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Avaliacéo de condi¢des de cultivo de Escherichia coli e Salmonella sp.
visando a producéo de vacina animal

Evaluation of cultivation conditions for Escherichia coli and Salmonella
sp. aiming at animal vaccine production

Maria Alice da Silval, Priscila Vaz de Arruda?

RESUMO

A producéo de proteina animal € muito importante no oeste do Parand, entretanto, infec¢des por patégenos
como Escherichia coli e Salmonella sp. podem representar desafios. Para tratar tais infec¢des, a vacinagéo
animal baseada em células inativadas ou atenuadas destas bactérias tem sido estudada. No entanto, para a
producédo em larga escala deste bioproduto, é fundamental obter uma grande quantidade de células. Nesse
sentido, esse estudo avaliou diferentes condi¢des de cultivo para E. coli e Salmonella sp., incluindo variagcfes
na porcentagem de headspace nos frascos de cultivo e a adicdo de glicerol, como co-substrato em diferentes
concentracdes. De acordo com os resultados, tanto o headspace, como o uso de glicerol nos meios de cultura
influenciaram o crescimento microbiano. Os resultados indicaram que headspaces de 70% e 80%
favoreceram o crescimento de Salmonella sp., enquanto a E. coli ndo apresentou diferengas significativas.
Além disso, para a E. coli verificou-se que a adi¢éo de glicerol foi dependente das concentracdes testadas,
atingindo-se valor maximo de 7,43 g/L com 5,0 g/L de glicerol. Comportamento oposto foi verificado para
Salmonella sp., uma vez que o teste ANOVA n&do mostrou significancia em funcéo deste parametro em relagao
as diferentes concentrag@es de glicerol avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: biomassa celular; headspace; glicerol.

ABSTRACT

The production of animal protein is very important in western Parana, however, infections by pathogens such
as Escherichia coli and Salmonella sp. can represent challenges. To address such infections, animal
vaccination based on inactivated or attenuated cells of these bacteria has been studied. Nevertheless, for
large-scale production of this bioproduct, it is essential to obtain a large quantity of cells. In this regard, this
study evaluated different cultivation conditions for E. coli and Salmonella sp., including variations in the
headspace percentage in the culture flasks and the addition of glycerol as a co-substrate at different
concentrations. According to the results, both the headspace and the use of glycerol in the culture media
influenced microbial growth. The results indicated that headspaces of 70% and 80% favored the growth of
Salmonella sp., while E. coli showed no significant differences. Additionally, for E. coli, it was observed that
the addition of glycerol depended on the tested concentrations, reaching a maximum value of 7.43 g/L with
5.0 g/L of glycerol. The opposite behavior was observed for Salmonella sp., as the ANOVA test showed no
significance with respect to this parameter in relation to the different concentrations of glycerol evaluated.
KEYWORDS: cellular biomass; headspace; glycerol.

INTRODUCAO

A producédo de proteina a animal € um importante fator na economia do oeste do
Parana (IBGE, 2022), assim, ha uma necessidade de manter os animais livres de doencas
bacterianas, como infec¢des por Escherichia coli e a Salmonella sp. (Quinn et al., 2018).
Para tratar essas infeccdes, estdo sendo realizados estudos envolvendo vacinas
bacterianas nas quais se utilizam de células atenuadas ou inativadas (Jia et al., 2020;
Ramis et al., 2022). Nesse contexto, para produzi-las em grande escala, é fundamental a
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avaliacdo de condicdes de cultivo que visam otimizar o crescimento microbiano, uma vez
que este depende de nutrientes adequados e condicdes ambientais favoraveis (Lima,
2001).

Assim, sabendo que a E. coli e a Salmonella sp. sdo microrganismos aerébios, a
disponibilidade de oxigénio é crucial para seu crescimento (Nikakhtari e Gordon, 2006). De
acordo com Takahashi e Aoyagi, (2022), o suprimento de Oz para 0 meio de cultura
depende da sua transferéncia através do headspace, o qual € o espaco livre entre o meio
de cultura e o frasco de cultivo, onde se encontra a fase gasosa.

Quanto aos nutrientes oferecidos aos microrganismos, o glicerol, um subproduto da
producédo de biodiesel (Asopa, Bhoi, Saariana, 2022), é uma fonte de carbono que pode ser
valiosa para o cultivo bacteriano oferecendo também beneficios de osmorregulacéo, além
de poder auxiliar no crescimento celular (Nevoigt e Stahl, 1997).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes
condi¢Bes de cultivo das bactérias E. coli e Salmonella sp. em frascos Erlenmeyer visando
o0 aumento do numero de células das referidas bactérias. Para isso, foi avaliado parametros
como a porcentagem de headspace nos frascos Erlenmeyer e o acréscimo de glicerol,
como co-substrato, em diferentes propor¢cdes no meio de cultivo.

MATERIAIS E METODOS
MICRORGANISMOS, INOCULO E MEIO DE CULTIVO

Os microrganismos utilizados para avaliar as condi¢des de cultivo foram cedidos pela
empresa Halsa Biotecnologia Nutricdo e Saude Animal Ltda e por motivos de sigilo apenas
foram descritos como Escherichia coli, denominado de microrganismo A (MOA) e a
Salmonella sp. denominado de microrganismo B (MOB).

O procedimento de ativagdo e inoculagdo consistiu em cultivd-los em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) a 37 g/L por 24h em agitacédo de 200 rpm a 37 °C, de acordo com o
protocolo da empresa que forneceu os microrganismos. Apds o cultivo, as células foram
centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos e ressuspensas em agua para lavagem e retirada
de qualquer fonte residual de meio, realizando-se esse procedimento por duas vezes, e por
fim adicionou-se cerca de 10-20 mL de 4gua a fim de concentrar as células obtidas.

AVALIACAO DE DIFERENTES CONDICOES DE HEADSPACE

As diferentes propor¢cdes de meio de cultivo nos frascos Erlenmeyer que
proporcionou diferentes headspace estdo apresentadas na Tabela 1. Os cultivos foram
realizados em incubadora orbital shaker New Lab modelo NL 161-04 E1 por 24 h a 200 rpm
a 37° C em duplicata. A concentragdo celular de cada uma das condigbes foi obtida por
espectrofotobmetro de bancada UV- Vis IL-0082 Kasuaki com densidade 6ptica (DO) de
600nm, sendo calculada através das equacdes das curvas padrdo construidas
previamente.

Tabela 1. Avaliacdo de diferentes condi¢cBes de headspace durante o cultivo dos MOA e MOB.

ex%%?i%%?&al Volume do frasco (mL) ~ velumede (r:;el_'? de cultivo Headspace (%)
1 125 62,5 50%
2 125 50,0 60%
3 125 37,5 70%
4 125 25,0 80%
5 125 12,5 90%

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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AVALIACAO DO GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO

Apés a determinacao da condi¢cao que propiciou 0 melhor resultado de crescimento
celular em funcédo do headspace, os novos ensaios foram realizados a fim de se avaliar a
adicao de glicerol (PA) ao meio BHI em diferentes concentragdes (g/L): 0,5; 1,0, 3,0 e 5,0.
Meio controle, sem a presenca de glicerol também foi avaliado. Os experimentos foram
realizados em triplicata utilizando-se frascos Erlenmeyer de 125 mL com headspace
apropriado (em funcéo das condi¢cfes que favoreceram o processo na etapa de avaliacédo
do headspace) em incubadora orbital shaker New Lab modelo NL 161-04 E1 a 200 rpm por
24h a 37°C. Logo apos, as concentracdes celulares foram obtidas por meio de equacéao de
curvas padrdo previamente construidas.

ANALISE DE RESULTADOS

A andlise dos resultados foi realizada com o software Excel através da analise de
variancia (ANOVA) para indicar se ao menos uma condicdo dentre as estudadas
apresentava crescimento celular médio significativamente diferente (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
AVALIACAO DE DIFERENTES CONDICOES DE HEADSPACE

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados referente a avaliacdo do headspace (a)
e analise de variancia (b) dos cultivos dos microrganismos A e B, respectivamente.

Tabela 2 — Concentragéo celular média para diferentes condi¢gdes avaliando o headspace no tempo Oh e
24h para o MOA (a) e Andlise de variancia dos resultados para o MOA (b)

Concentragédo celular média MOA

Headspace (g/L) Fonte da sQ gl MQ F  valor-P
Tempo - Oh Tempo - 24h variagao
50% 0,2208 2,5122 Entre
60% 0,2208 2,5666 condicbes 0119 4 0029 1817 02630
70% 0,2208 2,5911
80% 0,2208 2,7933 Dentrodas 458, 5 0,016
condicdes
90% 0,2208 2,4808
(a) (b) Legenda: SQ - soma dos quadrados, gl — grau de

liberdade, MQ - quadrado médio, F - valor de teste F, P -

alor de significancia.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). v igniticanci

De acordo com os resultados da Tabela 2(a), verificou-se que ndo houve diferenca
significativa na concentragdo celular do microrganismo A durante o cultivo, uma vez que
valores na faixa de 2,48 a 2,79 g/L foram observados. Isso foi confirmado pelo teste ANOVA
na Tabela 2(b), que mostrou um valor de p maior que 0,05. No entanto, os maiores valores
de concentracao celular para este microrganismo foram observados nos headspaces de
80% e 70%.
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Tabela 3 —Concentra¢éo celular média para diferentes condi¢8es avaliando o headspace no tempo Oh e 24h
para o MOB (a) eAnalise de variancia dos resultados para o MOB (b)

Concentragédo celular média MOB Fonte da
Headspace (/L) o SQ gl MQ F  valor-P
Tempo - Oh Tempo - 24h variacdo
50% 0,3058 4,1543 Entre
60% 0,3058 46026 condicdes 2,892 4 0,723 33,939 0,0008
70% 0,3058 5,6315
80% 0,3058 5,3889 Esgglo g:ss 0106 5 0,021
90% 0,3058 5,1538 &
(a) (o) Legenda: SQ- soma dos quadrados, gl — grau de
liberdade, MQ - quadrado médio, F - valor de teste F, P -
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). valor de significancia.

No caso do microrganismo B, os resultados da Tabela 3(a) mostram uma diferenca
significativa, independentemente do headspace avaliado. O teste ANOVA na Tabela 3(b)
confirmou essa diferenca, com um valor de p menor que 0,05. Notavelmente, o headspace
de 70% resultou no maior crescimento para 0 microrganismo em questao, atingindo 5,63
g/L, enquanto o headspace de 80% resultou em 5,39 g/L.

Um estudo feito por Nikakhtari e Gordon (2006) sobre a transferéncia de oxigénio na
fase gasosa em cultivos de Pseudomonas putida revelou que o headspace de 75%
proporcionou 0s maiores coeficientes de transferéncia de massa de oxigénio (kga). Tal fato
pode explicar o aumento no crescimento celular observado para o microrganismo B quando
os headspaces foram de 70% e 80%, respectivamente. Assim, o headspace de 70% foi
selecionado para estudos subsequentes, considerando a eficiéncia na disponibilidade de
OXigénio para 0S microrganismos.

AVALIACAO DO GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados referente a avaliagdo da adi¢cdo de
glicerol (a) e analise de variancia (b) dos cultivos dos microrganismos A e B
respectivamente.

Tabela 4 —Concentragéo celular média para diferentes condi¢8es avaliando a adi¢é@o de glicerol no tempo
Oh e 24h para o MOA (a) eAndlise de variancia dos resultados para o MOA (b).

Concentracdo Concentragéo celular média MOA Fonte da
de glicerol (9/L) o SQ gl MQ F  valor-P
(g/L) Tempo - Oh Tempo - 24h variagao
0 0,3965 5,0683 Entre
0,5 0,4087 5,6504 condices 10,665 4 2,666 14,736 0,0003
1,0 0,4241 5,7934
3,0 0,4302 6,7637 Dentro g:; 1,809 10 0,181
5,0 0,4669 7,4246 &
(@ (b) Legenda: SQ- soma dos quadrados, gl — grau de

liberdade, MQ - quadrado médio, F - valor de teste F, P -
valor de significancia.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Tabela 5 — Concentragéo celular média para diferentes condi¢gbes avaliando a adi¢éo de glicerol no tempo
Oh e 24h para 0 MOB (a) e Andlise de variancia dos resultados para o0 MOB (b).

Concentragdao Concentragdo celular média MOB Fonte da
de glicerol (9/L) o sQ dl MQ F  valor-P
(g/L) Tempo - Oh Tempo - 24h variacao
0 0,5168 4,8189 Entre
0,5 0,5242 5.2048 condicdes 3981 4 0,995 2,983 0,073
1,0 0,5425 5,2170
3,0 0,5646 5,0700 Eggglo glsss 3336 10 0334
5,0 0,5903 3,9677 &
(@) (b) Legenda: SQ- soma dos quadrados, gl — grau de

liberdade, MQ - quadrado médio, F - valor de teste F, P -
valor de significancia.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Os resultados da Tabela 4(a) indicam uma diferenga significativa ha concentracao
celular do microrganismo A durante o cultivo, variando de 5,07 a 7,43 gL,
independentemente da concentracdo de glicerol adicionada. O teste ANOVA confirmou
este resultado, pois obteve-se um valor de p menor que 0,05 (Tabela 4b). Além disso, a
adicdao de glicerol no meio de cultura resultou em um aumento proporcional na
concentracdo celular da E. coli, com a concentracdo maxima de 7,43 g/L obtida com 5,0
g/L de glicerol. Estudos anteriores também destacaram os efeitos benéficos do glicerol para
E. coli, devido a rapida permeabilidade da membrana celular a esse composto e seus
efeitos de osmorregulacéo (Bovell, Packer e Helgerson, 1963).

A adicao de diferentes concentragdes de glicerol ao meio de cultivo de Salmonella
sp. ndo apresentou diferenca significativa, com valores de p superiores a 0,05 (Tabela 5b).
O crescimento de Salmonella sp. foi favorecido com 1,0 g/L de glicerol (5,22 g/L), porém,
observou-se que a concentracéo de 5,0 g/L de glicerol resultou em sua diminui¢ao (17,7%)
em relagdo ao meio controle, ou seja, sem glicerol. Tal fato pode ser devido a possivel
interferéncia do glicerol na dissolubilidade de oxigénio, levando ao estresse celular devido
a diminuicdo da sua disponibilidade, resultando em menor crescimento. Tal fenémeno foi
observado em estudo similar feito por Arruda et al. (2005) com Candida guilliermondi
visando a obtencdo de xilitol, no qual, o efeito benéfico do glicerol nesse metabolismo
também foi dependente de sua concentracao.

CONCLUSAO

Os resultados enfatizam a importancia dos parametros de headspace e glicerol no
crescimento de E. coli e Salmonella sp.. Headspaces de 70% e 80% beneficiaram a
Salmonella sp., enquanto a E. coli ndo mostrou diferengas significativas nas condigdes
testadas segundo o teste ANOVA. O glicerol favoreceu o crescimento de E. coli em todas
as concentracdes, com valor maximo em 7,43 g/L com a adicdo de 5,0 g/L. Ja para
Salmonella sp., 1,0 g/L de glicerol foi a concentracdo que favoreceu o crescimento e
observou-se que para concentragfes mais altas, este co-substrato inibiu 0 metabolismo
celular. Com tais parametros bem estabelecidos, sua aplicacdo € importante para obtencao
de uma alta concentracdo celular, o que € essencial para a producdo de vacinas
bacterianas em grande escala, no qual, se utiliza da célula do microrganismo ou parte delas.
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