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Abstract

The metabolic activity of sulfate reducing bacteria (SRB) leads to sulfate formation. The
sulfates produced present odor and they are also toxic and corrosive. This production is
dependent on several enzyme activities. Adenylyl sulfate reductase - APS reductase is the
central enzyme in this metabolic pathway. In order to protect life and the environment, control
of SRB growth is necessary. The literature suggests a correlation between APS reductase
activity and H,S levels. To establish the real correlation between these two parameters is
necessary to extract APS reductase, an intracellular enzyme and measure its activity. This paper
presents the first part of this study, in which several methods of extraction were tested with the
aim of choosing an adequate and practical method to lyse bacterial culture and detect
intracellular protein content. Initially, enriched SRB cultures obtained from the field were used.
Physical, chemical and enzymatic methods of cell rupture in the presence of different
substances were tested. The results suggest that sonication is the most appropriated method for
these cultures. The procedure present here can be tested with other systems and optimized for
different SRB cultures when cell lyses are desired or to serve as a reference when it is not.
Moreover, APS reductase activity, correlated with SRB growth can be used, in the future, as a
biomarker of corrosion influenced by microorganisms (CIM).

Resumo

A atividade metabdlica das bactérias redutoras de sulfato (BRS) leva a formagéo de sulfetos e
depende da acdo de enzimas, como por exemplo a APS redutase. Os sulfetos produzidos
causam sérios problemas como odor, toxicidade e corrosividade. Portanto, a formag&o destes
compostos deve ser minimizada, para prevenir corrosdo, proteger tanto a vida como o
ambiente e reduzir custos de manutencdo. Verifica-se na literatura que existe uma correlagéo
entre os niveis da APS redutase e de H,S. Para que esta correlacdo seja estabelecida, é de
primordial importancia que se faga a extracdo da APS redutase que € intracelular. A utilizacao
de um método eficaz de ruptura celular é indispensavel para a exposi¢ao da enzima e assim o
estabelecimento da correlagdo entre o crescimento das BRS e o teor das enzimas, que poderdo
servir, no futuro, como biomarcadores da CIM. O presente trabalho apresenta os resultados da
primeira etapa deste estudo que teve por objetivo estabelecer uma metodologia apropriada
para obtencdo de proteinas e enzimas intracelulares de interesse. Foram utilizadas culturas
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enriquecidas de BRS obtidas de amostras de campo. Foram testados métodos fisicos, quimicos
e enzimaticos de ruptura celular, bem como suas combinacdes, na presenca de diferentes
substancias. Os resultados sugerem que o uso de ultra-som é o método mais adequado para
ruptura das células de BRS, nos sistemas de interesse. Os procedimentos apresentados aqui
poderdo ser utilizados para outras condi¢des sempre que for necessaria a extracdo de
moléculas intracelulares podendo servir de referéncia também para os trabalhos onde a ruptura
ndo é desejada.

Palavras-chave: Biocorrosdo, BRS, ruptura, extracdo, proteinas, enzimas

Introducéo

A corrosdo influenciada por microrganismos (CIM), problema reconhecido desde o
século passado, é o resultado das reacdes oxidativas iniciadas ou mantidas pelas atividades dos
microrganismos. Estes produzem metabdlitos corrosivos, tais como acidos organicos e
inorganicos incompativeis com a estabilidade de varios materiais e nos metais geram células
eletroliticas com sitios catddicos ou anddicos com destruicdo oxidativa deste ultimo (1).

A destruicdo do metal ocorre em um sistema altamente heterogéneo com
microgradientes de oxigénio, nutrientes organicos e inorganicos, e outros produtos da corroséo,
porém os mecanismos ndo sdo conhecidos em detalhes. Alguns microrganismos aerébios foram
identificados como responsaveis por diferentes tipos de corrosdo dos metais; contudo os que
tém causado problemas, economicamente mais importantes, sdo as bactérias redutoras de
sulfato (BRS), anaerdbias estritas (1-4).

Bactérias redutoras de sulfato desenvolvem uma série de reacGes que resultam no
acumulo de sulfito e/ou na liberacdo de H,. Varias sdo as enzimas envolvidas nestas reacoes.
Sabe-se que a atividade destas enzimas esta diretamente relacionada a atividade metabdlica da
cultura e, conseqiientemente, ao processo corrosivo desencadeado pelas BRS. Assim, a
dosagem de diferentes atividades enzimaticas, torna-se uma ferramenta poderosa que podera
auxiliar no estabelecimento de estratégias a serem utilizadas para o controle da CIM.(5)

Para que seja possivel determinar a atividade destas enzimas, intracelulares é
necessario que se estabeleca uma metodologia adequada de ruptura celular. Apés a ruptura do
envoltério celular as enzimas de interesse, expostas, poderdo ser quantificadas. A literatura
menciona diversos métodos de ruptura para células bacterianas. Face as indmeras
possibilidades, este trabalho apresenta os resultados da primeira etapa deste estudo que teve por
objetivo estabelecer uma metodologia apropriada para obtencdo de proteinas intracelulares.
Foram utilizadas culturas enriquecidas de BRS obtidas de amostras de campo. Foram testados
métodos fisicos, quimicos e enzimaticos de ruptura celular, bem como suas combinacdes, na
presenca de diferentes substancias.
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Estado da Arte

Dentre as atividades industriais atingidas por processos de corrosdo, a petrolifera
ocupa um lugar de destaque. Sanders & Hamilton (6) citam dezoito situacBes onde o0s
microrganismos estdo envolvidos nesta atividade. A corrosdo pode atingir os sistemas de
perfuracdo, recuperagdo, transporte e armazenamento. As tubulagBes e o0s reservatorios
metalicos utilizados entram em contato com varios agentes de corrosdao (agua do mar,
atmosfera corrosiva contendo, CO,, SO,, H,S, etc.) principalmente do tipo eletroquimico, que
podem dar inicio a processos de deterioracdo externos e/ou internos, em meios oxidados ou
reduzidos.

Um dos maiores problemas é a geracdo de sulfetos pelas bactérias redutoras de sulfato
(BRS) que habitualmente estdo presentes em ambientes anoxicos, tanto como microrganismos
planctonicos, como na forma de biofilmes. Estes organismos reduzem sulfato a sulfeto ao
mesmo tempo que oxidam o hidrogénio e uma grande diversidade de doadores (organicos) de
elétrons (7). Os sulfetos gerados pelo metabolismo das BRS causam sérios problemas como
odor, toxicidade, corrosividade e formacdo de produtos insoluveis como sulfeto ferroso, que
precipita e incorpora a matriz do 0leo, estabilizando indesejaveis emulsGes Oleo-a4gua (8).
Assim, o desenvolvimento de processos para controlar a producéo de sulfetos e outras formas
de atuacdo das BRS é fundamental tanto economicamente, pois pode prevenir futuros gastos
com a corrosdo, quanto na protecao a vida e ao ambiente (9).

O controle da geracdo biogénica de H,S na industria do petr6leo tem motivado o
desenvolvimento de pesquisas que tém como objetivo o aprimoramento de metodologias
existentes e o desenvolvimento de novas técnicas. Algumas abordagens envolvem a adicéo de
biocidas e a biorremediacao.

A adicdo de produtos biocidas tem sido uma alternativa utilizada no combate ao
“souring” em sistemas de exploracao de petroleo. Porém, a obtencdo de resultados satisfatdrios
é freqlientemente limitada em termos de efetividade e duracéo dos biocidas. Além disso, certos
produtos biocidas podem causar grandes prejuizos ao meio ambiente (10).

A biorremediacdo é uma alternativa menos agressiva e ambientalmente correta. Baseia
na competicdo gerada entre células de BRS e bactérias redutoras de nitrato (BRN) favorecida
pela adicdo de nitrato e/ou nitrito a agua de injecdo (11). A reducdo do nitrato ndo s6 pode
inibir a producédo de sulfeto, assim como, a atividade de BRN pode remover o sulfeto presente
na agua produzida. O sucesso da adicdo de nitrato para o controle da producdo de sulfeto
dependera da presenca de uma populacéo ativa de BRN.

Sabe-se que a maioria das cepas de BRS pode reduzir sulfato usando hidrogénio
gasoso como doador de e e que cepas de D.desulfuricans, possuindo altas atividades da APS
redutase, também apresentam maiores taxas de producdo de H,S. Estes estudos sugerem que a
corrosdo sob condi¢cfes naturais pode ser estimulada pela atividade metabolica das bactérias
presente em varios ambientes, e que esta atividade, dependente de suas diversas enzimas, € um
dos fatores que contribui para a agressividade da corrosao por bactérias, incluindo resisténcia a
varios agentes toxicos (10).

A despeito das varias teorias que tém sido propostas para explicar a CIM, parece claro
que certas cepas sdo mais corrosivas do que outras. Considera-se (11) que a formacdo de ions
H" dependerd da maneira pela qual a bactéria metabolisa 0 hidrogénio e que a natureza do
composto de enxofre tem um papel no mecanismo de regulagcdo do pH no ambiente local (11,
16).

O primeiro passo da via de reducdo desassimilativa de sulfato € sua ativacdo pela
conversdo a adenosina fosfosulfato (APS). Em seguida, APS é reduzido a sulfito e AMP e
depois o sulfito é reduzido a sulfeto. Dzierzewicz e colaboradores (10) mostraram que cepas de
D.desulfuricans possuindo altas atividades da APS redutase e da hidrogenase também
apresentaram maiores taxas de producédo de H,S.
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Considerando estes fatores, torna-se interessante examinar a idéia de que alguns
aspectos da atividade metabolica das BRS devem estar correlacionados com a taxa de CIM, e
que, os teores de determinadas enzimas participantes do metabolismo do enxofre e do
hidrogénio sdo alguns destes fatores. Para isto, metodologias de ruptura celular e posterior
quantificacdo destas enzimas devem ser testadas.

Materiais e Métodos

Cultivo de células de BRS e extracdo de proteinas

Células de BRS mesdfilas, provenientes de amostras de oleodutos coletadas no
terminal de Barra do Furado, eram cultivadas em meio Postgate-E modificado. Cerca de 100
mL de cultura eram filtrados em duas membranas de diferentes porosidades, para remoc¢éo do
precipitado de sulfeto de ferro. O Filtrado F obtido, contendo células e isento de precipitado de
sulfeto de ferro, era reservado para os estudos subsequentes.

1 — Determinacé&o do peso seco

Uma porcédo do filtrado F era filtrada em membrana de 0,22 pm e as células retidas
eram colocadas na estufa a 60°C para secagem até massa constante.

2 - Extracéo de proteinas em culturas de BRS.

As células de BRS eram centrifugadas e submetidas a diferentes procedimentos de
ruptura celular para extracéo e dosagem das proteinas intracelulares. Utilizou-se lisozima, ultra-
som e agentes quimicos em diferentes condi¢cGes como detalhado na Tabela |
3 - Dosagem de Proteinas

O teor de proteinas era determinado em cada fracdo obtida da extracdo pelo método de

Lowry (17). Diferentes aliquotas dos sobrenadantes e dos precipitados eram utilizadas. As
concentragdes de proteinas eram calculadas de acordo com Peterson (18).

Resultados

Resultados comparativos dos procedimentos de extracdo: métodos fisicos, quimicos e
enzimatico

Tendo em vista o fato de que cada procedimento foi realizado com uma amostra
diferente contendo espécies e massas distintas, 0s resultados serdo apresentados em
porcentagem de extracdo, onde o valor de 100% corresponde a soma dos valores absolutos
encontrados para as duas fracdes (sobrenadante - S e precipitado - P) em cada teste. A
eficiéncia do método de extracdo foi medida pela quantidade de proteinas presente no
sobrenadante. A Tabela Il apresenta as caracteristicas das amostras.
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1 - Efeito do aquecimento a 37°C por lhora

Utilizando o Procedimento | (Tabela 1) obteve-se os resultados apresentados na Tabela
.

Na Tabela Il verificamos leve efeito positivo do EDTA na extragcdo na auséncia de
NaCl (XTE), enquanto sacarose (XTS) e NaCl (XTN) mostraram-se estabilizadores,
dificultando a extracao.

No caso de XTPN (Tabela Il1) verificam-se valores elevados no sobrenadante, que
podem ser decorrente da turbidez gerada pela néo solubilizagdo completa da espermidina ou
sua ndo incorporacéo total pela populacéo bacteriana.

2 - Efeito do choque com N liquido

Os teores de proteinas encontrados apds o procedimento Il (Tabela I) de extragdo séo
apresentados na Tabela IV.

Durante o choque osmotico os valores mais elevados para concentracdo de proteinas
no sobrenadante foram obtidos em XTNS (86%), sendo seguido por XTNSE (82%).

NaCl parece dificultar a extracéo (protege a célula). EDTA (XTNE) parece reverter um
pouco o efeito do NaCl (XTN) na auséncia de sacarose.

Valores altos no sobrenadante também sdo encontrados em XTP, mas, como
mencionado anteriormente para o procedimento I, estes valores devem ser decorrentes da
turbidez da espermidina e ndo da extracao de proteinas.

3 - Efeito do choque com ultra-som e gelo, na presenca de diferentes agentes quimicos

Os teores de proteinas encontrados apds o procedimento Il (Tabela I) de extracdo séo
apresentados na Tabela V.

A presenca de NaCl ndo foi suficiente para proteger a célula da ruptura durante o
choque ja que os valores obtidos para XTN foram superiores aos obtidos para XT.

O EDTA parece, mais uma vez, reverter o efeito do NaCl , como podemos confirmar
pela comparagéo entre XTNE (83%) e XTN (77%).

A presenca de espermidina (XTP) altera a turbidez.

4 - Efeito do tratamento continuo com ultra-som na presenca de NaOH

Os teores de proteinas encontrados apds o procedimento IV de extragdo séo
apresentados na Tabela V1.

N&o foi observada diferenca significativa entre o método fisico (ultra-som) e o fisico-
quimico (ultra-som e NaOH). Ambos se mostraram adequados para a ruptura celular.

5 - Efeito do tratamento descontinuo com ultra-som na presenca de NaOH

Os teores de proteinas medidos apds o procedimento V (Tabela 1) de extracdo sédo
apresentados na Tabela VII.

Verificamos neste caso, que a presenca de NaOH (XOU1) auxiliou na eficiéncia do
método fisico (XU1).

A comparacdo dos resultados das Tabelas VI e VII sugere que o tratamento
descontinuo (XOU1) foi melhor do que o continuo (XOU5) pois levou a total liberacdo das
proteinas no SBN.
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Podemos assim sugerir que o tratamento com NaOH e ultra-som produz um resultado
melhor do que apenas o uso de ultra-som. Além disso, o tratamento descontinuo (3 pulsos de
30 segundos) é mais eficaz do que o continuo (5 minutos consecutivos).

6 - Efeito do tratamento descontinuo com ultra-som na presenca de NaOH ou lisozima
Os teores de proteinas encontrados ap6s o procedimento VI (Tabela I) de extragdo séo
apresentados na Tabela VIII.

N&o houve diferenca significativa entre os procedimentos enzimatico (XT_LU1) e
quimico (XT_UL).

Conclusodes

Os resultados obtidos com culturas de células de BRS mesdfilas, provenientes de
amostras de oleodutos nos permitem dizer que:

e A permeabilizacdo da célula para exposicdo e quantificagdo de uma molécula
intracelular pode ser alcancada através de diferentes métodos: fisico, quimico e/ou
enzimatico.

e Os efeitos do NaCl e da sacarose variam de acordo com o procedimento, devendo ser
investigados apds a escolha do procedimento adequado, se for de interesse:

o NaCl dificultou a extragdo a 37°C tanto durante a incubagdo por 1h
(Procedimento I) quanto durante o choque osmotico (Procedimento I1) .

o Sacarose dificultou a extracdo durante a incubagéo prolongada (37°C/1h), mas
ndo durante o choque com N liquido (Procedimento II) onde, na presenca de
NaCl, observou-se a maior eficiéncia de extracao

e EDTA parece reverter o efeito protetor do NaCl nos procedimentos | (37°C/1h), I
(N2(l) /gelo) e 111 (US/gelo).

e Espermidina promoveu forte turvacdo na amostra interferindo nas analises
espectrofotométricas.

e Os tratamentos com ultra-som e gelo (Procedimentos IV e V) realmente favorecem a
ruptura da célula. A comparacdo dos resultados das Tabelas VI e VII sugere que o
tratamento descontinuo (XOU1) foi melhor do que o continuo (XOUS5) pois levou a
total liberagcdo das proteinas no sobrenadante. Desta forma podemos afirmar que o
tratamento com NaOH e ultra-som seria melhor do que apenas o uso de ultra-som e
que o tratamento descontinuo (3 pulsos de 30 segundos) € mais eficaz do que o
continuo (5 minutos consecutivos).

e Durante o choque com ultra-som e gelo, ndo se observou efeito positivo da lisozima
nas condicdes testadas, em comparacdo com o método quimico (Tabela VIII).

e Para as condicOes testadas, a eficacia do processo de extracdo cresce na seguinte
ordem:

[.XTE(70%) < [I.XTNE (83%)< II.XTNS = VI. XT,LU1 (89%) < IV.XOUS5 (96%) <V.XOU1(100%)

Sugere-se que a determinacdo de um método de extracdo adequado de proteinas
permitird a quantificacdo de determinadas atividades enzimaticas, diretamente relacionadas
ao crescimento de células de BRS podendo nos levar ao estabelecimento de estratégias mais
sensiveis, rapidas e reprodutivas de monitoramento da presenca de BRS nos sistemas de
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interesse. Associados aos controles ja realizados, estes resultados permitirdo também o
melhor controle do processo de CIM.

Os procedimentos apresentados aqui poderdo ser utilizados para outras condicOes

sempre que for necessaria a extracdo de moléculas intracelulares e podem também servir de
referéncia para os trabalhos onde a ruptura nao € desejada.

Referéncias bibliogréaficas

1

10

11

12

13

14

- DOWLING, N. J. E.; MITTELMAN, M. W.; WHITE, D. C. The role of consortia in
Microbially influenced corrosion. In: MIXED CULTURES IN BIOTECHNOLOGY,
Zeikus, J. G. & Johnson, E. A. - McGraw-Hill, 1991.

STARKEY, R. L. Anaerobic corrosion — perspectives about causes. In: INTERNA-
TIONAL CONFERENCE ON BIOLOGICALLY INDUCED CORROSION, Gayther-
sburg, Biologically Induced Corrosion: Proceedings, Houston: NACE, 363 p., 1986.
WILLIAMS, R.E; ZIOMEK, E., MARTIN, W.G. Surface stmulated increases in
hidrogenase production by sulfate reduzing bacteria: consequenses in corrosion. In: INTE-
RNATIONAL CONFERENCE ON BIOLOGICALLY INDUCED CORROSION, Gay-
thersburg, Biologically Induced Corrosion:Proceedings, Houston: NACE, 363 p., 1986.
WIDDEL, F. Microbiology and ecology of sulfate and sulfur reducing bacteria. In:
BIOLOGY OF ANAEROBIC MICROORGANISMOS. Ed. Zehnder, A. J. B., John
Wiley & Sons, p. 469-585, 1988.

LINO, R.; FEIO, M.J.; FRANCO, R.; PEREIRA, A..; PINTO, C.; REIS, A.M.; BEECH,
I.; LEGALL, J.; MOURA, J.J.G. The role of APS reductase, hydrogenase and sulfite
reductase in biocorrosion promoted by sulphate reducing bacteria, Journal of Inorganic
Biochemistry, 51(1-2)192, 1993

SANDERS, P. F. & HAMILTON, W. A. Biological and corrosion activities of sulphate-
reducing bacteria in industrial process plant. In: In: INTERNATIONAL CONFERENCE
ON BIOLOGICALLY INDUCED CORROSION, Gaythersburg, Biologically Induced
Corrosion: Proceedings, Houston: NACE, 363 p., 1986

STURMAN, P.J.; GOERES, D.M. control of hydrogen sulfide in oil and gas wells with
nitrite injection. society of petroleum engineers SPE 56772.p 1 -7

CORD-RUWISCH R., KLEINITZ W. and WIDDEL F. Sulfate-reducing bacteria and
their activities in oil production. J. Petrol. Technology 39, 97-106, 1987

JENNEMAN G.E.; MCINERNEY M.J.; KNAPP R.M. Effect of nitrate on biogenic sulfite
production. Appl. and Environ. Microbiol. 51, 1205-1211, 1986

DZIERZEWICZ, Z., CWALINA, B. CHODUREK, E.; WILCZOK, T. The relationship
between microbial metabolic activity and biocorrosion of carbon steel Res.Microbiol.148,
785-793, 1997

CROLET, J.L. From biology and corrosion to biocorrosion Oceanologica Acta. 15, 87-
94, 1992

POSTGATE, J. R. The sulphate-reducing bacterial Cambridge University Press,
Cambridge, 1979,.

HITZMAN, D.O.; SPERL, G.T.; SNADBECK, K.A.method for reducing the amount of
and preventing the formation of hydrogen sulfide in an aqueous system”, US Patent
5,405,531. US Patent and Trademark Office, Washington, DC, 6 pp. ,1995

HITZMAN, D.O.; SPERL, G.T.; SNADBECK, K.A.. Composition for reducing the
amount of and preventing the formation of hydrogen sulfide in an aqueous system,



INTERCORR2008_101

particularly in an aqueous system used in oil field applications, US Patent 5,750,392. US
Patent and Trademark Office, Washington, DC, 7 pp., 1998
15 JENNEMAN, G.E.; GEVERTZ, D.,Sulfide —oxidizing bacteria”. US Patent 5,686,293. US
Patent and Trademark Office, Washington, DC, 9 pp., 1997
16 DAUMAS, S.; MARGOT, M.; CROLET, J.L. Measurement of the net production of
acidity by a sulphate reducing bacterium:experimental checking of theoretical models of
microbially influenced corrosion , Res.Microbiol., 144, 327-332, 1993
FARR, A.L., DAVIDSON, J.T. Protein
determination with Folin Phenol Reagent J.Biol Chem., 193, 265-275, 1951
18 PETERSON G.L., In METHODS IN ENZYMOLOGY 91, 95-111, 1983.

17 LOWRY O.H.; ROSENBROUGH, N.J;

Tabela I — CondicGes de extracéo de proteinas de células de uma cultura de BRS

PROCE- CODIGO | CELULA | AGENTE | US | GELO | N, 37°C | ENZIMA TEMPO
DIMENTO Uil IEs LIQUIDO
| XT + T - - - + - 1h
XTN + T,N - - - + - 1h
XTE + T, E - - - + - 1h
XTS + T,S - - - + - 1h
XTPN + T,P,N - - - + - 1h
1] XT + T - - + + - 30s x 30s (3X)
XTNE + T,NE - - + + - 30s x 30s (3X)
XTNS + T,N,S - - + + - 30s x 30s (3X)
XTNSE + T,N,S E| - - + + - 30s x 30s (3X)
XTP + T,P - - + + - 30s x 30s (3X)
XTN + T, N - - + + - 30s x 30s (3X)
] XT + T + + - - - 30s x 30s (3X)
XTNE + T,NE |+ + - - - 30s x 30s (3X)
XTP + T,P + + - - - 30s x 30s (3X)
XTN + T, N + + - - - 30s x 30s (3X)
v XU5 + - + - - - - 5 min
XOU5 + @) + - - - - 5 min
\Y XUl + - + + - - - 60s/60s (3X)
XOuU1l + 0] + + - - - 60s/60s (3X)
Vi XT, OU1 + T.O + | + - - - 60s/60s (3X)
XT, UL + T. + + - - - 60s/60s (3X)
XT. LU1 + T. + + - - L 60s/60s (3X)
XT.BLUL | + T, + | + ; _ L. B | 60s/60s (3X)

+ = presenga, - = auséncia, X = célula, T= Tris-HCI, T, = T+S+P+N, N = NaCl, E = EDTA, S = sacarose, P =
espermidina, O=NaOH, B= benzonase, L = lisozima
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Tabela Il — Caracteristicas das amostras utilizadas nos procedimentos de extracao.

PROCEDIMENTO AMOSTRA | PESO SECO
BRS-M (mg/mL)
I PCE-1
(37°C/1h) Ponto A 1,28
Fluido
I PCE-1
(N2 (1)/37°C - 3x 30s) Ponto A 1,47
Fluido
1! PGP-1
(US/gelo - 3 x 305) Ponto A 1,58
Residuo
v PGP-1
(NaOH + US - 5min) Ponto A 2,29
Fluido
\% PGP-1
(NaOH + US - 3 x 1min) Ponto A 2,29
Fluido
VI PGP-1
(LISOZIMA +US/gelo Ponto A Nd
- 3 x 1 minuto) Residuo
Tabela 111 — Teor de proteinas em BRS submetidas a incubacéo a 37°C, por 1 hora na

presenca de diferentes agentes quimicos (Procedimento ).

CODIGO S(%) P(%)
XT 66 34
XTN 56 44
XTE 70 30
XTS 39 61
XTPN 82 18

S: Sobrenadante (fracdo soltvel), P: precipitado (fracdo insolGvel)
X = célula, T= Tris-HCI, N = NaCl, E = EDTA, S = sacarose, P = espermidina,
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Tabela IV — Teor de proteinas em BRS submetidas ao choque com nitrogénio liquido e
banho a 37°C na presenca de diferentes agentes quimicos (Procedimento 11).

CODIGO S(%) P(%)
XT 61 39
XTNE 63 37
XTNS 86 14
XTNSE 82 18
XTP 76 24
XTN 57 43

S: Sobrenadante (fracéo soltvel), P: precipitado (fragdo insoltvel)
X = célula, T=Tris-HCI, N = NaCl, E = EDTA, S = sacarose, P = espermidina,

Tabela V — Teor de proteinas em BRS submetidas a choque com ultra-som e gelo,
na presenca de diferentes agentes quimicos (Procedimento I11).

CcODIGO S(%) P(%)
XT 68 32
XTNE 83 17
XTP 80 20
XTN 77 23

S: Sobrenadante (fracéo solGvel), P: precipitado (fracdo insoldvel)
X = célula, T=Tris-HCI, N = NaCl, E = EDTA, S = sacarose, P = espermidina

Tabela VI — Teor de proteinas em BRS submetidas ao tratamento continuo com ultra-
som na presenca de NaOH (Procedimento 1V).

CcODIGO S(%) P(%)
XU5 93 7
X0OU5 96 4

S: Sobrenadante (fracéo soltvel), P: precipitado (fragdo insoltvel)
U: ultra-som, O: NaOH, 5: 5 minutos, X = célula.
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Tabela VII — Teor de proteinas em BRS submetidas ao tratamento descontinuo com
ultra-som na presenca de NaOH (Procedimento V).

CODIGO S(%) P(%)
XU1 95 5
Xou1 100 0

S: Sobrenadante (fracdo soltvel), P: precipitado (fracdo insollvel)
U: ultra-som, O: NaOH, 1: 1 minutol, X = célula.

Tabela VIII — Teor de proteinas em BRS submetidas ao tratamento descontinuo com
ultra-som e gelo na presenca de NaOH ou lisozima (Procedimento 1V).

CODIGO S(%) P(%)
XT OU1 89 11
XT Ul 89 11
XT LUL 86 14
XT BLUL 86 14

S: Sobrenadante (fracdo soltvel), P: precipitado (fracéo insollvel)
X =célula, T .= T+S+P+N, N = NaCl, S = sacarose, P = espermidina,
0O=NaOH, B= benzonase, L = lisozima, U: ultra-som, 1: 1 minuto
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