
grupos hidroxila adjacentes complexados ao cation da resina, maior o efeito de interagdo
entre o agucar e a matriz polimérica da coluna.

A lactose ¢ um dissacarideo que, sendo maior que os outros dois acUcares, tem
interagdo mais fraca com a fase estacionaria da coluna, provavelmente, por fatores estéricos.
Os tempos de retengdo da glicose e da galactose sdo proximos e a razio para a diferenga
entre eles pode estar relacionada com a disposi¢do espacial dos grupos hidroxila que, neste

caso, favorece 2 interagio da galactose com a resina da coluna.
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Figura 16: Curvas de calibragio dos padrdes dos aglicares utilizados para o estudo do metabolismo
da C. violaceum. (A): glicose; (B): galactose; {C): lactose.
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4.1.3. Curva de calibragio da violaceina

O grafico da figura 17, correspondente & curva de calibragio da violaceina, foi obtido
através da medida da absorbéancia (575 nm) de solugBes contendo concentragSes variadas de
violaceina dissolvida em etanol. O coeficiente de correlagio obtido para essa curva foi igual
a 0,99956. A curva de calibragio da violaceina foi utilizada nos experimentos relativos a
investigagdo do efeito térmico da biossintese de pigmentos violetas pela bactéria C.

violaceum.
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Figura 17: Curva de calibragdo da violaceina. Solvente: etanol. Absorbancia: 575 nm

4.1.4. Estocagem da C. violaceum por criopreservacio

De todos os métodos de preservagdo, o armazenamento em nitrogénio liquido € o
mais aplicado universalmente. Uma grande variedade de microrganismos, células de animais
e plantas e culturas de tecidos tem sido preservada com sucesso através desse meétodo
(Kirsop e Snell, 1991).

A criopreservagio é uma técnica de congelamento de células ¢ tecidos a temperaturas
muito baixas nas quais o material biologico mantém-se geneticamnete estavel e
metabolicamente inerte. Em geral, quando um tecido ¢ sujeito a baixas temperaturas,
formam-se cristais de gelo que podem causar o rompimento da membrana celular levando a
morte da célula. O objetivo da criopreservagio é substituir uma parte da agua presente na

célula utilizando outros compostos que ndo irdo formar cristais grandes de gelo quando
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congelados. Estes compostos sdo chamados de agentes crioprotetores e 0s mais comuns sio
o DMSO ¢ o glicerol. Os crioprotetores sdo capazes de proteger as células de danos fisicos e
mecinicos, além de reduzir a quantidade de 4gua no interior das células e, deste modo,
minimizar a lise celular causada pelos cristais de gelo (Kirsop € Snell, 1991).

O meio a ser utilizado no processo de congelamento deve ser escolhido de acordo
com a natureza do material celular. No entanto, ele deve consistir de um meio nuiriente,
contendo uma fonte de proteinas e o crioprotetor.

Como a C. viclaceum tem apresentado baixa recuperagdo apds o processo de
liofilizagio, o armazenamento em nitrogénio liquido pode ser o método mais indicado para a
preservagdo da bactéria por longos periodos.

Apesar de Kirsop e Snell (1991) terem citado o sucesso do congelamento da C.
violaceum, em nitrogénio liquido, ndo se sabe ao certo que tipo de agente crioprotetor
(DMSO ou glicerol, por exemplo) teria sido utilizado ¢ em que tipo de meio o
microrganismo foi congelado. Por isso, decidiu-se observar a capacidade recuperagio da
bactéria, congelando-a em meio de cultura e em solugdo PBS, utilizando o0 DMSO como
crioprotetor.

O nimero de bactérias existentes antes do processo de congelamento foi de 2,39 x
10" bactérias. dm™. A bactéria manteve uma recuperagio de 100% apdés 5 dias de
congelamento, tanto em DMSO quanto em PBS. Apds trés meses, a capacidade de
recuperagdo foi de 98%. Esses resultados mostram que o processo de congelamento

realizado ndo causou danos ureversiveis a estrutura celular da bacténa.
4.2. Preparacio dos experimentos microcalorimétricos

4.2.1. Calibracio do sistema calorimétrico

As celas calorimétricas podem ser calibradas tanto através de reagbes quimicas
quanto eletricamente através do efeito Joule. Para calibragGes relativamente rapidas, reagoes
puramente quimicas, existem diversos sistemas bem caracterizados que podem ser
utilizados. No entanto, reagdes biologicas e de decomposi¢do de varios compostos sdo lentas

e, por enquanto, apenas a reagdo de ludrolise da triacetina tem sido sugerida como canditada.
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Para calibrar celas calorimétricas, usadas para estudos de células vivas, é essencial
que o sistema reacional escolhido possa gerar um efeito térmico dentro da faixa requerida. O
método de calibragio através da reagdo de hidrolise da triacetina (figura 18) é frequentemente
utilizado pois, € capaz de gerar diferentes faixas de efeito térmico. Para isso, basta variar a
concentragdo de triacetina, enquanto se mantém fixa a quantidade de imidazol do tampio
(Guan ¢ Kemp, 2000).
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Figura 18: Reagdo de hidrélise da triacetina, catalisada por imidazol.

Neste trabalho, foi feita uma medida preliminar, utilizando triacetina na concentragio
de 0,15 mol dm™. A quantidade de triacetina utilizada gerou um efeito térmico na faixa de 0
a 30 uW. As demais calibragdes foram realizadas utilizando triacetina na concentragio de
1,5 mol dm™ e foi possivel calibrar quimicamente o microcalorimetro na faixa de efeito
térmico correspondente a maioria dos resultados calorimétricos relativos aos processos
envolvendo a C. violaceum (0 a 300 uW).

As curvas poténcia térmica versus tempo da figura 19 mostram que o efeito térmico
produzido pela HTTI manteve-se constante no decorrer das medidas calorimétricas. A
eficiéncia da reagdo de hidrélise da tnacetina, foi testada primeiramente na escala 30 uW, de
maior sensibilidade, fornecendo um efeito térmico médio (6,2 = 1,9 uW) distante do valor
nominal da escala. As demais calibragtes foram realizadas na escala de 300 uW, produzindo

um desvio menor. No experimento da figura 19B, obteve-se um efeito térmico médio de
2992 £25,1 uW.

41



100

80

60 -

P /W

40

20 -

(A)

1000

900 -
800 -
700-
600 -

500+

P/pW

400 -

300 - ‘ WM

200 4

100 4

t/h

(B)
Figura 19: Curvas de poténcia térmica (P) versus tempo (t) relativas a calibragio quimica do
microcalorimetro de fluxo, utilizando a reagio de hidrolise da triacetina em tampao imidazol/acido
acético Calibragdes nas escalas de 30 pW (A) e 300 uW (B).

4.3. Medidas microcalorimétricas do crescimento da C. violaceum

4.3.1. Padronizacio do sistema de medida
Quando os experimentos de crescimento bacteriano em fluxo continuo foram
niciados, observou-se que os mesmos seriam mais longos que o esperado e que haveria uma

grande dificuldade em se monitorar a biomassa até o fim da fase exponencial. A medida da
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biomassa se tornou complexa devido a indisponibilidade de um espectrofotdmetro que
pudesse permanecer no laboratério de calorimetria durante a execugao dos experimentos.

E dificil estabelecer comparagdes entre os primeiros experimentos no que se refere a0
nimero de bactérias pois, os primeiros valores de biomassa obtidos em todos os
experimentos, por serem baixos, estdo fora da curva de calibragdo obtida anteriormente.
Como se tratam de experimentos preliminares, foi feita uma extrapolagdo da curva de
calibragdo e se obteve, em todos os casos, uma estimativa da populagdo bacteriana.

Algumas consideragdes, no entanto, foram feitas a respeito dos resultados
calorimétricos e sua correlagdo com a fase inicial do crescimento da bactéria. Observou-se
que ndo ha relagdo entre o maximo da curva poténcia térmica versus tempo, produzida pela
cultura, e o crescimento da populagdo bacteriana, ou seja, a C. violaceum entra na fase
exponencial apds o pico calorimétrico (figura 20).

Os resultados obtidos mostram claramente que € essencial a utilizagdo de outras
técnicas analiticas capazes de fornecer dados relativos a outros parametros da cultura (O,
pH, glicose, por exemplo) e, dessa forma, contribuir na interpretagdo dos sinais
calorimétricos. O perfil das curvas obtidas mostra que o efeito térmico produzido pela

cultura aerébia da C. violaceum foi semelhante em todos os experimentos.
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Figura 20: Curvas de poténcia térmica (linha cheia) e de biomassa (pontilhado) versus

tempo, referentes ao crescimento de C. violaceum sob aerobiose.
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A utilizagdo de inoculos diferentes de C. violaceum (descongelada imediatamente
antes dos experimentos ou reativada através de repique de 24 h), ndo causou alteragdo
significativa nas curvas de poténcia térmica versus tempo obtidas (figura 21), nem mesmo

nas curvas de crescimento do microrganismo (figura 22).
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Figura 21: Curvas de poténcia térmica e de biomassa da C. violaceum versus tempo, sob
aerobiose. E1-E4: inoculo apos reativagdo por 24h; E5-E8: indculo imediato apos descongelamento.

Em apenas trés curvas da figura 21 (E4, ES e E8) ocorrem efeitos significativos apds
0 pico maximo. Esses efeitos térmicos podem ser atribuidos a interferéncias externas ao
sistema como falhas ocorridas na termostatizagdo do ambiente, por exemplo. Os efeitos
observados apos 20 h de experimento podem ainda estar relacionados com a alteragdo da
viscosidade do meio causada pelo aumento da biomassa.

Através da linearizagdo das curvas P versus t, utilizando a equagdo 2, obteve-se a taxa

de produgdo de efeito térmico durante o crescimento aerdbio da bactéria.

In(dg / df) = Ina + k¢ Equagdo 2

O valor da taxa de produgdo de efeito térmico corresponde a inclinagdo (k) da reta

obtida apds a linearizagdo das curvas e estd relacionado com a reprodutibilidade de dados da
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Nos trés experimentos sob condigdes anaerdbias, o crescimento da C, violaceum fot
significativamente mais lento e as curvas poténcia térmica versus tempo indicam um efeito
térmico tardio em relagio aos experimentos sob aerobiose. Observa-se, no entanto, pouca
reprodutibilidade entre os experimentos sob anaerobiose. A raziio para esse fato pode estar
relacionada com problemas técnicos apresentados pelo fermentador BioFlo I.

Como os experimentos sob anaerobiose eram mais demorados, se tornou mais dificil
acompanhé-los durante o tempo das medidas, principalmente, devido a necessidade de se
monitorar a biomassa. Decidiu-se, nesta ocasido do trabatho, dar continuidade ao estudo do
crescimento da bactéria apenas sob condi¢des aerdbias pois, restava pouco tempo disponivel

para a execugdo de todos os experimentos propostos.
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Figura 23: Curvas de poténcia térmica e de aumento da biomassa (pontilhadas) em fungdo
do tempo, referentes ao crescimento da bactéria C. violaceum. Experimentos sob anaerobiose.

4.3.2. Monitoramento de outros parimetros do processo de crescimento

Apés o periodo de instalagio e adaptagdo a0 manuseio do novo reator biologico,
Biostat B2, o mesmo foi testado em alguns experimentos ¢ mostrou-se eficiente e de facil
operagdo. Os valores de biomassa e outros parametros da cultura (pH ¢ O,) foram

monitorados e mostraram-se reprodutiveis. O grafico da figura 24 mostra, como exemplo,
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Nos trés experimentos sob condigSes anaerobias, o crescimento da C, violaceum foi
significativamente mais lento e as curvas poténcia térmica versus tempo indicam um efeito
ico tardio em relagio aos experimentos sob aerobiose. Observa-se, no entanto, pouca
odutibilidade entre os experimentos sob anaerobiose. A razdo para esse fato pode estar
relacionada com problemas técnicos apresentados pelo fermentador BioFlo I.

Como os experimentos sob anaerobiose eram mais demorados, se tornou mais dificil
acompanha-los durante o tempo das medidas, principalmente, devido & necessidade de se
‘monitorar a biomassa. Decidiu-se, nesta ocasido do trabalho, dar continuidade ao estudo do
crescimento da bactéria apenas sob condigdes aerobias pois, restava pouco tempo disponivel

para a execugdo de todos os experimentos propostos.
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Figura 23: Curvas de poténcia térmica e de aumento da biomassa (pontilhadas) em fungéo
do tempo, referentes ao crescimento da bactéria C. violaceum. Experimentos sob anaerobiose.

4.3.2. Monitoramento de outros parimetros do processo de crescimento

Apbs o periodo de instalagdo e adaptagdo ao manuseio do novo reator bioldgico,
Biostat B2, o mesmo foi testado em alguns experimentos ¢ mostrou-se eficiente e de facil
operagdo. Os valores de biomassa e outros parametros da cultura (pH ¢ Oy) foram

monitorados e mostraram-se reprodutiveis. O grafico da figura 24 mostra, como exemplo,
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curvas obtidas a partir dos dados de biomassa, pH e de TOD para um dos experimentos

utilizando a combinagio de glicose com galactose na proporgédo 1:1.

Utilizando-se o reator Biostat B2 nos experimentos subsequentes, esses parametros

foram analisados em conjunto com os dados calorimétricos.
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Figura 24: Curvas referentes aos dados de biomassa, pH e TOD, obtidos durante um
experimento utilizando o reator Biostat B2. Composig&o do meio de cultura: glicose/galactose 1:1.

A figura 25 mostra o perfil tipico dos resultados obtidos na avaliagio do consumo de
carboidratos. Estes cromatogramas referem-se  analise de amostras de meio de cultura retiradas do
fermentador, contendo combinagdes de dois aglicares na propor¢do 1:1 (glicose/galactose e

glicose/lactose, respectivamente).
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Figura 25: Cromatogramas de amostras retiradas apés 14 h de experimento na propor¢ao de
aglicares no meio de 1:1: (A) glicose/galactose; (B) glicose/lactose.
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Em todas as curvas obtidas, observou-se a presenga de picos em cerca de 10 min de
retengdo. Nao foi possivel identificar os compostos referentes a estes picos; provavelmente
sdo metabolitos (acidos organicos, alcoois, etc.) da cultura microbiana presentes nas

amostras que apresentam tempo de retengdo proximo ao da lactose.

4.3.2.1. Estudo do metabolismo de glicose como fonte tinica de carbono

Os primeiros resultados apresentados a seguir correspondem aos experimentos sobre
a influéncia da quantidade de glicose, utilizada em cultura aerdbia de C. violaceum, quanto a
magnitude do efeito térmico, ao consumo de glicose e a0 aumento da biomassa observado.

Na presenga de glicose como unica fonte de carbono e na concentragio de 0,5%,
(figura 26), verifica-se que o inicic da fase exponencial de crescimento da bactéria e a
degrada¢do do carboidrato ocorrem ao mesmo tempo. Entretanto, estes eventos ocorreram
apos o pico de efeito térmico maximo produzido pela cultura bacteriana (cerca de 9 h de
experimento). No trabalho publicado por James (1987), alguns pesquisadores citaram a
ocorréncia de uma discrepancia temporal entre a curva calorimétrica e a de biomassa em
experimentos envolvendo culturas de microrganismos. Varios fatores experimentais como
agitagdo, aeragio, composig¢do do meio de cultura ou forma de indécuio do microrganismo (se
proveniente de uma cultura descongelada ou mantida em erlenmeyer) podem causar esse
tipo de discrepancia (James, 1987; Monk, 1978b; Monk, 1979).

Uma das limitagGes enfrentadas neste trabalho foi a impossibilidade técnica de se
utilizar a temperatura ideal para as medidas microcalorimétricas do crescimento do
microrganismo. A faixa de temperatura étima para o crescimento da C. violaceum € de 30-
37°C. Como o microcalorimetro trabalha a 25°C (temperatura utilizada pela maioria dos
usuarios do aparetho), todos os experimentos foram realizados nesta temperatura.

Num experimento em que a temperatura utilizada € abaixo da temperatura 6tima, o
crescimento é mais lento, ou seja, ha uma diminuigio na atividade das enzimas envolvidas
no processo {Greasham e Herber, 1997). Por essa razdo, a utilizagdo de uma temperatura
abaixo da ideal poderia ser considerada como um dos fatores que influenciaram na

discrepancia observada entre as curvas calorimétricas, de biomassa e de consumo de

carboidratos.
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Figura 26: Curvas de poténcia térmica, biomassa e de consumo de glicose versus tempo
relativas a cultura de C. vielaceurn em meio de cultura padrio (glicose 0,5%).

Os dados da figura 27 mostram que, nas condigdes utilizadas, além da fase
exponencial de crescimento bacteriano, a produgdo de violaceina ndo foi acompanhada por
um efeito térmico significativo. A razfio para essa tendéncia nio foi encontrada. No entanto,
ha suspeitas de que o balango energético entre as reagdes que ocorrem durante esta etapa do
processo nio seja tdo favoravel, como ocorre no metabolismo de outros microrganismos.
Este balango desfavoravel pode estar relacionado com a biossintese de violaceina, além da

questdo da temperatura ja citada.
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Figura 27: Curvas de poténcia térmica, biomassa, produgdo de violaceina, TOD e de pH
versus tempo relativas ao metabolismo da C. violaceum em meio de cultura padréo.

Observando as curvas de TOD e pH, nota-se que desde o inicio ha um curso gradativo
de queda na TOD e de acréscimo em relagdo ao pH. Pouco antes da fase exponencial de
crescimento da bactéria, essas tendéncias se acentuam de forma significativa. Neste
momento, em torno de 13 h de experimento, a poténcia térmica se aproximava da linha base.

A alteragio mais brusca ocorreu na porcentagem de oxigénio presente no meio,
chegando préximo a zero em 17 h de experimento e subindo novamente (até cerca de 15%)
no inicio da produgio de violaceina. Este comportamento ¢ esperado devido ao grande
numero de eventos metabélicos que levam a queda da TOD. No caso da C. violaceum, o
aumento pode ser atribuido a respiragdo aerébia que aumenta de acordo com a biomassa e
também ao inicio da biossintese de violaceina, que requer oxigénio do ar para Ocorrer. E
interessante observar esta relagio entre o consumo de oxigénio ¢ a biossintese do pigmento.
Como o oxigénio molecular (O5) ¢ utilizado na biossintese da violaceina, 4 medida em que
este processo ocorre, a porcentagem de oxigénio cai novamente (figura 27).

A curva de pH mostrou que houve uma tendéncia preferencial de aumento durante
quase todo o processo, apresentando, no entanto, uma inflexdo entre 20 e 24 h de
experimento. Sabe-se que a variagdo do pH esta vinculada a natureza da fonte de nitrogénio
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utilizada no meio de cultura. Neste caso, tratando-se de fontes organicas de nitrogénio
(extrato de levedura e peptona bacteriologica) em abundéncia, pode ocorrer um acumulo de
aménia no meio, durante o metabolismo de aminoacidos provenientes de tais nutrientes,
fazendo com que o meio se torne alcalino (Greasham e Herber, 1997). Tal tendéncia na
variagio do pH tarabém foi observada em experimentos utilizando outras fontes de carbono.
A variagio do pH nesta etapa do processo pode ser governada por varios fatores, no entanto,
foram levantadas duas hipoteses para a ocorréncia da inflexfio na curva de pH no intervalo
entre 20 e 24 h de experimento.

A medida em que o crescimento aumenta, hi uma produgdo maior de CO; como
consequéncia do proprio processo de respiragdo aerébio. A presenga de CO; em meio
aquoso proporciona a formagdio de acido carbonico (H,COs), através da ocorréncia dos
equilibrios entre as espécies CO,, HyCOs, HCOs e CO,7. A liberagdo de protons no meio,
devido 2 ionizagdo do acido carbénico, leva a um decréscimo do pH em torno de 20 h de
experimento.

A inflexdo observada pode estar relacionada com o fato de que, no periodo entre 16 e
19 h, houve uma escassez de oxigénio no meio. A C. violaceum ¢ um microrganismo que,
sob tais condi¢des, pode produzir acido litico, o qual ¢ descarboxilado posteriormente
(Sneath, 1984; Rettori, 2000), liberando prétons no meio. A produgo de acido iatico se
interrompe 2 medida que a TOD aumenta novamente e, apés algum tempo, a curva de pH
retorna a tendéncia anterior.

A partir de 24 b, a produgdo de violaceina parece ser o fator dominante sobre a
variagdo do pH. Esta mudanga, provavelmente, é decorrente da desaminagdo de uma das
duas cadeias laterais condensadas do aminoacido L-triptofano, as quais constituem o grupo
pirrolidona da molécula da violaceina. Consequentemente, esta desaminagdo provoca a
liberagio de amdnia no meio ¢ faz com que o pH aumente (Hoshino e col., 1987; Rettori,
2000).

Para avaliar o efeito da quantidade de carboidratos sobre o crescimento da bactéria €
sobre o efeito térmico durante o processo, foram realizados experimentos sob duas
condigdes diferentes; na auséncia de glicose e contendo glicose a 1%. Observa-se na figura

28A que o crescimento da bactéria, na auséncia de glicose, ¢ mais lento em comparagdo com
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o experimento utilizando 1% do carboidrato (18B). Além disso, o perfil da curva poténcia
térmica versus tempo obtida ¢ diferente do obtido em meio de cultura com 1% de glicose

(figura 28) e também com 0,5 % do carboidrato (figura 29).
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Figura 28: Curvas de poténcia térmica e de biomassa versus tempo, relativas ao
metabolismo da glicose pela C. violaceum sob porcentagens diferentes do aglicar:

A vanagdo da magnitude do efeito térmico de acordo com a quantidade de glicose
utilizada pode ser visualizada de forma mais clara na figura 29. Esta figura apresenta as
curvas calonimétricas resultantes de experimentos utilizando glicose a 0%, 0,5% e 1% e os
respectivos valores de produgiio de efeito térmico em Joule. Verifica-se que os valores
obtidos nos experimentos com glicose a 1% e 0% foram muito préximos (1,54 J e 1,42 J,
respectivamente).

O efeito térmico produzido pela bactéria em meio sem glicose foi significativo (1,42
J) cerca de 72,4% em relagdo ao valor obtido em meio com glicose 0,5% (1,96 J). Isso
mostra que, apesar de apresentarem condigles iniciais e cinéticas diferentes, os trés
experimentos resultaram em processos com valores de produgdo de energia na mesma ordem

de grandeza.
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Figura 29: Comparagdo entre curvas de poténcia térmica versus tempo de experimentos
relativos ao metabolismo bacteriano sob 0, 0,5 e 1% de glicose.

As quantidades extremas de carboidrato, 0% e 1%, estabelecem condigdes de estresse
ou dano celular diferentes que provocam uma diminuig@o na taxa de crescimento da bactéria
em comparagio com o crescimento observado em meio de cultura contendo 0,5% de glicose.
A utilizagdo de uma quantidade excessiva de glicose pode causar a desidratagdo da celula,
efeito conhecido como plasmolise. Além disso, a alta concentragdo da fonte de carbono pode
causar a repressio de uma ou mais enzimas envolvidas na sintese de metabolitos secundarios
de interesse. Este tipo de repressdo ¢ conhecido como repressdo catabélica ou repressdo da
fonte de carbono (Greasham e Herber, 1997). No segundo caso, a auséncia de uma fonte
priméaria de carbono (glicose, por exemplo) obriga o microrganismo a se adapatar ao meio,
buscando novas rotas metabolicas para a degragdo de outra fonte de carbono que, por
ventura, esteja presente.

Nem sempre, porém, 0 microrganismo possui ou mesmo ¢ capaz de expressar
geneticamente as enzimas responsaveis pela degradagdo da fonte de carbono disponivel. O
que determina a ocorréncia do crescimento diduxico é justamente essa capacidade, a qual
esta vinculada a natureza da segunda fonte de carbono (Moat e Foster, 1988; White, 1995).

Para se conhecer a contribuigdo, em termos de efeito térmico, de cada constituinte de
uma amostra, por exemplo, de cada nutriente do meio de cultura utilizado em uma seqiiéncia
de experimentos microcalorimétricos, sdo realizados experimentos em branco. Em
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microcalorimetria tais experimentos sdo essenciais para se garantir a interpretagfio correta
dos dados obtidos. Quando se deseja investigar a contribuigdo calorimétrica de um
determinado nutriente do meio de cultura, o efeito térmico proveniente do metabolismo dos
outros nutrientes deve ser descontado do sinal calorimétrico através dos resultados obtidos
em experimentos isolados.

A figura 30 mostra os resultados de experimentos realizados em branco. As curvas
obtidas mostram que a cultura de C. violaceum em solugdo tampdo, contendo ou nfo glicose,
ndo apresentou sinal calormétrico e, tampouco, houve crescimento bacteriano. Se forem
consideradas as exig€ncias apontadas pela C. violaceum em termos nutritivos, este resultado
parece Obvio, pois este microrganismo necessita de meio de cultura complexo para crescer.
No entanto, ao se comparar a curva em azul, que cormrespondente a utilizagdo de meio sem
glicose da figura 29 com o efeito observado na figura 30, verifica-se que existe uma
contnibuigéo importante dos outros ingredientes do meio de cultura padrdo na magnitude e
ocorréncia do pico calorimétrico observado (figuras, 28A e 29).

As combinagdes de glicose com peptona ¢ com extrato de levedura proporcionaram a
ocorréncia de picos de poténcia térmica significativos, embora menos energéticos que os
obtidos para a cultura com meio de cultura padrio (figura 31). Apenas nesses dois
experimentos ocorren, embora que lento, um crescimento bacteriano. Isto sugere que o pico
calorimétrico ocorre quando a bactéria estd presente num meio que favorega de alguma

forma o seu crescimento.

Nos experimentos em branco ndo foi possivel monitorar o crescimento da bactéria,
sendo este acompanhado visualmente.

Os perfis das curvas relativas as combinagdes de glicose com os outros nutrientes sdo
semethantes entre si, apesar da ocorréncia dos picos ser em tempos diferentes. Um segundo
pico pode ser observado nos dois experimentos. No entanto, quando os resultados desses
experimentos sio comparados com os obtidos utilizando meio de cultura padrao, observa-se

que este pico € pouco significativo (figura 31), considerando-se a escala utilizada nos demais

experimentos.
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Figura 30: Curvas de poténcia térmica versus tempo de experimentos em branco, nos quais a
bactéria C. violaceum foi mantida em meios de cultura limitados nutritivamente.
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Figura 31: Comparagdo entre as curvas de poténcia térmica versus tempo, obtidas em
experimentos utilizando combinagdes de dois nutrientes (brancos) e com meio de cultura padrao.

No experimento utilizando apenas peptona bacteriologica ndo se observou
crescimento bacteriano e, também, ndo ocorreu variagio no pH e na TOD (figura 32A). Ja

no experimento em que se utilizou somente extrato de levedura, houve um crescimento
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bacteriano, embora lento, em comparagdo com os estudos em meio de cultura padrdo (figura
32B). Neste caso, também néo houve variagio do pH e da TOD.

As culturas de C. violaceum utilizando combinagGes de peptona e extrato de levedura
com glicose apresentaram variagdo desses dois pardmetros, figuras 33 e 34, respectivamente.
Com relagéo ao pH, observou-se um decréscimo nos valores obtidos. Essa tendéncia pode
ser explicada pelo fato de que em tais condigdes experimentais, ndo havia fonte de
nitrogénio em abundincia como no caso do meio de cultura padrio. Como discutido

anteriormente, esta ¢ wuma condigio que favorece o aumento do pH
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Figura 32: Curvas de poténcia térmica, de TOD e de pH versus tempo, relativas a cultura de C.
violaceum em meio contendo apenas peptona (A) e extrato de levedura (B).

No experimento da figura 33 nio foi possivel medir a TOD devido ao rompimento da

membrana do eletrodo apds a montagem e esterilizagdo do fermentador.
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Figura 33: Curvas de poténcia térmica e de pH versus tempo,

violaceum em meio contendo glicose e peptona.

relativas a cultura de C.

As curvas da figura 34 mostram uma relagdo entre a TOD, o pH ¢ o crescimento da

bactéria. O meio de cultura comegou a turvar-se em cerca de 8 h de experimento, momento

em que a TOD aumenta e que o pH comega a cair. A medida em que a biomassa aumenta, o

valor da TOD cai a zero rapidamente devido & respiragio da bactéria. Com a escassez de

oxigénio no meio, provavelmente, a bactéria passa a produzir acido latico anaerobicamente.

A bactéria tem a disposi¢do uma fonte primaria de carbono e, como ndo hd abundéncia de

fonte de nitrogénio, a liberagdo de amdnia € menos provavel, consequentemente, o pH cai.
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Figura 34: Curvas de poténcia térmica, de pH e de TOD versus tempo, relativas a cultura de
C. violaceum em meio contendo glicose e extrato de levedura.
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A analise dos resultados desta etapa do trabalho mostra que a variagdo na posigdo do
pico de efeito térmico observado e a magnitude do mesmo estdo relacionadas com a
composigio dos nutrientes adicionados 4 cultura de C. violaceum, apesar de ndo ser possivel

predizer quais processos metabolicos estariam relacionados a este efeito.

4.3.2.2. Estudo do metabolismo de duas fontes de carbono

Os experimentos com duas fontes de carbono tinham como principal objetivo a
verificagdo da ocorréncia de diauxismo durante o crescimento da C. violaceum. A escolha
dos agticares utilizados foi feita de acordo com a disponibilidade dos agicares no laboratorio
e com os dados existentes na literatura para microrganismos semelbantes a C. violaceum. O
caso mais tipico e préximo ¢é o da bactéria E. coli, a qual apresenta diauxismo em meio
contendo glicose e lactose. Como a lactose é resultante da ligagio entre uma molécula de
glicose com galactose, decidiu-se pela escolha da galactose (monossacarideo) e da lactose
para facilitar uma comparagio entre os resuitados.

A primeira medida simultdnea do consumo de dois carboidratos, foi realizada
utilizando-se glicose 0,07% e galactose 0,13% no meio (figura 35). Por ser um experimento
preliminar, um niimero pequeno de amostras foi retirado para a analise do consumo de
carboidratos por CLAE e, por isso, néo foi possivel observar com clareza a relagéo do pico
de efeito térmico com as curvas de consumo dos carboidratos. Nota-se que nas curvas de
consumo dos carboidratos ndo ha pontos suficientes que possam identificar com maior

exatidio o momento em que a concentragdo de glicose comega a declinar € nem o perfil da

mesma em relagido ao pico calorimétrico.
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Figura 35: Curvas de poténcia térmica e de concentrago de acticares versus tempo, do
metabolismo aerébio de duas fontes de carbono pela C. violaceum. Proporgio galactose/glicose: 2:1.

Observou-se, no entanto, que o consumo de glicose inicia-se em aproximadamente 5
h e que ap6s 22 h toda glicose foi consumida. A concentragio de galactose mantém-se
constante no mesmo intervalo, sugerindo que a bactéria ndo foi capaz de consumir os dois
aciicares simultaneamente. O mesmo comportamento foi observado no experimento
utilizando os dois agtcares na proporgdo 1:1 (figura 36B).

Os experimentos relativos a figura 36 mostram a correlagdo entre os dados

calorimétricos, de consumo de carboidratos e de biomassa.
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Figura 36: Curvas de poténcia térmica, de biomassa e de concentragdo de carboidratos
versus tempo referentes ao metabolismo aerobio de duas fontes de carbono pela C. violaceum: (A)
glicose/lactose; (B) glicose/galactose, em proporgao 1:1.
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Observa-se que o inicio da fase exponencial de crescimento da bactéria e de
degradacdo do carboidrato ocorre a0 mesmo tempo. A ocorréncia simultinea desses eventos
indica que, provavelmente, os processos catabolicos e anabolicos estdo acoplados (Monk,
1978a; James, 1987), ou seja, que o microrganismo foi capaz de utilizar a energia obtida, na
etapa de degradagdo dos nutrientes, para a manutengdo e posterior divisdo celular.

Para a utilizagdo de um dissacarideo como a lactose, a bactéria necessita de um
niimero maior de enzimas do que de para degradar um monossacarideo como a galactose.
No caso da lactose, o microrganismo precisa de enzimas especificas para promover a entrada
do agiicar no citoplasma, mediada pela lactose permease e a reagdo de hidrolise (hidrolase)
(Moat ¢ Foster, 1988). Por este motivo, 0 tempo para o consumo da lactose é maior do que 0
tempo de consumo dos monossacarideos (figura 37). Pelos valores de efeito térmico obtidos,
verifica-se que a C. violaceum produz mais efeito térmico quando a tnica fonte de carbono €

a glicose seguida da lactose ¢ da galactose (figura 37, tabela 7).
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Figura 37: Curvas de poténcia térmica e de concentragdo de carboidratos versus tempo,
referentes ao metabolismo aerdbio de trés fontes de carbono diferentes pela C. violaceum.

A tabela 7 mostra os valores de produgido de efeito térmico obtidos a partir do calculo
da integral da area do primeiro pico da curva de efeito térmico de todos os graficos.
Observa-se um efeito térmico maior quando se utiliza um meio de cultura com 100%

de peptona e extrato de levedura comparando com o meio com 40% destes nutrientes. Esse
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resultado e os apresentados anteriormente (figuras 29, 30 e 31) sugerem que parte da energia
liberada pela bactéria, neste momento, se refere ao metabolismo de alguma fonte de carbono

(aminodcidos, provavelmente) presente em tais nutrientes.

Tabela 7: Valores obtidos de tempo (t) e producfio de efeito térmico (Q) para o primeiro pico das
curvas P versus t, quando consideradas as propor¢Ges entre agucares (Prop) e as porcentagens
(Porc). Experimentos (Exp) referentes aos da tabela 3.

Prop Porcent t/h Q/ Joule Exp
0 0 13,6 1,42+ 0,10 9
1 1,0% glicose 12,2 1,54 0,11 10
1 0,5% glicose 10,2 1,96 + 0,06 8,E3,E4,E6,E9
i 0,5% galactose 93 0,38+ 0,04 6
1 0,5% lactose 11,5 1,57+ 0,05 7

1:1 0,07% glicose / galactose 10,9 0,53+ 0,08 3
1:1 0,07% glicose / lactose 12,8 1,27+ 0,13 4
1:1 0,2% glicose / galactose 11,6 1,104 0,09 2
1:1 0,2%glicose / galactose * 11,6 0,54+ 0,04 1
1:2 0,07% glicose / 0,13% galactose 10,65 0,78+ 0,07 b

*meio de cultura contendo 40% de peptona e extrato de levedura.

Nos experimentos onde se utilizou uma unica fonte de carbono, observa-se que a
ocorréncia de consumo do agiicar e de crescimento da bactéria ocorre vérias horas apds o
pico de efeito térmico. Quando foram utilizados dois carboidratos (proporg¢do 1:1) no meio
de cultura, tais eventos se iniciaram cerca de 1 h apés o pico calorimétrico. Estes resultados
mostram que, provavelmente, o maximo de energia produzido pela bactéria em torno de 9 h
ndo ¢sta exatamente relacionado com a diminuigdo da concentragdo dos carboidratos. No
entanto, a natureza dos agticares € a composigéo entre eles parecem influenciar na energia e
na cinética de ocorréncia desse efeito térmico.

Os resultados obtidos mostram também que, nas condig6es utilizadas, a bactéria ndo
apresentou crescimento diduxico. Ndo foi observada a presenga do fendmeno nem através
das curvas poténcia térmica versus tempo, nem na curvas de monitoramento da biomassa.

A ocorréncia do primeiro pico de efeito térmico em todos os experimentos
calorimétricos pode estar relacionada com a utilizagdo de reservas de fontes de carbono
endOgenas para o transporte do aglcar para dentro da célula € para a sintese de enzimas

responsaveis pelo consumo do carboidrato presente no meio (White,1995). O conjunto dos
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experimentos relativos ao metabolismo aerébio da C. vielaceurn mostrou que a composi¢do
do meio de cultura realmente influencia o sinal calorimétrico, sempre anterior a fase

exponencial de crescimento da bactéria.
4.3.2.3. Investigacio do efeito microcalorimétrico da biossintese de violaceina

Com o objetivo de estimular a produg@io bacteriana de violaceina, utilizou-se um
composto a-amino-y-butirolactona (ABL) que é um analogo sintético da n-hexanoil-L-
homoserinalactona (HHL) que possui cadeia curta. Substincias sintéticas analogas HHL,
tém sido testadas em culturas de C. violaceum ¢ os resultados relativos a produgdo de
violaceina s3o positivos (McClean e col., 1997; Blosser e Gray, 2000; Ravn ¢ col., 2001).

As figuras 38 e 39 referem-se a dois experimentos nos quais utilizou-se o-amino-y-
butiro lactona (ABL) nas concentragbes de 500 nmol dm? e 20 nmol dm>, em meio de
cultura padréo.

Na figura 38A, observa-se que a curva poténcia térmica versus tempo tem um perfil
diferente, quando comparada com o experimento da figura 38B ou mesmo em experimentos
onde se utilizou a mesma propor¢do de nutrientes. Além disso, a magnitude do pico
calorimétrico e o tempo de ocorréncia do mesmo foram diferentes neste experimento. A
curva de efeito térmico da figura 38B (ABL 20 nmol dm™), mostrou um perfil semelhante
resultando, porém, num efeito térmico menor que nos experimentos em meio de cultura
padrdo.

Com relagiio aos outros parimetros estudados (TOD, variagdo de pH e biomassa) a
bactéria parece ter o mesmo comportamento nos dois experimentos (figura 38). Em termos
de aumento da biomassa & possivel observar que a variagio na concentragio de ABL ndo
provocou alteragdes na taxa de crescimento da C. violaceum (figura 39). Observa-se na
figura 39 que, a partir do inicio da fase exponencial (cerca de 13 h de experimento), o perfil

calorimétrico é o mesmo nos dois experimentos.
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Figura 38: Curvas de poténcia térmica, TOD, pH e de aumento da biomassa versus tempo relativas
ao metabolismo da C. violaceum em cultura contendo ABL 500 nmol dm? (A) e 20 nmol dm™ (B).

Este resultado parece mostrar que tanto a cinética de crescimento quanto o balanco
energético que ¢ traduzido pelo efeito térmico, referente a esta etapa do processo sd0
dependentes das concentragdes de ABL utilizadas. Porém, como era esperado, este

comportamento ndo se repetiu quanto a produgdo de violaceina.

64



¢ 2 4 & 8 10 42 14 18 18 20 22 24

1 1 L L T T T T T — 8
M biomassa ASL 20 nmo! dm
2004 ® biomassa ABL 500 nmei dm® x
ABL 20 nmol dm™ 45 ?E
{—— asL 500 nmol dm™® 'g
4 @
B
150 - x 5
]
2
[x]
%. | 8 132 ©
.y -
% o0 a 3]
" 42 O
.
H]
.”-‘ 1 Ht
50 P
] WJ\M’H asunl 40
T T T T T T T T T T T T

Figura 39: Curvas de poténcia térmica (linhas cheias) e de aumento da b1omassa (linha pontilhadas)
versus tempo, de experimentos utilizando ABL 20 nmol dm™ e 500 nmol dm™.

A figura 40 mostra a comparagdo entre os resultados obtidos nos experimentos em

meio de cultura padrio (figura 27) e em meio contendo ABL 20 nmol dm”

»

respectivamente.

No inicio da fase exponencial, em 18 h de experimento, a figura 40A mostra que a
concentracio de violaceina é mais baixa (0,7 pmol dm™). Esse é um resultado esperado para
um experimento em meio de cultura padrio que ndo contém um estimulante da biossintese
do pigmento, pois em tais condigOes, este processo comega a acontecer no final da fase
exponencial (apos 24 h). Ja a figura 40B, referente ao experimento em meio contendo ABL
20 nmol dm™, apresenta uma concentragio de violaceina significativamente maior (2,0 pmol
dm™) do que no caso anterior para 0 mesmo instante do processo.

Apesar dos valores estarem na mesma ordem de grandeza, pode-se observar que a
concentragdo de violaceina foi maior em todos os pontos em relagdo ao experimento sob
condi¢bes padrio do meio de cultura. Esses resultados sugerem que houve um efeito

estimulador da produgdo do pigmento quando a bactéria esteve em contato com o analogo de

homoserina lactona.
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Figura 40: Curvas de poténcia térmica, de biomassa e de concentragao de violaceina versus
tempo, relativas ao metabolismo da C. violaceum em meio de cultura padrio, na auséncia
de ABL (linhas cheias e circulos menores) e contendo ABL 20 nmol dm™ (linhas tracejadas
e circulos maiores).

Os dados da literatura mostram que a partir de uma certa concentragdo de
homoserina lactona, a produgdo de violaceina se torna constante. Nos casos
estudados, esse patamar ndo ultrapassa a concentragdo de 100 nmol dm” (Blosser e
Gray, 2000; Ravn e col., 2001).

A idéia de estimular a producdo da violaceina, além de investigar o efeito
térmico decorrente do processo, foi procurar a razio para o nio aparecimento de um

sinal calorimétrico significativo durante todo o processo de crescimento da bactéria.

4.4. Efeito de m-alcoxifendis sobre a respiracdo de C. violaceum

4.4.1. Padronizacio dos sistemas de medida microcalorimétrica e de
TOD

Na tentativa de se obter um sistema com condi¢des apropriadas para a medida
da respiragéo da C. violaceum, foram realizados experimentos exploratorios no quais

o volume total utilizado foi 50,0 x10” dm®. No primeiro experimento, uma aliquota
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da cultura bacteriana (0,50 x1 03 drn3) recém descongelada foi adicionada a 49,5 x10°
> dm’ de solugdio tamp@o A (tampdo contendo 1,80 g de glicose vide tabela 2, parte

experimental).
O grafico da figura 41 mostra que a resposta biolégica (RB) maxima
observada nesse experimento foi muito baixa (por volta de 7 uW), tendo-se em vista

o fundo de escala utilizado na calibragéo (100 uW).
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Figura 41: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragiio de C. violaceum.
Experimento realizado com 50,0 x10? dm’ de solugdio tampdo A e 0,50 x10? dm’ de

cultura bacteriana.

Como a intensidade do efeito térmico, relativo a respiragdo microbiana, €

proporcional ao nimero de microrganismos existentes no sistema, aumentou-se o
volume de cultura bacteriana pré descongelada para 0,80 x10? dm’. O resultado

deste experimento encontra-se na figura 42.
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Figura 42: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respirag
Experimento realizado com 50,0 x10” dm’ de solugiio tampiio A e 0,80 x1

cultura bacteriana.
Apesar desse aumento na concentragdo bacteriana, néo houve um aumento

significativo da RB, ja que, o valor maximo do sinal obtido para este ultimo foi

aproximadamente 12 pW. Como o registro de sinais baixos permanecia, optou-se
por fazer um novo experimento, onde o volume de solugdo tampéo do micro reator
foi reduzido para 25,0 x107? dm’® e foi adicionado ao meio uma aliquota de 0,90 x10°

3 dm’ da cultura bacteriana. O resultado obtido é mostrado na figura 43.
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Figura 43: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiracio de C. violaceum.
Experimento realizado com 25,0 x10? dm’ de solugdio tampdo A e 0,90 x10” dm’ de

cultura bacteriana.

Ainda assim, houve a necessidade de novos ajustes em virtude dos baixos
valores registrados. Em outro experimento, onde as condi¢cdes utilizadas foram
analogas ao experimento anterior, alterou-se somente a composi¢do da solugdo
tampdo. Utilizou-se a solugdo tampdo B (tampdo contendo 3,60 g de glicose) que
possuia maior concentragiio de glicose.

Supds-se que, aumentando a quantidade de glicose presente no meio, o sinal
calorimétrico seria ampliado. Porém, as diferengas dos sinais calorimétricos
registrados ndo foram significativas. Concluiu-se que as bactérias ndo consomem
glicose a uma taxa maior, mesmo ¢om esta em maior abundédncia. Confirmou-se que
bactérias consomem somente a quantidade necesséria para respirar. A diferenga dos
sinais para os dois tipos de meio seria significativamente diferente se a quantidade
de glicose da solugdo A fosse inferior & necessdria para as bactérias realizarem o
processo de respiragdo. O grafico da figura 44 compara as respostas obtidas para as

duas diferentes solugdes tampéo.
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Figura 44: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragiio de C. violaceum.
Experimentos realizados com 0,90 x10> dm’ de aliquota de cultura bacteriana em 25,0
x10? dm® de solugfio tampéio A e em 25,0 x107 dm’ de solugdo tampéo B.

Desta forma, a partir do levantamento da resposta biologica controle obtida,

resolveu-se iniciar os experimentos com os m-alcoxifendis.
Testou-se o primeiro composto da série homéloga, 0 m-metoxifenol, em duas

concentragdes, de modo a avaliar o efeito da concentragdo desse composto sobre a
respiracio da bactéria. Os experimentos foram realizados sob as mesmas condicGes
anteriores (25,0 x107° dm® de solugdo tampdo B e 0,90 x10° dm® de cultura

bacteriana). O objetivo inicial do trabalho era observar qual seria o efeito de um m-

alcoxifenol sobre a respiragio da C. violaceum. Os experimentos seguintes, foram

realizados utilizando-se a solugfo tampdo A.
Os primeiros resultados relativos ao efeito de um m-alcoxifenol sobre a

respiragio da C. violaceum estdo indicados na figura 45.
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Figura 45: Curvas de poténcia termxca versus tempo da respira¢do de C. violaceum.
Experimentos realizados com 25,0 x10” dm’ de solugdo tampdo B (sem m-metoxifenol,
com m- metoxxfenol na concentracio de 10,3 e de 18,4 mmol dm™ no meio reacional) e
0,90 x10” dm’ de aliquota de cultura bacteriana.

Observou-se que, nas condigdes utilizadas, o m-metoxifenol inibiu o processo
respiratério da C. violaceum ¢ essa inibigdo foi maior com o aumento da
concentragdo do composto no meio reacional. Através do valor maximo da resposta
biologica registrada no experimento, obteve-se a porcentagem de inibigdo em
relagdo ao controle. A inibigio do m-metoxifenol foi de 12,1 % para a concentrago
de 10,2 mmol dm™ e de 48,7 % para a concentragdo de 18,4 mmol dm™. Verificou-
se que o perfil das curvas obtidas sugere uma correlagdo linear entre o logaritmo da

concentragdo do fenol utilizado e a intensidade méaxima da resposta biologica.

Ao observar os resultados da figura 45 ¢ considerar que o m-metoxifenol
poderia ser o composto menos toxico da série investigada, decidiu-se reduzir

novamente o volume da solugio tamp#o no micro reator para ampliar o efeito
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térmico relativo a resposta biolégica do controle, permitindo assim o estudo dos
outros compostos da série.

Novas respostas biologicas controle foram testadas nos volumes de 10,0 e de
15,0 x107 dm® de solugdo tampdo A e 0,90 x10? dm?® cultura bacteriana, utilizando

um novo micro reator. Os resultados obtidos estfo ilustrados na figura 46.
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Figura 46: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragio de C. violaceum
Experimentos realizados com 0,90 x10™ dm’ de aliquota de cultura bacteriana em 10,0 e

em 15,0 x10” dm’ de solugdo tampdo A.

Observa-se, pelas curvas da figura 46, que os sinais aumentaram
significativamente, tanto para o volume de 10,0 como de 15,0 x10? dm’. O sinal
obtido para o volume reacional de 10,0 x10° dm’ foi maior mas, ele nio foi
apropriado a realizagdo dos experimentos subsequentes, pois apresentou sinais que
extrapolaram o limite de calibragfo utilizado. A partir da analise desses resultados, 0
volume reacional foi definitivamente alterado para 15,0 x10? dm®. As concentragdes
de m-metoxifenol testadas foram 9,20, 19,5 ¢ 36,8 mmol dm® Os experimentos
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foram realizados em duplicata ¢ as curvas relativas as médias dos dados obtidos

estdo no grafico da figura 47.
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Figura 47: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragio de C. violaceum.
Experimentos realizados com 0,90 x107 dm® de aliquota de cultura bacteriana em 15,0
x107 dm® de meio reacional (solugdo tampio A) sem m-metoxifenol (controle) e contendo
m-metoxifenol nas concentragdes: 9,20, 19,5 e 36,8 mmol dm”.

O m-metoxifenol apresentou, neste experimento, um efeito 1inibitério
semelhante ao observado na figura 45. A tabela 8 mostra os valores percentuais
obtidos nesta etapa do trabatho referentes ao efeito do m-metoxifenol (em relagdo ao

controle) sobre a respiragéo da bactéria.

Tabela 8: Valores percentuais relativos & resposta biologica (RB) obtidos nos
experimentos sobre o efeito de m-metoxifenol (met) sobre a respiragio de C. violaceum.

met / mmol dm™ % RB*
9,20 776 £0,2
14.0 71,1 £0,3
19,5 4714106
36,8 10,1 £ 0,4

* dados obtidos em duplicata
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Uma correlagdo linear entre a concentragdo de m-metoxifenol utilizada e a
resposta biolégica pode ser claramente observada na figura 48. O grafico log [m-
metoxifenol] x RB foi obtido com os dados da tabela 8 e o coeficiente de correlagdo
foi R =0,97731 (figura 48).
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Figura 48: Correlagdo entre o logaritmo das concentragdes do m-metoxifenol (em
mmol dm™) e a resposta biolégica do processo respiratério da C. violaceum.

Os experimentos microcalorimétricos de padronizacdo e de avaliagdo do
efeito do m-metoxifenol sobre a respiragio da C. violaceum, apresentaram
resultados satisfatérios. Foi, entdo, possivel dar continuidade a este estudo,
utilizando os outros desacopladores.

As medidas preliminares de TOD utilizando m-metoxifenol foram feitas em
aparato experimental separado do sistema microcalorimétrico. Devido as
caracteristicas intrinsecas do sistema de medida de TOD disponivel, ndo era possivel
adapta-lo a linha de fluxo do microcalorimetro. Para que os dados de consumo de
oxigénio durante a respiragdo da C. violaceum pudessem ser comparados com os
resultados dos experimentos calorimétricos futuros, foram utilizadas exatamente as

mesmas condigdes experimentais.
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No primeijro experimento, em que foi usada uma aliquota de cultura de C
violaceum previamente descongelada, a bactéria apresentou um consumo de
6,90 % O, min™ ¢ a queda da porcentagem de oxigénio para cerca de 0,00 % ocorreu
em apenas 14 min. Quando a solugdo tampdo foi saturada novamente com ar, houve
um consumo semelhante, em torno de 5,70 % O, min’'. Este resultado mostra que a
bactéria consumiu o oxigénio presente no meio e, quando se adicionou mais
oxigénio, a populagido microbiana se mostrou ainda viavel.

O experimento utilizando uma aliquota de cultura violeta retirada do reator
foi totalmente exploratério pois, ndo se tinha idéia da populagio existente. No
entanto, a taxa de consumo de O, forneceu um dado interessante, 2,20 % O, min’’.
Este resultado mostrou que, a cultura de C. violaceum apds 24 h possui metaboélitos
suficientemente tdxicos para reduzir o grau de viabilidade da bactéria. Em tais
condigdes, a bactéria gastou cerca de 45 min para consumir pequena porcentagem de
oxigénio do meio.

No experimento com metoxifenol a 19,5 mmol dm™ , a taxa de consumo de
oxigénio caiu para 0,90 % O, min”', em média. Os dois experimentos realizados com
metoxifenol mostraram resultados muito proximos. Neste caso, a respiragdo da
bactéria foi consideravelmente inibida pois, apds 50 min, a bactéria apresentou baixa
viabilidade para continuar um consumo significativo de oxigénio.

Os dados da tabela 9 mostram os resultados dos experimentos de medida da

TOD durante a respiragdo da bactéria, expressos em % O, min™.

Tabela 9: Resumo dos resultados das medidas de TOD durante a respiragdo da C.
violaceum.

Experimento TOD/ % O, min"
Cultura previamente descongelada (A) 6,90
(A) ap6s nova saturago com ar 5,70
Aliquota de cultura violeta de 24h 2.20
Cultura sob metoxifenol 19,5 mmol dm™ * 0,80
Cultura sob metoxifenol 19,5 mmol dm> * 1,00

* duplicata
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Para que as medidas de TOD pudessem ser efetuadas em conjunto com 0s
experimentos calorimétricos de respiragdo da C. violaceum, foi adquirido um
medidor portatil de oxigénio Orion, modelo 810.

Apos a fase de confecgdo do aparato utilizado para a medida da TOD (figura
6, parte experimental) conectado ao sistema de fluxo, foram realizados ensaios
variando-se a posigdo do eletrodo (horizontal ou vertical). Mediu-se o efeito térmico
e a TOD relativos a respiracdo da bactéria (medidas controle) e os valores de TOD
mostraram que ndo ha diferenca entre as duas disposi¢des e os dados foram
reprodutiveis.

Os experimentos subsequentes, referentes ao consumo de oxigénio durante a
respiragdo da C. violaceum, foram realizados com os outros compostos da série

homologa de m-alcoxifendis na concentragio de 3,0 mmol dm>.

4.4.2. Efeito do aumento da cadeia lateral dos m-alcoxifendis sobre a

respiracio da C.vielaceum

Dando continuidade ao trabalho, optou-se por utilizar os compostos da série
homologa de m-alcoxifendis em uma unica concentragdo com o objetivo de avaliar
do efeito do aumento do tamanho da cadeia lateral sobre a inibi¢do da respiragdo da
C. violaceum.

Devido & baixa solubilidade em 4gua dos m-alcoxifendis de cadeia maior, foi
necessdrio utilizar acetona no preparo das solugdes estoque destes compostos.
Foram realizados experimentos de resposta bioldgica controle (meio contendo
tampéo e acetona) para avaliar o efeito da acetona sobre a bactéria. Verificou-se que
0 meio reacional poderia conter no maximo 5,00 % de acetona. A partir desta
informacgdo, decidiu-se preparar as solugdes estoque numa concentragdo alta dos
fenoéis, utilizando acetona pura como solvente. As solugdes estoque de todos os
compostos foram preparadas em acetona para garantir a reprodutibilidade dos

resultados.

76



Os experimentos desta etapa da investigagdo foram iniciados utilizando-se os |
compostos da série de m-alcoxifenois todos na concentragio de 14,0 mmol dm>. Os

resultados estdo indicados na figura 49.
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Figura 49: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragio de C. violaceum.
Solugdo tampdo sem m-alcoxifenol (controle) e contendo os m-alcoxifendis na
concentragio de 14,0 mmol dm™ e 1,80 % de acetona.

Observa-se na figura 49 que o desacoplador m-propoxifenol foi toxico a
ponto de reduzir drasticamente o efeito térmico, atingindo praticamente o zero da
escala utilizada.

Considerando o fato de que os m-alcoxifendis de cadeia maior seriam ainda
mais toxicos na concentragdo de 14,0 mmol dm>, decidiu-se fazer medidas
calorimétricas utilizando os desacopladores na concentragio de 3,00 mmol dm™.
Desta forma seria possivel comparar o efeito térmico da respiragdo da bactéria frente
a todos os compostos da série homoéloga. Os resultados estdo indicados nas curvas

da figura 50.
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Figura 50: Curvas de poténcia térmica versus tempo da respiragdo de C. violaceum.
Solugdo tampdo sem m-alcoxifenol (controle) e contendo m-alcoxifenois na concentragdo
de 3,00 mmol dm™ e 5 % de acetona.

Nas condi¢des utilizadas, o m-pentoxifenol e o m-butoxifenol mostraram-se
significativamente mais toxicos que os outros compostos da séric. A bactéria
praticamente ndo apresentou efeito térmico relativo ao processo de respiragao, em
solugdo contendo m-pentoxifenol 3,00 mmol dm>. Ja o m-metoxifenol mostrou-se
pouco toxico nestas condigdes, apresentando efeito térmico semelhante ao do
controle.

Na tabela 10, estdio descritos os valores percentuais, em duplicata (em relagao
ao controle) das respostas calorimétricas maximas, correspondentes a respiragao da
bactéria na presenga dos m-alcoxifenois.

A inibicdo do processo respiratério (100 - resposta biologica) variou
consideravelmente em fungdo do aumento da cadeia lateral do m-alcoxifenol nas
duas concentragdes utilizadas. Observou-se que o efeito sobre a respiragdo de C.
violaceum seguiu, como esperado, a seguinte ordem decrescente de toxicidade: m-
pentoxifenol > m-butoxifenol > m-propoxifenol > m-etoxifenol > m-metoxifenol.

Como a respiragio bacteriana estd relacionada com a fungdo da membrana
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bacteriana, quanto maior a penetracdo do m-alcoxifenol (devido ao aumento da
cadeia lateral hidrofobica) na célula, maior o efeito toxico sobre o microrganismo
(Volpe, 1997a).

Todos os resultados verificados neste trabalho confirmaram a hipotese de que
os m-alcoxifendis agem também como inibidores do processo respiratério da C.
violaceum, pois ndo ha dados na literatura relatando o efeito desses compostos sobre
a bactéria em questdo. Esse efeito foi observado anteriormente em estudos
microcalorimétricos do efeito da série homéloga de m-alcoxifendis sobre a bactéria
Escherichia coli Volpe (1997a) ¢ a levedura Saccharomyces cerevisiae (Pereira e
col., 1998). A comparagdo entre os resultados obtidos por Volpe (1997a) com os
deste trabalho, mostrou que a bactéria C. violaceum foi cerca de trés vezes mais

sensivel que a E. coli quando exposta aos mesmos desacopladores.

Tabela 10: Valores percentuais da resposta biolégica (RB) obtidos na avaliagfio do
efeito da varia¢fio do tamanho da cadeia lateral de m-alcoxifendis {em duas concentracdes)
sobre a respiragdo de C. violaceum.

m-alcoxifenol % RB
3,00 mmol dm™ 14,0 mmol dm™
metoxi 97.5 71,1
etoxi 81,5 17,3
propoxi 23,6 0,39
butoxi 11,2 -
pentoxi 2,15 -

*medidas em duplicata

Os resultados das medidas simultaneas de efeito térmico e de TOD, relativas
a exposicdo da C. violaceum aos compostos desacopladores (concentracdo de 3,0
mmol dm™) estdo apresentados na figura 51.

Observa-se uma tendéncia de diminuigfio no consumo bacteriano de oxigénio
a medida em que € testado um composto de cadeia mais longa. A perda da
viabilidade celular causada pela presen¢a de um composto toxico faz com que haja
menos consumo de oxigénio. Este resultado estd em total concordancia com os

dados microcalorimétricos obtidos.
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Os resultados do calculo da taxa de consumo de oxigénio referentes &
respiragdo da C. violaceum, na presenga dos m-alcoxifendis, estdo na tabela 11.
Observa-se que o valor da taxa de consumo de oxigénio € inversamente proporcional
ao tamanho da cadeia lateral dos desacopladores utilizados. Este resultado mostra
que nas condigBes utilizadas, a bactéria perdeu drasticamente a viabilidade celular
sob efeito dos compostos de cadeia hidrofobica maior (a partir do m-propoxifenol).
Com isso, diminuiu a capacidade do microrganismo de consumir oxigénio, fazendo
com que a TOD se tornasse praticamente constante no caso dos compostos m-
butoxifenol ¢ m-pentoxifenol (figura 51).

De acordo com os dados da tabela 11, as taxas de consumo de oxigénio
obtidas nos experimentos com m-propoxifenol, m-butoxifenol e m-pentoxifenol séo
estatisticamente iguais pois, os valores estfio dentro dos desvios obtidos. Este

resultado pode ser observado, de uma forma mais evidente, no gréfico da figura 52.

Tabela 11: Valores relativos a taxa de consumo de oxigénio obtida durante a
respiragio da C. violaceum, na presenca dos m-alcoxifenéis e no controle.

Experimento Consumo de oxigénio / % O, min’’
Controle 1,00 £ 0,13
m-metoxifenol 0,95 + 0,09
m-etoxifenol 0,43 £ 0,11
m-propoxifenol 0,12+£0,03
m-butoxifenol 0,16 £ 0,03
m-pentoxifenol 0,20 + 0,08

Um dos efeitos biolégicos esperados para um desacoplador €, num primeiro
momento, promover a aceleragdo do processo respiratério, aumentando a taxa de
consumo de oxigénio (White, 1995). No caso dos experimentos realizados, este
comportamento nio pode ser observado, provavelmente, devido as caracterisitcas do
sistema de medida. A partir do momento em que se efetuava o inéculo da C.
violaceum, se passavam cerca de 5 min até a chegada do microrganismo na cela de
vidro com o eletrodo de oxigénio, o qual estava instalado po fim da linha de fluxo

(vide figura 6, parte experimental). Portanto, ¢ possivel que o efeito supra citado
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tenha ocorrido. Uma solucdo para este tipo de problema seria a alteragdo do arranjo

experimental, colocando o eletrodo de O; logo apds o micro reator.
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Figura 51: Curvas de TOD e de poténcia térmica versus tempo relativas ao efeito
do aumento da cadeia hidrofobica de m-alcoxifendis sobre a respiragdo de C. violaceum.
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Figura 52: Medidas de TOD relativas ao estudo do efeito do aumento da cadeia
hidrofébica de m-alcoxifendis sobre a respiragdo aerobia de C. violaceum.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer as condigbes experimentais para medida
microcalorimétrica e para a determinacio de carboidratos por CLAE com o objetivo
de se investigar o metabolismo de agtcares pela C. violaceum. Apesar da variagdo
na propor¢do de nutrientes nos experimentos, todas as curvas calorimétricas obtidas
mostraram reprodutibilidade na ocorréncia de um pico de efeitc térmico em
aproximadamente 9 h de experimento.

A quantidade total dos aglicares e a natureza dos mesmos exerce uma
influéncia importante sobre a posi¢do e a altura do primeiro pico das curvas
calorimétricas obtidas. Além disso, a observagdo dos dados microcalorimétricos
permite concluir que a magnitude do efeito térmico é reduzida pela presenga de
galactose, testada como segunda fonte de carbono em meio de cultura contendo
glicose. Em termos energéticos, de acordo com os aglicares utilizados, a ordem
crescente de produgdo de energia (referente ao pico em 9 h de experimento) é:
galactose-glicose-lactose. Esta ordem foi observada tanto em meio contendo
combina¢des de dois carboidratos quanto em meio de cultura contendo apenas um
deles.

Em todos os casos em que se mediu a biomassa, o inicio da fase exponencial
de crescimento da bactéria e da degradacdo de carboidrato ocorre a0 mesmo tempo
indicando que, provavelmente, os processos catabolicos e anabélicos estdo
acoplados. Os resultados obtidos sugerem que a bactéria ndo foi capaz de consumir a
glicose e a galactose simultaneamente. A andlise das curvas de efeito térmico,
biomassa e consumo de carboidrato mostra que ndo foi detectada a ocorréncia de
crescimento diduxico na C. violaceum nas condicdes utilizadas.

A respeito do estudo sobre a produgfo de violaceina, ndo foi possivel
observar um efeito térmico significativo relativo a este processo. No entanto, a

utilizagdo do indutor ABL e a avaliagio dos par8metros da cultura (O, pH,
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biomassa e violaceina) podem auxiliar a eliminar dividas a respeito da interpretagio
dos dados microcalorimétricos.

Neste trabalho foram realizados com éxito diversos experimentos visando a
padronizagdo do sistema e o estabelecimento das condi¢Bes necessarias para o
estudo microcalorimétrico do efeito do tamanho da cadeia lateral dos m-
alcoxifenéis, bem como da variagdo da concentragdo desses compostos sobre a
respiragdo da C. violaceum. A maioria dos objetivos pretendidos para esta etapa
foram alcancados. A execucio de alguns experimentos sobre o consumo de oxigénio
durante a medida microcalorimétricas foi importante para a confirmacdo do efeito
inibitério dos alcoxifendis sobre a respiragio da bactéria.

A reprodutibilidade e a coeréncia dos sinais obtidos, em tempo real, tanto nos
experimentos de padronizagdo, como nos de avaliagdo do efeito dos m-alcoxifendis
sobre a respiragio de mais um microrganismo, a C. violaceum, ressaltam a
adequagio da técnica microcalorimétrica ao estudo da atividade biologica de
determinados compostos.

O aumento da cadeia lateral de m-alcoxifendis promoveu um aumento do
confirmado pela diminui¢do na taxa de consumo de oxigénio observada na presenga
dos desacopladores de cadeia maior.

Os resultados obtidos mostraram que a C. violaceum ¢ mais sensivel aos m-

alcoxifendis que a bactéria E. coli.
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