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QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA DE
UM BIORREATOR ANAERÓBIO
TERMOFÍLICO

Fatibello'*, S. H. S. A.; Varesche, M. B. A.; Foresti, E. & N^zoller, R.

EXTRAÇÃO DE ANTÍGENO
RECOMBINANTE DE Schistosoma

/wa/iso/7/EXPRESSADO POR £scAer/cA#a

CO//UTILIZANDO SISTEMAS BIFÃSICOS
AQUOSOS POLIETILENO GLICOL-

HIDROXIPROPILAMIDO (REPPAL PES)
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Laboratório de Processos Biológicos, Escola de Engenharia
de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, SP.

No presente trabalho, quantificou-se células procarióticas anaeróbias

termofílicas metanogênicas e náo metanogênicas do lodo proveniente

de um biorreator (UASB) da Usina São Martinho (Pradópolis, SP),

empregando-se o método do (NMP), sob condições de anaerobiose
estrita. Foi utilizado um meio basal mineral (ZINDER 8. KOCH, 1984),

distribuído em frascos de antibiótico (30 mL) para um volume final 9

mL. O meio foi acrescido dos seguintes componentes: solução de bicar-
bonato de sódio 10 % m/v (0,1 mL); solução de vitaminas (0,1 mL);

solução de sulfeto de sódio 5% (0,1 mL) e fontes orgânicas adicionadas

separadamente, em conjuntos de cinco frascos, nas concentrações fi

nais, de 20 mmoles/L cada; a saber: (a) acetato de sódio; (b) metanol;

(c) glicose; (d) propionato de sódio; (e) giicerol; (f) butiratO de sódio e

(g) formiato de sódio, sob atmosfera de N/CO_ (70:30 v/v). Cinco

frascos foram fechado apenas sob atmosfera de (1) H/CO_ (80:20 v/

v) com 1 atm de pressão e os frascos controle (h) sob atmosfera de

N/CO_ (70:30 v/v), sem adição de fontes orgânicas. Os frascos foram

Inoculados com 1 mL da amostra, em diluições decimais seriadas na

faixa de 10' a 10', e Incubados a 55+.2°C, durante 20 dias. A leitura

dos frascos foi com base no desenvolvimento de turbidez do meio de

cultivo e presença do gás metano. Para a determinação do valor do

NMP foi considerada a tabela de MAN com 95% de limite de confiança.
Os resultados do NMP/mL foram: (a) 1,6x10’; (b) 2,8x10'; (c) 1,6x10‘;
(d) 1,4x10’; (e) 9,0x10’; (f oh) ’ 1,6x10‘; (g) 1,6x10'; (i) 3,3x10’. As

análises microscópicas revelaram a presença de morfologias celulares

de sarcinas em a, b, c, d, f, g, i; bacilos delgados em a, c, d, f, g, h;
bacilos de tamanho superior aos anteriores e curvos em e, d; cocos
fluorescentes em a, c, d, f; bacilos fluorescentes em b, c, d, e, f, h, i. O

predomínio do tipo morfológico foi de bacilos. A maior concentração
celular com produção de metano foi de 3,9x10' NMP/mL em H/CO

com predomínio de bacilos fluorescentes. ’
Apoio Rnanceiro: FAPESP (processo 98/03365-8 e 98/10621 -0).
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Os sistemas bifásicos aquosos (SBA) têm grande utilização na pesquisa

bioquímica para a separação e purificação de macromolÃiulas, células e

partículas. A extração utilizando SBA apresenta vantagens sobre as técni

cas de extração líquido-líquido e pode ser usada como primeiro passo de
purificação levando à obtenção de um alto erndimento na recuperação de
produtos. Vários aspectos na partição de proteínas em sistemas bifásicos
aquosos devem ser considerados, tais como, afinidade bioespecífica,
hidrofobicidade e efeitos eletroquímicos. Este trabalho descreve a purifica
ção de antígeno recombinante de S.mansoni utilizando sistema bifásico
aquoso polietileno gllcol (PEG) e hidroxipropilamido (Reppal PES). O efei
to da massa molecular do polímenD, comprimento da "tie line" e pH na
partição do antígeno foi investigado. O antigeno foi produzido por fermen
tação pela E.coll em meio LB em agitador orbitai (160rpm) a 28°C por 8
horas. O produto da fermentação de 55kDa corresponde a proteína de
fusão maltose ligada a proteína recombinante Sml 3 (MBPrSml 3). O sis
tema bifásico aquoso de massa total de 6g foi preparado a partir da solu
ção estoque dos polímeros em água. nas concentrações determinadas e

pH variando de 6,0,7,0 e 8,0. A detecção do antígeno em ambas as fases

foi realizada por dot-blotting e ELISA. Os melhores resultados foram obti

dos com 0 sistema composto por PEG 1000 (12% p/p) e Reppal PES (13%
p/p), onde o erndimento do antígeno foi de 87% apresentando um fator de

purificação de 12 na fase rica em PEG.
Suporte financeiro: IST-LIsboa-Portugal. CPqAM-FIOCRUZ. LIKA-

UFPE, CAPES. MCT-Portugal and EC-BIOENGE-Alfa Program
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A maltotriose é o segundo açúcar mais abundante presente
nos mostos de cervejaria, constituindo entre 15 e 22% do total

de carboidratos a serem utilizados na fermentação. Entretan

to, um problema comumente encontrado em cervejaria é a não

utilização completa deste açúcar pelas leveduras, sendo que a

presença de maltotriose ao final da fermentação dificulta a

filtração do mosto, e a cerveja obtida apresenta sabor atípico

e qualidade inferior. Nossos resultados indicam que a maioria

de cepas de levedura analisadas são capazes de crescer nes

ta fonte de carbono, porem com velocidades específicas de

crescimento mais lentas, e massas celulares maiores, do que

quando crescidas em maltose ou glicose. A antimicina A.

inibidor da cadeia respiratória, inibe o crescimento destas cé

lulas em maltotriose. Estes resultados indicam que estas ce

pas não fermentam a maltotriose, mas que pelo contrario este

açúcar é totalmente respirado até C02 e água, o que foi con

firmado pela ausência de formação de etanol e giicerol duran

te a metabolização deste açúcar. No intuito de esclarecer por

que a maltose é fermentada, e não a maltotriose, foram anali

sadas as atividades de transporte e hidrólise destes açúcares.
Nossos resultados indicam que o transporte é o fator limitante

na metabolização, e que a maltotriose não é fermentada devi

do a uma baixa capacidade de captação do açúcar do meio.

quando comparado ao transporte de maltose pelas mesmas
células. Portanto, uma estratégia a seguiré otimizara fermen

tação deste açúcar incrementando, por exemplo, a velocidade
de transporte de maltotriose pelas células de S. cerevisiae.
Apoio financeiro: CNPq, FAPESP e Funpesouisa-UFSC.
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As proteases constituem um dos mais importantes grupos de I

enzimas industriais, compreendendo cerca de 25% do total da

venda mundial de enzimas. Dois terços das proteases produ
zidas industrialmente são de origem microbiana (Moon e

Parulekar, 1993). As proteases estão sendo investigadas não

somente na área científica, mas também na química e na en

genharia de proteínas, sendo utilizados praticamente em in

dústrias alimentícias, de agentes branqueadores e farmacêu
tica (Lee et al. 1995). Neste trabalho foram estudados os efei

tos da temperatura na atividade e estabilidade das proteases
produzidas a partir de um actinomiceto isolado de amostras

de solo da Zona da Mata Pernambucana. Para determinação
da temperatura ótima, mistura de reação foi incubada utilizan

do o extrato enzimático bruto e azocaseína 1% p/v como
susbstrato preparado em solução tampão Tris-HCI 0,1 M pH
7,2 incubada em temperatura entre 25 a 80° C. Para estudos

de estabilidade térmica o extrato enzimático bruto foi pré-
cubado a temperatura entre 25 a 80°C . O tempo de incuba
ção das amostras em cada temperatura variou entre 30 a 120

minutos. Transcorrido os 120 minutos de pré-incubação as

amostras foram submetidas a determinação da atividade
proteásica (Ginther, 1979) e proteína total (Bradford, 1976).

A temperatura ótima obtida da protease foi de 50°C, obtendo

uma atividade relativa de 262%. A enzima apresentou-se es

tável a éO^C retendo cerca de 80% de sua atividade inicial,

atingindo inativação a temperatura de 80°C a 120 minutos.
Apoio Finaceiro: CAPES. FACEPE, CNPq, JICA
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