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RESUMO

Avancos na biotecnologia proporcionaram possibilidades para o eficiente desempenho da
producdo em larga escala de diversas biomoléculas e consequentemente suas aplicagdes
industriais. A Escherichia coli se destaca dentre a gama de microrganismos que agem como
hospedeiros de genes, desempenhando a funcéo de codificar a sintese proteica. Os vetores mais
veiculados na producdo de proteinas recombinantes em E. coli sdo baseados no operon lac,
onde o isopropil B-D1-tio-galactopiranosideo (IPTG), analogo a molécula de lactose, é utilizado
para a inducdo da producdo da proteina de interesse. Estudos descritos na literatura também
observaram o bom desempenho da lactose como agente de inducdo da E. coli recombinante na
expressao de proteina verde fluorescente melhorada (Enhanced Green Fluorescent Protein —
EGFP), e suas vantagens quando comparada ao IPTG, como por exemplo menor custo e menor
toxicidade. A EGFP se tornou promissora pelo fato de ser monomérica e ndo precisar de auxilio
de quaisquer agentes adicionais para exibir atividade de fluorescéncia. Possui variadas
utilidades no campo biolégico como excelente biomarcador da expressao genica e biosensor.
Em bioprocessos, operados em biorreatores convencionais € fundamental o estudo dos
parametros interferentes nos cultivos para a otimizagdo da expressdo do produto desejado. A
oxigenacgdo em processos conduzidos de maneira aerébica, também é uma tarefa desafiadora
em biorreatores convencionais, sendo imprescindivel o controle da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio de cultura, o que pode ser limitante para o crescimento e para a expressao
da proteina de interesse. Em processos de producao de proteinas heter6logas presume-se que a
produtividade pode ser proporcional a densidade celular final deste microrganismo no cultivo.
Sendo assim, o presente trabalho visou a melhora do processo de obtencdo da proteina
heter6loga EGFP em biorreator convencional no modo de operagéo batelada. Foram realizados
experimentos testando diferentes concentracdes de glicose, lactose e IPTG, onde se observou
que a lactose se comportou de maneira mais eficiente e promissora como fonte de carbono e
agente indutor da expressdo proteica quando comparado ao IPTG. Através do planejamento
experimental denominado Delineamento Central Composto (DCC) observou-se que dentre as
variaveis estudadas (temperatura (X1), agitacdo (X2), preenchimento do frasco tipo Erlenmeyer
(X3) e concentracdo de lactose (Xa4)) apenas temperatura foi significativamente estatistica (nivel
de significancia de 99%) para a expressdo de EGFP no processo, de forma inversamente
proporcional, enquanto que concentracdo de lactose e preenchimento do frasco se mostraram
significativas para o crescimento celular de forma proporcional. Entre os experimentos
realizados em biorreator convencional variando taxa de agitacdo de 400 rpm a 1000 rpm e taxa
de aeracdo de 0,5 vvm a 0,75 vvm houve um aumento substancial da concentracdo de EGFP
com o aumento da agitacdo, o que ocorreu devido a transferéncia de oxigénio ser melhorada
em altas condicBes de agitacdo, ocorrendo aumento de kia (coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (h)) e OTR (Oxygen Transfer Rate — taxa de transferéncia de
oxigénio). A suplementagdo com 2,5 g/L de extrato de levedura ao meio utilizado nos
experimento (composto de LB 25 g/L com lactose 40g/L) proporcionou 0 aumento do consumo
da lactose de 20 g/L para 32 g/L aproximadamente. Observou-se também que as proteinas
formadas ao final do processo em biorreator ndo estavam com ativacdo completa do cromoforo,
que ocorre através da etapa de oxidacdo da molécula, pois em teste realizado submetendo a
biomassa celular diluida, em vazdo de oxigénio puro de 1 L/min aumentou em torno de 2,5
vezes a concentracdo de EGFP em relacdo a concentracéo inicial.

Palavras chaves: Cultivo de E. coli recombinante. Biorreator convencional. Proteina verde
fluorescente.



ABSTRACT

Advances in biotechnology have provided possibilities to the performance of large-scale of
biomolecules and therefore of their industrial applications. Escherichia coli stands out among
microorganisms that act as host genes, functioning as a synthetic protein. The most useful
vectors for the production of recombinant proteins in E. coli are based on the operon lac, where
isopropyl B-D1-thiogalactopyroside (IPTG), analogous to lactose, is used to induce the
production of proteins of interest. Studies in the literature have also observed the good
performance of lactose as an inducer of recombinant E. coli in the expression of Enhanced
Green Fluorescent Protein (EGFP), and its advantages when compared to IPTG, such as lower
cost and toxicity. EGFP becomes promising because it is monomeric and does not need to help
the main agents for fluorescence activity. It has several uses in the biological field as an
excellent biomarker of gene expression and biosensor. In bioprocesses, operated in
conventional bioreactors, it is fundamental to study the interfering parameters in the cultures to
optimize the expression of the desired product. Oxygenation in aerobically conducted processes
is also a challenging task in conventional bioreactors, with control of the concentration of
dissolved oxygen in the culture medium is essential, which may be limiting for growth and
expression of the protein of interest. In processes of production of heterologous proteins, it is
assumed that the productivity may be proportional to the final cell density of this microorganism
in the culture. Thus, the present work aimed at improving the process of obtaining the
heterologous protein EGFP in conventional bioreactor in the mode of batch operation.
Experiments were performed testing different concentrations of glucose, lactose and IPTG,
where it was observed that lactose behaved in a more efficient and promising way as a source
of carbon and inducing agent of protein expression when compared to IPTG. Experimental
design called the Central Compound Designation (CCD) showed that temperature (Xi),
agitation (X2), Erlenmeyer flask filling (X3) and lactose concentration (Xs) (level of
significance of 99%) for the expression of EGFP in the process, inversely proportional, whereas
lactose concentration and filling of the flask were shown to be significant for the cellular growth
proportionally. Among the experiments performed in conventional bioreactor, varying agitation
rate from 400 rpm to 1000 rpm and aeration rate of 0.5 vvm to 0.75 vvm there was a substantial
increase in EGFP concentration with increased agitation, which was due to oxygen transfer
coefficient (h™Y)) and OTR (Oxygen Transfer Rate) were observed. Supplementation with 2.5 g
/ L of yeast extract in the medium used in the experiment (composed of LB 25 g/ L with lactose
40 g/ L) provided an increase in lactose consumption from 20 g / L to approximately 32 g/ L.
It was also observed that the proteins formed at the end of the process in bioreactor were not
with complete activation of the chromophore that occurs through the oxidation stage of the
molecule, as in a test performed by subjecting the cellular biomass diluted, the pure oxygen
flow rate of 1 L / min increased about 2.5 times the concentration of EGFP over the initial
concentration.

Key words: recombinant E. coli cultivation. Conventional bioreactor. Green Fluorescent
Protein.
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1. INTRODUCAO

Os avancos em processos biotecnologicos tem proporcionado melhorias significativas
na qualidade da vida humana, como por exemplo a utilizacdo de proteinas recombinantes,
fertilizacdo in vitro, produc&o de antibioticos e vacinas e produgdo de anticorpos monoclonais.
(DORAN 2012)

A GFP (Green Fluorescent Protein — Proteina verde fluorescente), observada pela
primeira vez, na forma selvagem, na &gua-viva bioluminescente Aequorea victoria
(SHIMOMURA et al., 1962) faz parte da ampla gama e proteinas fluorescentes, utilizadas como
biomarcador, que merecem destaque. Esta proteina, em especial, merece destaque pelo fato de
ser monomeérica e ndo precisar de auxilio de nenhum agente ou cofator adicional para exibir
atividade de fluorescéncia (HEIM et al.,1994).

A Escherichia coli (E. coli) se destaca, dentre a gama de microrganismos que agem
como hospedeiros de genes, desempenhando a funcdo de codificar a sintese proteica. Os
vetores, ou também chamados de plasmideos de expressdo, mais veiculado na producdo de
proteinas recombinantes em E. coli sdo baseados no operon lac, onde o isopropil B-D1-tio-
galactopiranosideo (IPTG), é utilizado para a inducdo da producdo da proteina de interesse
(SORENSEN e MORTENSEN, 2005).

A utilizacdo de E. coli em cultivos celulares € bastante utilizada em biotecnologia pois
seu crescimento é rapido, o que significa um aumento da produtividade do produto de interesse
no cultivo (BLIGHT e HOLLAND, 1994; HORTA 2011). Sendo assim, utilizar cultivos de E.
coli para producdo de proteinas recombinantes tém realcado a aplicacdo bem-sucedida na
biotecnologia aliada a area de salde.

Manipula¢des genéticas possibilitaram a obtencdo de uma variacao de GFP selvagem,
a EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), possui maior emissao de fluorescéncia quando
comparada a GFP selvagem e a oxidacdo pos-traducional, necessaria para que ocorra emissao
de fluorescéncia pelo cromo6foro ocorre quatro vezes mais rapido na proteina melhorada (HEIM
etal., 1995; KREMERS, et al., 2006).

A EGFP pode ser usada como biomarcador, agente de auxilio na visualizacdo da
arquitetura celular e marcador da dindmica e comportamento de si propria na biologia celular.
Por ser instantaneamente detectavel, esta proteina torna-se uma consideravel ferramenta no
processo de aperfeicoamento de purificacdo de proteinas recombinantes e também pode ser
aplicada como um poderoso marcador de expressao geneética in vivo sem comprometer a

localizagéo real das proteinas fundidas (DUAN et al., 2013).
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Além do amplo impacto na tecnologia devidos a estudos com EGFP, vérias empresas
também incorporaram este reporter para, por exemplo, rastreio de drogas de alto rendimento,
avaliacdo de vetores virais para terapia genética humana, controle bioldgico de pragas e
monitoramento de microrganismos geneticamente modificados.

Uma vez delineada a etapa de expressdo da proteina de interesse faz-se fundamental,
em algumas circunstancias, como por exemplo para a utilizagdo da EGFP como biosensor 6tico,
que essa consiga ser expressa em escala industrial, de maneira que o rendimento de produto
aumente (CINELLI et al., 2001). Apesar da vasta utilizacdo da EGFP na biotecnologia, ainda
s80 necessarios novos estudos que visem a otimizacdo e desenvolvimento de processos mais
eficientes para sua producdo (HUANG e SHUSTA, 2005).

Experimentos em frasco de agitacao realizados no estudo de cultivos em pequena escala
tem algumas vantagens, como por exemplo, a facilidade de manipulacdo, baixo custo de
processo produtivo, e a possibilidade de realizar varios experimentos simultaneamente. No
entanto, o suprimento de oxigénio para a célula pode se tornar limitante se a demanda do mesmo
exceder a capacidade de transferéncia de oxigénio através do fechamento do frasco de agitacédo
e/ou a interface gas-liquido. Em contrapartida, um biorreator oferece maior acesso no controle
da transferéncia de oxigénio e também a possibilidade controle de pH. O ar é introduzido
diretamente no sistema por meio de um difusor e a concentracdo de oxigénio na solucdo pode
ser mantida em niveis elevados (VEGLIO et al., 1998).

Desta maneira, testes realizados com o objetivo de otimizar os parametros relacionados
a bioprocessos, como por exemplo agitacdo, vazdo de ar, pH, composicdo do meio e
disponibilidade de oxigénio dissolvido totalmente controladas em biorreatores laboratoriais,
podem ser realizados de modo a permitir o crescimento do microrganismo e consequentemente
maximizar producdo da proteina desejada.

A oxigenacdo em processos aerobicos também € uma tarefa desafiadora em biorreatores
convencionais, sendo imprescindivel o controle da concentragdo de oxigénio dissolvido no
meio de cultura, o que pode ser limitante para o crescimento e atividade microbiana. (KNOLL
et al., 2007)

Cultivos em reatores no modo batelada, que séo cultivos onde todo o suprimento de
fonte de carbono, pH e temperatura sdo ajustados no inicio do cultivo e mantidos da mesma
forma até seu término, sem alteracdo das condigdes durante todo o crescimento bacteriano, séo

comumente utilizados na busca de melhores concentragdes celulares. (HORTA, 2011)
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Acredita-se que producdo de proteinas heter6logas esteja diretamente relacionada a
concentracdo celular do microrganismo. Por isso torna-se interessante buscar otimizar o
processo de crescimento celular e 0 aumento da expressao proteica, verificando a relagdo entre
estas duas fases em conjunto com estratégias que possam reduzir 0s custos dos processos

realizado em larga escala.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Escherichia coli

A E. coli foi descrita em 1885 por Theodor Escherich, se apresenta na forma de bacilo
e pertence a familia das Enterobacteriaceae. Denominado um organismo procarioto, € uma
bactéria classificada como Gram negativa (Figura 1), onde apresenta em sua estrutura de parede
celular uma membrana interna (citoplasmatica) e uma membrana externa envolta por
lipopolissacarideos. Estas duas membranas sdo separadas por uma camada de peptideoglicano
e por um espaco periplasmatico. Possui metabolismo anaerdbio facultativo, ou seja pode ser
cultivada em condicdes de aerobiose e anaerobiose (NEIDHARDT et al., 1990).

Classificada, em relacdo a temperatura, como mesdfila, seu crescimento celular se dé na
faixa de temperatura entre 8°C a 48°C, sendo sua temperatura 6tima de crescimento a 37°C. A
glicose é o substrato mais utilizado como fonte de carbono e energia no crescimento desse
microrganismo. A E. coli possui, tipicamente, flagelos e pili, ambos surgem da membrana
citoplasmatica. Os flagelos sdo organelas que auxiliam a locomog¢do enquanto os pili sdo
organelas de adesdo ou que permitem a transferéncia de DNA durante a conjugacédo bacteriana
(NEIDHARDT et al., 1990).

Figura 1. Diferenca estrutural da composicéo de parede bacteriana entre bactérias Gram negativas (a) e bactérias
Gram positivas (b)
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http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/v5n2/sanchez_archivos/image009.jpg

19

O material genético se encontra na regido central, constituido de uma molécula de
DNA circular. Outras moléculas pequenas de DNA circular podem existir, sendo denominadas
plasmideos. (TORTORA et al., 2012).

Desde a década de 70 a tecnologia de DNA recombinante vem sendo utilizada para
estudar mecanismos de replicacdo e expressdao génica, para elucidacdo da sequéncia
codificadora de um gene de interesse e consequentemente da proteina codificada por ele. Esta
técnica também pode ser empregada no desenvolvimento de microrganismos recombinantes
capazes de produzir substancias uteis, tais como a insulina humana, horménio de crescimento,
vacinas, enzimas industriais e proteinas de forma geral.

A E. coli é o sistema de expressdo mais utilizado para a producdo de proteinas
recombinantes para estudos estruturais e funcionais devido a varios fatores, como a facilidade
com que este organismo pode ser manipulado geneticamente, suas elevadas taxas de
crescimento ja identificada e seus baixos requisitos nutricionais. (BLIGHT e HOLLAND, 1994;
ROCHA, 2003)

Na utilizacdo de microrganismos recombinantes, a sintese de proteinas heterélogas
acarreta uma diminuicao significativa de recursos celulares, como por exemplo nucleotideos e
aminoacidos, isso ocorre pois parte significativa da producdo de energia celular e de
aminoacidos gerados sdo direcionados a sintese proteica, podendo gerar no microrganismo um
estresse metabdlico (KILIKIAN et al., 2000).

Nestes sistemas de expressdo em microrganismos recombinantes, além da energia
celular necessaria para a fase de sintese proteica, também é necessario que uma porcentagem
da energia seja destinada para a etapa de replicacdo e manutencdo do plasmideo, isso
compromete o crescimento celular o que pode levar a uma diminuicdo no rendimento de
biomassa. Ademais a instabilidade plasmidial pode acarretar o surgimento de uma populacéo
de células com auséncia do plasmideo de interesse (GLICK, 1995; HEYLAND et al., 2011;
MOROWVAT et al., 2014).

A ndo retencdo do plasmideo € consequéncia da distribuicdo desigual dos mesmos
durante a divisdo celular do microrganismo. Uma estratégia promissora utilizada para evitar
esse mecanismo de perda do plasmideo durante a divisdo celular é a inser¢éo, no plasmideo, de
genes de resisténcia a antibioticos criando, assim, uma pressao seletiva para que o plasmideo
seja retido pelas células recombinantes (HAGG et al., 2004).

Muitos sdo os fatores que podem influenciar a producédo de proteinas heterdlogas por

microrganismos recombinantes, tais como temperatura do processo, substrato utilizado como
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fonte de carbono e nitrogénio, composi¢do do meio de cultura, a condi¢do de agitacdo do
equipamento utilizado, entre outros. Uma das fontes de carbono mais utilizadas para cultivos
com E. coli é a glicose, que em condicdes de aerobiose, ap0s ser catabolizada a piruvato e
oxidada pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase a acetilcoenzima A (acetil-CoA)
através de uma descarboxilagdo oxidativa. Quando o fluxo de consumo da glicose pela via
metabdlica supera a capacidade de assimilagdo da acetil-CoA pela via do &cido citrico e/ou
cadeia transportadora de elétrons, ocorre acimulo da enzima que é, portanto, transformada em
acetato liberado no meio de cultivo (LEE, 1996).

Afim de evitar a producdo de metabdlitos indesejaveis, como o acetato, uma alternativa
ao uso da glicose pode ser a lactose. Sabe-se que o metabolismo da lactose pela célula bacteriana
depende da expressao de proteinas liberadas apenas quando em presenca deste dissacarideo ou
seus analogos. A expressao de tais enzimas € regulada e coordenada pelo operon indutivel lac
(esquematizado na Figura 2), proposto por Francois Jacob e Jacques Monod (TORTORA et al.,
2012).

Figura 2. Esquema das regides que compdem o operon lac
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FONTE: adaptado de TORTORA et al., 2012.

O operon lac (Figura 2) é composto por um conjunto de genes regulados por apenas
um operador. Tal estrutura € constituida por um sitio promotor (P) e um sitio operador (O) que
juntos formam a regido de controle, também é constituido por genes estruturais que codificam
proteinas indutiveis, sendo esses o lacZ, lacY e lacA, e por fim possui uma regido reguladora,

lacl, responsavel por codificar a proteina que regulard o operon (TORTORA et al., 2012).
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Na auséncia de lactose, a proteina repressora encontrada livre no meio celular se liga
ao operador (O) impedindo, assim, que ocorra a transcri¢do dos genes estruturais subsequentes.
Ja quando hé presenca de lactose no meio, seu metabdlito alolactose tem afinidade de ligagédo
com a proteina repressora encontrada no meio celular. Quando se liga a essa proteina, a
alolactose promove uma mudancga conformacional na mesma impedindo que ocorra a ligagéo
desta ao operador (O), dessa forma possibilita que a RNA polimerase ligue-se a regido
promotora e inicie a transcricdo dos genes que codificam as enzimas necessarias a
metabolizacdo da lactose (esquematizado na Figura 3). Os genes estruturais que compde 0
operon lac tem funcGes especificas no metabolismo da lactose, como por exemplo o lacZ
codifica a B-galactosidase que é responsavel por realizar a hidrélise da lactose em galactose e
glicose, 0 gene lacY é responsavel por codificar a enzima lac permease, que realiza o transporte
da lactose do meio extracelular para o meio intracelular (LEHNINGER, 2006). Por fim, 0 gene
lacA codifica a transacetilase, enzima cuja funcdo fisioldgica exata ainda é desconhecida
(CHAMPE, et al., 2009; TORTORA et al., 2012).

Figura 3. Esquema da metabolizacdo da lactose pelo operon lac
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FONTE: adaptado de http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupo7/iniciar/aulaexp/expl-2.html

Concomitantemente ao processo descrito acima, referente a presenca da alolactose

inativando a proteina repressora para que a transcri¢cdo dos genes estruturais aconteca, também


http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupo7/iniciar/aulaexp/exp1-2.html
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é necessario que haja presenga de AMP ciclico (CAMP) no meio celular. Quando acumulado, o
CAMP se liga ao sitio alostérico da proteina ativadora catabdlica (CAP) alterando sua
conformacao e permitindo a ligacao desta ao promotor lac (P). Essa alteracdo conformacional
favorece a ligacdo da RNA polimerase ao promotor, iniciando-se desta forma a transcri¢do dos
genes de interesse Z, Y e A (esquematizado na Figura 4) (TORTORA et al., 2012).

Figura 4. Esquema da metabolizacdo da lactose quando na auséncia de glicose no meio
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FONTE: Adaptado de TORTORA et al., 2012

Sabe-se a glicose controla a formacdo de CAMP, quando a mesma nao esta presente
no meio ocorre um acumulo de cAMP favorecendo a transcricdo dos genes estruturais do
operon lac. Portanto, quando a glicose esta presente, ela desencadeia um processo chamado de
repressao catabdlica, no qual a utilizacdo de lactose fica reprimida devido a repressdo da ligacéo
da RNA polimerase ao promotor impedindo a transcrigdo das enzimas [-galactosidase,
permease e transacetilase (CHAMPE et al., 2009).

Como demonstrado na figura 3 o funcionamento do sistema operon lac é dependente
de um indutor, podendo ser a alolactose ou um anélogo. Com ampla utilizago na literatura, o
isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) se mostrou bastante eficiente na indugéo e possui
a vantagem de ndo ser consumido durante o processo, em contrapartida tem apresentado duas
grandes desvantagens quando escalonado o processo para producgéo industrial, é caro e toxico.
(SHOJAOSADATI et al., 2008; ZHANG et al., 2009; SANTOS, 2012)
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Os vetores de transcrigdo de genes heterélogos utilizando o microrganismo E. coli sdo
baseados no operon lac. A estirpe ou fundo genético para expressdo recombinante é altamente
importante. As estirpes de expressdo devem ser deficientes nas proteases naturais mais nocivas,
manter o plasmideo de expressdo estavel e conferir os elementos génicos relevantes para o
sistema de expressdo. (SORENSEN e MORTENSEN 2005)

Uma das estirpes de E. coli mais utilizadas € a linhagem BL21, pois esse sistema obtém
elevadas quantidades de proteinas recombinantes. Esta cepa possui em seu genoma uma copia
do gene codificador da enzima T7 RNA polimerase junto ao plasmideo contendo o gene
referente a proteina de interesse. Desta forma, se faz necessério o uso de um agente indutor que
permita a inativacdo da proteina repressora iniciando a transcricdo do gene da T7 RNA
polimerase e, consequentemente, do gene da proteina de interesse contidos no vetor pET
(NOVAGEN, 2005; BRIAND et al. 2016)

A linhagem E. coli BL21 provou ser excelente em aplicacbes de expressao
recombinante, é uma cepa robusta de E. coli, capaz de crescer vigorosamente em meios
minimos, porém ndo patogénica e com pouca probabilidade de sobreviver nos tecidos do
hospedeiro e causar doenca. (CHART et al., 2000)

A manutencdo de condicOes aerdbicas durante os cultivos com E. coli recombinante
se faz necessario para a otimizacao da sintese proteica, uma vez que em condic¢Bes anaerdbicas
a formacdo de metabdlitos indesejaveis como acido acético e &cido latico dificultam o
crescimento celular e a producéo da proteina de interesse. (RIESENBERG e GUTHKE 1999)

2.2 Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP)

A proteina verde fluorescente (GFP — Green Fluorescent Protein) proveniente da
agua-viva bioluminescente Aequorea victoria, € uma proteina globular de carater 4cido com
238 aminoacidos e massa molecular de 27 kDa. Séao representados na Figura 5 sua estrutura
cristalografica que é composta por um conjunto de dois mondmeros dispostos em 11 fitas
formadoras de folhas B-pregueadas que se ordenam formando um cilindro, que abriga em seu
centro geométrico o grupo cromoforo, ligado ao cilindro Barril- B por a-hélices (YANG,;
MOSS; PHILLIPS JR, 1996). Tal grupamento se encontra posicionado no centro da proteina
sendo protegido, assim, da a¢do de possiveis agentes de extin¢do de fluorescéncia (ENOKI et
al, 2004).

E extremamente estavel gracas a sua estrutura terciaria compacta, resistente a acéo de

proteases e agente quimicos, mantem sua fluorescéncia em um largo espectro de pH (5,5a12,0)
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e em temperaturas elevadas, como 70°C. Sua fluorescéncia visivel deve-se a formacdo de um
grupamento cromoforo originado a partir da ciclizacdo do tripepitideo serina (Ser), tirosina
(Tyr) e glicina (Gly), presentes na cadeia proteica, portanto ndo necessita de nenhum cofator

externo ou substrato para a emissdo de fluorescéncia (CODY et al., 1993).

Figura 5. Representacao da estrutura proteica da GFP e seu croméforo

Fonte: Retirado de http://2.bp.blogspot.com/-
PREekctWph8/T9cVneGftr/AAAAAAAAIIS/YyAT710_fSVCc/s1600/bioluminiscente.jpg

Quando exposta a luz ultravioleta sua méaxima excitacdo é provocada em uma faixa de
comprimento de onda de 395 nm a 470 nm e a emissdo de fluorescéncia em uma faixa de 508
nm a 540 nm (PENNA e ISHII, 2002).

A formacdo do cromoforo, proposto por Heim e colaboradores em 1994 ¢é
esquematizado na Figura 6 (HEIM et al., 1994).
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Figura 6. Esquema da formacédo do grupamento cromoforo da proteina GFP
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A porcdo da cadeia de GFP representada pela estrutura (1), apds transcrita, passa por
uma etapa de cicliza¢do na qual o grupamento amida do residuo de glicina se liga a carbonila
do residuo de serina, levando a formacédo da por¢édo (2). Entretanto, esta apresenta-se incapaz
de emitir fluorescéncia até que ocorra a oxidagdo com desidrogenacao do residuo de tirosina e
formacéo do fluoroforo p-hidroxi benzilideno imidazolidina (3), responsavel pela fluorescéncia
intrinseca da molécula. Quando na auséncia de oxigénio, a biossintese da molécula cessa na
formagéo do composto (2) (HEIM et. al, 1994).

A Figura 7 apresenta algumas modificagcdes na molécula da GFP originaram proteinas
com diferentes cores de fluorescéncia, por exemplo fluorescéncia azul (BFP — Blue Fluorescent
Protein) (HEIM et al., 1994), ciano (ECFP — Enhanced Grey Fluorescent Protein) e amarela
esverdeada (EYFP — Enhanced Yellow Fluorescent Protein). Além dessas modificacdes
moleculares, manipulacdes genéticas possibilitaram a obtencdo de uma variacdo de GFP
selvagem, como por exemplo a EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), que possui maior
emissdo de fluorescéncia quando comparada a GFP selvagem e a oxidacdo pds-traducional,
necessaria para que ocorra emissao de fluorescéncia pelo cromdéforo ocorre quatro vezes mais
rapido na proteina melhorada (HEIM et al., 1995; KREMERS, et al., 2006).
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Figura 7. Mutacgdes de GFP selvagem (a) e croméforo da GFP selvagem (b).
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FONTE: http://zeiss campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/images/aequoreafpintrofigure3.jpg

A fluorescéncia desta proteina estudada é estdvel e pode ser monitorada pela
microscopia de fluorescéncia, por citometria de fluxo, ou por técnicas macroscopicas de simples
inspecdo visual. Devido a presenga de um grupo fenol no croméforo, a maioria das variagdes
de GFP indicam as faixas pH-sensiveis de absorcdo e de fluorescéncia. Esse comportamento
foi explorado para projetar geneticamente os indicadores de pH em estudos da regulacdo de pH
intracelulares especificos que ndo podem ser avaliados usando corantes convencionais. Estes
indicadores de pH contribuiram para a elucidacdo sobre um nimero de func@es celulares onde
o0 pH intracelular € um modulador importante (BIZARRI et al., 2009).

A GFP e suas variagdes tem sido usada como repdrter fluorescente em uma variedade
de aplicagcdes para monitorar processos dindmicos em organismos incluindo a expressao de
gene, a localizagéo de proteinas, a dindmica intracelular, em monitoramento de condi¢fes como
pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio e nutrientes em culturas de microrganismos
(CHALFIE et al., 1994; NIENDETHAL et al., 1996; POPPENBORG et al., 1997; MARCH et
al., 2003).

Como a utilizagdo do modelo recombinante de E. coli como sistema de expressao
heter6logo para a producdo de EGFP é vasto, diversos estudos sdo encontrados na literatura a
fim de avaliar a influéncia de parametros fisico-quimicos no crescimento celular e na producéo
das biomoléculas (AUCOIN et al., 2006; CHEW et al., 2012; VERA et al 2007).
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O modelo recombinante utilizado neste trabalho foi a Escherichia coli BL21(DE3) com
os plasmideos pET28(a) e pLysS que conferem resisténcia aos antibiéticos canamicina e
cloranfenicol, respectivamente. O plasmideo pET28(a) é responsavel pela producdo da EGFP
e pela T7 RNA polimerase, enquanto o pLysS € um plasmideo utilizado para limitar o escape
da expressdo de proteinas, artificio inteligente para garantir a producéo de proteinas heterélogas
apenas na presenca de um agente indutor especifico, mantendo os ciclos de proliferacdo celular
e producao distintos (BENOIT et al., 2007).

2.3 Biorreator e Bioprocessos

Bioprocessos séo fundamentais na maior parte dos processos industriais para formagéo
de produtos quimicos, alimentares e farmacéuticos. De maneira geral um bioprocesso ocorre
envolvendo o uso de equipamentos, como biorreatores, que possibilitam a conversdo de um
substrato em um produto desejado através da utilizacdo de microrganismos (por exemplo)
(SCHUGERL et al., 1987).

O uso de microrganismos utilizados na transformacdo de materiais biolégicos em
alimentos fermentados iniciou-se ha séculos, desde entdo bioprocessos estdo sendo
desenvolvidos em uma ampla margem de produtos comerciais como alcool industrial,
antibiodticos, proteinas terapéuticas, tratamento de agua, producdo de cerveja e vacinas.
(DORAN 2012)

O esquema demonstrado na Figura 7 ilustra as muitas etapas existentes que estruturam e
elucidam um bioprocesso como um todo, como exemplo a figura ilustra um bioprocesso
derivado da expressdo de proteinas heter6logas por microrganismos recombinantes, mas essa
ndo € a Unica versdao que pode ser elucidada. Dentre as varias etapas constituintes de um
bioprocesso como um todo as etapas iniciais (1-11) estdo relacionadas a manipulacéo genética
para construcdo de um modelo recombinante, onde o nivel de expressdo do produto desejado e
a estabilidade das estirpes fabricadas sdo avaliadas. Nas etapas relacionadas ao crescimento e
expressdao do produto esperado (12-15), sdo otimizados os parametros para o cultivo do
microrganismo, como composicdo do meio, pH, temperatura, velocidade de agitacdo, taxa de
aeracdo, sistema de operagdo do biorreator e etc. Essas etapas séo escalonadas desde pequena
escala laboratorial a escala industrial, em cada etapa sdo realizados os ajustes dos parametros
necessarios de modo a aumentar o crescimento celular e a concentragdo do produto. As etapas

finais (16 e 17) séo etapas de purificacdo, onde € necessario que a partir do caldo cultivado
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possa ser isolado apenas o produto desejado para que haja a comercializacdo industrial
(DORAN 2012).

Figura 8. Etapas de desenvolvimento de um novo bioprocesso para fabricagdo comercial envolvendo um

produto derivado de DNA recombinante
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FONTE: adaptado DORAN 2012

A utilizacdo de biorreatores na industria tem papel essencial na producdo e manutengédo
de culturas celulares em bioprocessos. Tais sistemas sdo confeccionados afim de controlar
parametros importantes durante o bioprocesso, parametros esses que viabilizam a manutencao
do microrganismo utilizado envolvido em um ambiente adequado, proporcionando condicdes
Otimas de crescimento e de producgdo dos metabdlitos de interesse. (SCHUGER, 1987).

A homogeneizagdo e mistura em um biorreator sdo de extrema importancia para que
haja sucesso no cultivo, pois a falta de um nutriente é crucial para o crescimento do
microrganismo. Ademais, a homogeneizacao também é importante para a dispersao de solidos
insoltveis, a homogeneizacdo de temperatura, pH e nutrientes em todo o biorreator e a

transferéncia de oxigénio para o meio liquido (CERRI 2009).
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A escolha pelo tipo de equipamento a ser utilizado depende da avaliacdo de muitos
fatores, dentre eles, o nimero de fases que compde o sistema (homogéneo ou heterogéneo), o
volume de producéo, a velocidade que a reacdo ocorre, 0 custo e a produtividade do processo,
entre outros (RIESENBERG e GUTHKE, 1999).

O equipamento mais utilizado para disperséo do gas na fase liquida, especialmente em
bioprocessos operados de forma aerdbica, € o biorreator do tipo tanque agitado e aerado no qual
0 oxigénio (O») é transferido para o meio liquido com o auxilio de agitacdo mecénica (CERRI
2009).

Biorreatores do tipo tanque agitado e aerado (Figura 8-a) também conhecidos como
biorreatores convencional, tem sua agitacdo gerada através de impelidores conectados a um
eixo central, giratorio e aerado pela parte inferior do equipamento, esse tipo de equipamento €
munido de selo mecanico que garante a assepsia do processo, eletrodos esterilizaveis
conectados a controladores de pH e O dissolvido, entre outros periféricos (ALEKSIEVA e
PEEVA, 2000). A agitagdo nesse tipo de reator tem fungdes como transferéncia de quantidade
de movimento, calor e massa.

Através da busca em melhorar a qualidade e o desempenho de biorreatores
convencionais se obtiveram diferentes tipos de impelidores, tornando-se o tipo turbina de seis
pas planas ou tipo Rushton (Figura 8-b) um dos tipos mais utilizados (ASENJO e MERCHUK,
1994).
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Figura 9. Biorreator do tipo tanque agitado e aerado (a); impelidores tipo turbina de seis pas planas ou tipo
Rushton (b)

-
S

. . . b) impelidores
a) Biorreator do tipo tanque agitado e aerado

FONTE: figura a e b desenhadas por Vitor Teixeira Mazziero, aluno de gradua¢do em Engenharia de
Bioprocessos ¢ Biotecnologia pela Universidade Estadual Paulista “Jtlio de Mesquita Filho” UNESP, Campus
Araraquara.

Biorreatores do tipo tanque agitado sdo capazes de fornecer valores altos de taxa de
transferéncia de massa e calor e a homogeneidade da massa dentro do equipamento é eficiente.
Usualmente nesses sistemas as variaveis mais importantes sdo a velocidade de agitacdo dada
em rotacdes por minuto (rpm), o tipo e a quantidade de agitadores e a taxa de aeracao utilizada
dada em litros por minuto (L/min) (CERRI 2009).

Em bioprocessos onde o microrganismo seja cultivado de forma aerdbica, o Oz é um
substrato essencial, sendo necessario que seu fornecimento seja de modo continuo e eficaz para
suprir a demanda que a célula necessita. Além disso, como descrito no trabalho anteriormente
é de fundamental importancia que a transferéncia de oxigénio seja otimizada pois a emisséo de
fluorescéncia pelo cromoforo da EGFP é totalmente dependente da fase de oxidacdo da
molécula (HEIM 1994).

Quando comparado a outros nutrientes presentes em meios de cultura, o oxigénio
apresenta-se em concentracdes em torno de 10 mg/L a 20°C, podendo sua concentracéo ser
entre 1.000 a 10.000 vezes menor que as concentragdes de outros componentes do meio, como
a glicose por exemplo (BAILEY e OLLIS, 1986).
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A resisténcia global a transferéncia de oxigénio gas-liquido é a soma das resisténcias
individuais, e suas magnitudes dependem da hidrodindmica da bolha e da fase liquida, da
composicdo e reologia do meio de cultura na presenca do microrganismo utilizado,
concentracdo e atividade celular, assim como do fenémeno interfacial gas-liquido, sendo o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) utilizado para comparar a
capacidade de transferéncia desse gas em biorreatores operados em condicdes aerdbicas
(KARGI e MOO-YOUNG, 1985).

O kLa pode ser definido como o produto do coeficiente de transferéncia de massa de
filme liquido (kL) pela area interfacial especifica de troca de massa (a), ambos dependentes de
uma serie de variaveis:

1) propriedades do liquido (densidade, difusividade e tensdo superficial);

2) propriedades dinamicas do liquido (viscosidade e parametros reoldgicos);

3) intensidade de agitacdo e fluxo da alimentagdo do gas.

De maneira geral, as variaveis do grupo 1 ndo modificam drasticamente (kLa)
diferente das variaveis dos grupos 2 e 3 que alteram significativamente o valor do mesmo
(CERRI 2009).

A taxa de transferéncia de oxigénio (OTR- Oxygen Transfer Rate) é avaliada pelas
diferentes condi¢des de operacionais e geométricas dos biorreatores, sua medida é determinada
pelo kLa, que por sua vez é afetado pelos parametros geométricos dos impelidores e do vaso,
propriedades reoldgicas do meio de cultura (como viscosidade e tensdo superficial), condi¢bes
de operacdo e a concentracdo e morfologia do microrganismo (MOHAMED et al., 2009)

Existem relatos na literatura que cultivos utilizando bactérias e fungos filamentosos
possuem dificuldade na transferéncia de oxigénio em decorréncia da formacéo de aglomerados
celulares que acabam apresentando comportamento ndo newtoniano (KAROW et al., 1953;
RICHARDS, 1976). Aglomerados estes que aumentam a viscosidade do meio de cultura
(OLSVIK e KRISTIANSEN, 1994). Entretanto, em processos realizados onde o microrganismo
utilizado sdo bactérias unicelulares ndo filamentosas, como a E. coli, a reologia do meio néo
apresenta grande variacdo, ndo sendo este um fator limitante & transferéncia de oxigénio
(LOZANO, 1982).

A concentragéo de oxigénio dissolvido no meio depende da OTR da fase gasosa para
a liquida, da taxa de O2 consumido pela célula e da taxa de entrada desse substrato no interior
do microrganismo (OCHOA e GOMEZ 2009).
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Para controlar a concentracdo de oxigénio dissolvido em niveis satisfatorios, onde néo
ocorra limitacdo do mesmo, é necessario o monitoramento do oxigénio com ajustes em dois
parametros especificos, a taxa de fluxo de ar e a frequéncia de agitacdo (SANTISTEBAN e
MAUGERI 2005).

Além de permitir o controle dos parametros até aqui descritos, a utilizacdo de
biorreatores convencional fornece a possibilidade de variar diferentes perfis de operacdo do
sistema, a depender do objeto em estudo. Nesse contexto, diferentes modos de operacdo do
processo podem ser adotados, dentre eles: continuo, batelada (batch) e batelada alimentada (fed-
batch) (OCHOA e GOMEZ 2009).

De maneira geral estes trés modos operacionais diferem-se pela maneira que 0s
nutrientes, com excecdo do oxigénio, sdo fornecidos ao microrganismo. No modo batelada
todos os nutrientes estdo no meio de cultura preparado antes da inoculacdo; no modo batelada
alimentada ha adicdo de nutrientes ao decorrer do processo de cultivo, ou seja o volume
operacional do reator inicia em uma escala menor e vai aumentando a medida em que o sistema
¢ alimentado com nutrientes porém ndo ha remocéo de caldo durante o processo; e por Gltimo
no modo continuo uma quantidade de caldo nutricional entra ao sistema e a mesma quantidade

é removida continuamente.

2.4 Planejamento experimental fatorial

Planejamento fatorial € uma ferramenta que permite avaliar diversas variaveis, seus
efeitos individuais bem como os efeitos de suas interagdes com a vantagem de realizar um
menor nimero de ensaios.

Geralmente, a otimizacdo de varidveis experimentais é realizada através de
procedimentos que avaliam o efeito singular de uma variavel em um estudo, apresentando
desvantagens como o tempo gasto para otimizacdo e a falta de avaliagdo acerca das interagoes
entre as variaveis em conjunto.

Dentre os diversos tipos de planejamentos experimental, os sistemas de planejamento
fatorial destacam-se por permitirem avaliar simultaneamente o efeito de um grande nimero de
variaveis, a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais, quando comparados aos
processos univariados (PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

Este tipo de planejamento normalmente é representado por b¥, sendo que k representa
0 numero de fatores e b o numero de niveis escolhidos (NEVES et al., 2002). Para estes autores

0 caso mais simples de planejamento fatorial € aquele em que cada fator k esta presente em
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apenas dois niveis (experimento fatorial 2¥), ou seja, em um experimento com k fatores (ou
variaveis) e dois niveis, sdo realizadas 2 x 2 x ... x 2 (k vezes) = 2 observacdes da variavel
resposta. Esta representacdo mostra que, se em um planejamento forem escolhidos 2 diferentes
niveis para 3 fatores (23), o nimero de experimentos diferentes a serem realizados sera 8.

Neste tipo de planejamento fatorial, no qual os niveis sdo codificados com os sinais
(+) e (-), a atribuicdo aos niveis superiores ou inferiores se d& de forma arbitraria e ndo interfere
na realizacdo dos experimentos ou interpretacao dos resultados. Estes sinais também permitem
esquematizar estas variaveis na forma de matrizes de planejamento, assim como determinar,
por meio de célculos, a influéncia das mesmas e das suas interacdes no sistema (BRASIL et al.,
2007).

Ademais cabe ressaltar que em planejamentos fatorial, repeticGes de experimentos sao
de importéncia essencial e servem para determinar o erro experimental na resposta de interesse

e/ou a reprodutibilidade do esquema experimental utilizado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi aumentar a producdo de EGFP por rE. coli
linhagem BL21 DE3 pLysS pET28(a) e escalonar o processo de mesa incubadora rotativa para
biorreator convencional.

3.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar a substituicdo do indutor IPTG pela lactose no processo de produgéo de EGFP;

b) Elucidar quais variaveis estatisticamente significativas ao processo a producéo de EGPF
utilizando rE. coli.

c) Definir as melhores condic¢des de operacéo do biorreator convencional em batelada para
expressao da EGFP.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Microrganismo

Foi utilizado como microrganismo recombinante uma linhagem de E. coli BL21 DE3
pLysS pET28(a), conservado em criotubos, com 40% de glicerol (50% v/v), mantidos no ultra
freezer modelo THERMO FORMA® 904, a temperatura de -80°C.

O plasmideo pET28(a) contém o gene codificador da enzima T7 RNA polimerase e 0
gene codificador da EGFP, juntamente ao gene de resisténcia ao antibiotico cloranfenicol. No
plasmideo pLysS estdo contidos o gene codificador da lisozima T7e o gene de resisténcia ao
antibidtico canamicina.

Devido ao fato dos aos plasmideos conterem 0s genes de resisténcia aos antibioticos
cloranfenicol e canamicina, em todos os experimentos realizados e indculos utilizados, bem
como no criotubo estoque contendo a suspensédo bacteriana foram adicionados 0os mesmos dois

antibidticos na concentragdo de 50 pg/mL.

4.2 Meio de cultura
Os meios de cultura liquidos utilizados foram:

a.  Meio complexo Luria Bertani (LB) 25 g/L, marca Difico™, composto por Triptona (10
g/L), Extrato de levedura (5 g/L) e NaCl (10 g/L).

b.  Meio complexo Luria Bertani 25 g/L (composicao igual ao item 4.2 (a)) com adicédo de
diversas concentracfes de lactose ou glicose ou suplementado com extrato de levedura

(2,5 g/L), a depender do teste realizado;

Os meios foram preparados com &gua destilada, com ajuste de pH para 7,0 utilizando
NaOH 5M e esterilizados a 121° 1 atm, por 20 minutos, autoclave modelo AV 75, PHOENIX®.
Foi utilizada a cabine de seguranca bioldgica classe 11 A 1 modelo SBIIAL1 — 1266/4
Futerflux®, equipada com luz germicida UV para garantir a assepsia dos matérias envolvidos

nos processos de retirada de amostras e manipulagdo do microrganismo.

4.3 Cultura bacteriana estoque

Foi preparado, em frasco do tipo Erlenmeyer convencional (com capacidade de 500

mL), um in6culo de E. coli em meio LB, utilizando 20% de preenchimento do frasco (100 mL).
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Este indculo foi incubado a 150 rpm e 30°C em mesa incubadora rotativa, durante 12 horas até
obtencédo de densidade 6ptica lida em 600 nandmetros (DOeoonm) Na faixa de 2,5 a 3,0. Apos as
12 horas, retirou-se uma aliquota de 180 pL que foi adicionada assepticamente a um criotubo
estéril. Como crio protetor foram adicionados 120 pL de glicerol 50% (v/v) obtendo-se volume
final de 300 pL. Em seguida os criotubos foram estocados a -80°C no ultra freezer modelo
THERMO FORMA® 904.

4.4 In6culo

Todos os experimentos realizados foram inoculados a partir de um indculo inicial
preparado 12 horas antes, sendo preparado um indculo para cada experimento. Este inoculo foi
preparado em frasco do tipo Erlenmeyer (com capacidade de 500 mL). O in6culo foi preparado
com meio LB, 20% de preenchimento do frasco (100 mL) e inoculado com a cultura estoque
mantida no -80°C, descrita no item 4.3. Este inoculo foi incubado em mesa incubadora rotativa
a 150 rpm em 30°C durante 12 horas. Nos experimentos realizados em mesa incubadora rotativa
e em biorreator convencional foi calculado a quantidade de indculo para transferéncia para a
etapa de producdo de modo que esta inicia-se com DOegoonm igual a 0,1. Para o experimento
realizado em microplaca de 96 pogos esse célculo foi feito para que a DOgoonm inicial fosse 0,5.

4.5 Indutor

Foi utilizado, a depender do experimento, o indutor isopropil-p-D-1
tiogalactopiranésido (IPTG) nas concentracdes 0,05 mM, 0,075 mM, 0,125 mM, 0,250 mM,
0,5 mM, 0,75 mM e 1 mM, adicionado ao meio de cultura LB na etapa de producdo, quando

esta etapa se encontrava com uma DOsoonm Na faixa de 2,0 a 2,5.

4.6 Metodologia Experimental

4.6.1 Cultivos em microplaca de 96 pogos

O cultivo em microplaca estéril de 96 pogos foi realizado afim de observar a influéncia
da adicéo de lactose nas concentragdes 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 22,5 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L
e 100 g/L ao meio LB, também avaliar a adi¢do de glicose nas concentra¢bes 5 g/L, 10 g/L, 20
g/L, 22,5 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L ao meio LB e por ultimo a adi¢do de IPTG nas
concentragdes 0,05 mM, 0,075 mM, 0,125 mM, 0,250 mM, 0,5 mM, 0,75 mM e 1 mM ao meio
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LB. Cada poco contendo meio LB foi inoculado com quantidade suficiente de in6culo para
obtengdo de DOsoonm de 0,5. Foram utilizados como controle negativo pogos néo inoculados
contendo apenas meio LB puro e pogos contendo apenas meio LB com adi¢do das substancias
em teste e como controle positivo pogos contendo apenas o meio LB puro e inoculado com a
cultura bacteriana. O cultivo foi realizado em leitor de microplacas modelo TECAN Infinite M
200 PRO, a 30°C e 150 rpm, tendo a DOeoonm € a unidade de fluorescéncia (UF) (em
comprimento de onda de excitacdo da molécula de 485 nm e de emissdo de fluorescéncia de

535 nm), registradas a cada 15 minutos durante 12 horas.

4.6.2 Delineamento Central Composto (DCC) planejado através do software Protimiza

Experimental Design

Foi aplicado o planejamento experimental Delineamento Composto Central (DCC)
obtido a partir do software Protimiza Experimental Design em mesa incubadora rotativa
(modelo TECNAL® TE-421 contendo controle de temperatura e agitacéo) utilizando frasco do
tipo Erlenmeyer convencional com capacidade de 500 mL. Este planejamento foi realizado com
intuito de avaliar quais das seguintes varidveis apresentariam interferéncia estatisticamente
significativa para o crescimento celular e expressdo de EGFP: temperatura (X1), agitacdo (X2),
preenchimento do frasco (Xs) e concentracdo de lactose (Xs) ou concentracdo de IPTG (Xa).
Duas varidveis dependentes (de resposta) foram observadas, sendo elas crescimento celular
(Y1) e producédo de EGFP (Y2).

Os experimentos que envolviam os pontos extremos do planejamento (+1 e -1) foram
realizados em duplicata e o que envolveu apenas o ponto central de cada variavel (0) foi
realizado em triplicata.

A matriz dos cultivos realizados, obtida pelo software Protimiza Experimental Design
e as condicBes de temperatura, agitacdo, preenchimento do frasco e concentracdo de lactose dos

pontos experimentais sao ilustradas na tabela 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1. Matriz experimental do Delineamento composto central, com as varidveis independentes temperatura,
agitacdo, preenchimento do frasco e concentracdo lactose.

Temperatura Agitacao Preenchimento do frasco  [Lactose]/[IPTG]
X1 X2 (X3) X4
-1 -1 -1 -1
+1 -1 -1 -1
-1 1 -1 -1
+1 1 -1 -1
-1 -1 1 -1
1 -1 1 -1
-1 1 1 -1
1 1 1 -1
-1 -1 -1 1
1 -1 -1 1
-1 1 -1 1
1 1 -1 1
-1 -1 1 1
1 -1 1 1
-1 1 1 1
1 1 1 1
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

FONTE: software Protimiza Experimental Design

Tabela 2. CondigOes de temperatura, agitacdo, preenchimento do frasco e concentracdo de lactose para cada ponto
experimental do planejamento DCC realizado em mesa incubadora rotativa

Variavel Ponto - 1 Ponto 0 Ponto +1
Temperatura (°C) — X1 150 200 250
Agitacao (rpm) - X2 20 25 30
Preenchimento do frasco (%) — X3 5 10 15
Lactose (g/L) — X4 5,0 22,5 40,0

FONTE: autoria propria
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Ap0s 12 horas de incubagéo do indculo uma aliquota da suspensdo bacteriana, baseada
na DOsoonm, fOi transferida para os frasco do tipo Erlenmeyer das condic¢des a serem testadas,
entdo estes frascos foram incubados a depender da condicdo teste e se observou a DOsoonm €
expressao proteica a cada 12 horas até a maxima concentracdo de ambas.

Os resultados referentes a concentracdo de EGFP e biomassa, obtidos através dos
cultivos realizados no planejamento experimental foram tratados no software Protimiza
Experimental Design.

A significancia das variaveis foi avaliada aplicando-se o teste t de Student. Onde
quando o valor de t calculado (tcac) for maior que o valor de t tabelado (twb), para determinado
nivel de significancia () e graus de liberdade (1), considera-se que a variavel tem interferéncia
estatisticamente significativa na resposta de interesse. Os mesmos parametros foram utilizados
para avaliar a significancia da interacdo entre as variaveis analisadas.

A Tabela 3 apresenta os niveis de significancia com seus respectivos valores de tap
para 34 graus de liberdade, sendo est& a condic¢do do estudo.

Tabela 3. Valores de twp para trés niveis de significancia usados em tratamento de dados estatisticos (90, 95 e

99%)
Nivel de significancia (%o) Valor de tab
90 1,6909
95 2,0322
99 2,71284

FONTE: autoria propria

As respostas foram ajustadas a um modelo polinomial de primeira ordem, expresso pela
Equacéo 1 (Eq. 01):

Y«=bo+ b1 X1+b2Xo+b3 X3t bsXa+b12X1X20+ b13X1 X3+ b14X1Xa+ b23X2 X3+
b24 X2 Xa+ b3 4 X3 Xa Eq. 01

Onde:

Y« - variavel de resposta (dependentes) (Y1 = crescimento bacteriano; Y2 = concentracdo de
EGFP),
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bo — valor da média global das respostas

b1, b2, bs e bs — efeitos principais

b12, b1z, b4, b23, boa € b3 4, — efeito de interacdo entre as variaveis
X1, X2, X3 e X4 — variaveis estudadas (independentes).

A andlise da superficie gerada permitiu inferir em qual regido encontram-se as
condicdes dtimas dentro da area avaliada. A qualidade do ajuste da equacéo polinomial do
modelo foi expressa pelo coeficiente de determinagdo R? e a sua significancia estatistica foi

determinada pelo teste F de Fisher.

4.6.3 Teste de suplementacéo do meio LB em mesa incubadora rotativa

Estes experimentos foram realizados utilizando frasco do tipo Erlenmeyer em mesa
incubadora rotativa. Todos os cultivos foram realizados nas condi¢des de 200 rpm a 25°C, o
controle foi composto de meio LB (na sua concentragdo padrédo de 25 g/L) e as condicdes testes
variaram a concentracdo de meio LB e a adicdo de extrato de levedura ao meio, em todas as
condicdes foram adicionados 40 g/L de lactose ao meio, a Tabela 4 apresenta as condicGes
testadas nessa etapa de experimentos. Foi retirada amostras a cada 12 horas de DOsoonm,

concentracdo de EGFP e concentracéo de lactose.

Tabela 4. Condigdes testadas em mesa incubadora rotativa em 200 rpm & 25°C.

Condicoes Composic¢édo do meio
Controle LB (25 g/L) + Lac (40 g/L)
1 LB (12,5 g/L) + Lac (40 g/L)
2 LB (37,5 g/L) + Lac (40 g/L)
3 LB (25 g/L) + Lac (40 g/L) + Extrato de levedura (2,5 g/L)

FONTE: autoria propria

4.6.4 Cultivos realizados em biorreator convencional

Nos experimentos realizados em biorreator convencional, foi utilizado um modelo de
biorreator convencional do tipo tanque agitado e aerado, TEC-BIO-FLEX Tecnal-Brasil®,

equipado com controlador de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, agitacdo, rotdmetro para
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aeracdo e bombas de alimentacdo de nutrientes, adicdo de antiespumante e adigcdo de solucdes
acidas e basicas. O biorreator dispde de volume total de 7,5 L, e volume util de 5,0 L. O sistema
dispde de quatro chicanas opostas diametralmente com largura de 0,015 m, o didametro interno
do biorreator é 0,190 m e didmetro externo 0,217 m. O sistema foi montado utilizando dois
impelidores do tipo turbinas Rushton como mostrado na Figura 8-b no tépico 2.3 Bioprocessos
e Biorreator.

Para os cultivos realizados em biorreator convencional foram preparados 3,9 litros de
meio de cultura contendo LB 25 g/L com adicdo de lactose 40 g/L (todos os biorreatores) e
apenas para o ultimo experimento houve adi¢do, ao meio LB com lactose 40 g/L, de extrato de
levedura 2,5 g/L. O biorreator contendo o meio era, entdo, esterilizado em autoclave para
receber o inoculo de modo asséptico. Foram adicionados, pelo septo do reator, 200 pL de
cloranfenicol e 200 pL de canamicina com seringa estéril previamente ao inicio da fase de
producédo sendo que, o volume final do biorreator foi de 4 litros ap6s a adi¢do da aliquota do
inculo.

O célculo do valor em volume de in6culo foi feito baseado na D.Osgonm, para inicio em
0,1. A depender da condicdo de cultivo uma taxa de aeragdo, temperatura e agitacdo foram
fixadas no aparelho e retirou-se aliquotas de amostra a cada duas horas até que se observa-se o
pico de crescimento celular e expresséo proteica.

A Tabela 5 demostra todas as condi¢des experimentais em biorreator convencional no
sistema de operacéo batelada realizadas no presente trabalho.

As analises realizadas na etapa de experimentos em biorreator foram DOgoonm,

determinacéo do crescimento celular, consumo de lactose e producdo de EGFP.
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Tabela 5. Condi¢des dos experimentos realizados em biorreator convencional no modo de operacéo batelada

FONTE: autoria prdpria

Experimentoem  Agitacdo Vazdodear  Temperatura Composicao
Biorreator (rpm) (vwm) (°C) Meio de cultura
1 300 0,5 30 LB + Lactose 5g/L
2 300 0,5 30 LB + IPTG (indutor)
3 600 0,75 25 LB + Lactose 40g/L
4 600 0,75 20 LB + Lactose 40g/L
5 400 0,5 25 LB + Lactose 40g/L
6 800 0,5 25 LB + Lactose 40g/L
7 1000 0,5 25 LB + Lactose 40g/L

LB + Lactose 40g/L
+ Ext. Lev. 2,5¢9/L

8 800 0,5 25

4.6.5 Experimento com oxigénio puro

Foram realizados dois experimentos utilizando oxigénio puro na vazédo de 1 L/min em
cada. O primeiro experimento foi realizado com a biomassa celular (que foi armazenada em
freezer) do cultivo realizado em biorreator. Foi feita uma diluicdo dessa biomassa em agua e
em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, a concentracdo de EGFP das amostras diluidas foi
verificada, e entdo essas duas amostras foram submetidas a aeracdo com O puro na vazao de 1
L/min durante 8 horas em temperatura controlada a 22°C. Durante as duas primeiras horas
retirou-se amostra para analise de concentracdo proteica a cada 15 minutos, ap6s duas horas de
experimento as aliquotas foram retiradas no intervalo de uma hora. Esse teste foi realizado
baseado em um artigo de Heim e colaboradores (1994) no intuito de verificar se havia proteinas
formadas porém sem ativacdo do cromdforo pela etapa de oxigenacdo (HEIM et al., 1994)

No segundo experimento seguiu-se a mesma metodologia, porém desta vez uma
aliquota foi medida antes da aeracdo com O e ap6s uma hora retirou-se outra aliquota para
afericdo da concentracdo de EGFP. Apos a constatagdo das duas medidas, foram retiradas (no
mesmo tempo de 1 hora apds o inicio do experimento) 4 aliquotas das amostras e congeladas
em freezer para determinacdo da estabilidade da concentracdo de EGFP. Cada amostra foi

armazenada nesta etapa de estabilidade com agua ou Tris-HCI, a depender da condicdo de
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diluicdo anterior, ou seja a amostra que foi diluida em &gua e submetida a exposicéo de O, ao
final do experimento foi armazenada no freezer em &gua, do mesmo modo a amostra que foi

diluida em tampdo Tris-HCI foi armazenada no mesmo tampéo.

Figura 10. Experimento com oxigénio puro na vazao de 1 L/min em amostras diluida em tampé&o Tris-HCI 50
mM, pH 8,0 e outra amostra diluida em agua, durante 8 horas.

FONTE: autoria prépria

4.7 Metodologia analitica

4.7.1 Anélise de densidade dptica

Para a realizacdo das analises espectrofotométricas de determinacdo de DOsoonm Utilizou-

se 0 espectrofotometro UV-Vis, modelo GENESY'S 10S, marca THERMO SCIENTIFIC®.
As analises foram realizadas em duplicata em todos os experimentos. Uma aliquota de
suspensdo bacteriana era retirada em tempo especifico, diluida em agua (quando houvesse
necessidade de diluicdo) e analisada em espectrofotometro a 600 nm. Para todas as amostras
utilizou-se cubetas de plastico (2 mL). O mesmo tipo de meio de cultura, a depender do
experimento realizado, era utilizado para o preparo da cubeta utilizada como branco para manter

a mesma diluicdo da amostra evitando o efeito matriz.

4.7.2 Andlise da concentracéo de proteina

A concentracdo de EGFP produzida durante os cultivos foi determinada por analise
indireta de fluorescéncia das células de E. coli. Um aliquota de 1 mL foi centrifugada uma vez
por 15 minutos a 10 mil rpm a 26°C, o sobrenadante foi reservado para a analise da concentracao
de lactose e o precipitado de células foi ressuspendido em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8.
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Ap0s a amostra ser centrifugada e o precipitado ser ressuspendido em 1 mL de tampé&o
Tris-HCI 50 mM, a mesma era congelada (1 ciclo de congelamento) por aproximadamente 8
horas. Apo6s 8 horas a mesma era descongelada, homogeneizada em vortex e aliquotada em
placa de leitura preta de 96 pocos, com volume maximo de cada pogo de 200 pL, e dois pogos
usados como branco, um po¢o com &gua e outro po¢o com tampdo Tris-HCI. Apos o preparo
da placa a mesma era inserida no leitor de placas, modelo EnSpire® Multimode Plate Reader,
PerkinElmer®, onde a leitura da UF foi feita em um comprimento de onda de excitacdo de 488
nm e emissdo de 507. A placa utilizada nas leituras, foi placa de 96 pocos para cultivo celular,
preta, fundo plano, com tampa, da marca FALCON.

A concentragdo de EGFP (mg/L) foi determinada utilizando uma curva de calibragao
previamente determinada (APENDICE), utilizando o Kit de Quantificacdo de GFP da marca
BioVision, obteve-se a correlacdo [EGFP] = U.F/18552.

4.7.3 Determinacdo da concentracdo de biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada através da relacdo de DOgoonm em fungéo
de uma curva de calibracdo construida utilizando medidas de massa seca (g/L).

A curva de calibracdo para conversdo dos valores de DOsoonm €m biomassa (g/L) foi
obtida a partir dos cultivos realizados em biorreator, através da adicdo de um volume conhecido
da amostra e DOsoonm conhecida, em placas de Petri previamente secas e pesadas.

A amostra aliquotada na placa de Petri foi submetida a secagem por 24 horas em estufa
de circulacdo a 60°C, apés essas 24 horas a temperatura da estufa de circulacdo foi diminuida
para 30°C e a amostra permaneceu nesta temperatura por mais 12 horas, entdo a placa com a
amostra seca teve sua massa aferida e o valor anotado. Durante todas as etapas do procedimento
0 manuseio das placas foi feito, pelo examinador, usando luva, de modo a evitar interferentes
da umidade ou oleosidade das méos. O ensaio foi realizado em triplicata.

A partir das medidas de DOsoonm € da concentracdo de massa seca obteve-se a
correlacdo de concentragéo celular Cx = 0,4132*DOsgoonm. Os resultados do ensaio e a curva de
calibracdo estfo contidos no APENDICE.

4.7.4 Determinagéo da concentracao de lactose

A concentragdo de lactose foi medida através do aparelho de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (High performance liquid chromatography - HPLC), da marca SHIMADZU
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equipado com Detector de indice de refracdo RID 20A, forno CTO 20?2 bomba NexeraXR
LC20AD e controladora CBM20A, injecdo manual. As condi¢Oes de corrida para as amostras
foram:
o Coluna Amino CLC-NH2 Shimpack;
o Fase movel: Acetonitrila/H20 75:25;
o Temperatura do forno e detector 30°C;
° Fluxo 1,0 mL/min
o Tempo de eluicdo de 14 minutos;
o Loop de 20uL,;

As amostras foram previamente filtradas e diluidas. A curva de calibracdo utilizada
para conversdo da area sob a curva em concentracdo de lactose (g/L) forneceu a correlacdo
Lactose = area/140878, e pode ser encontrada no APENDICE.

4.7.5 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) foi determinado em
biorreator do tipo tanque agitado e aerado com volume de 4 litros de agua destilada a 25°C, na
auséncia de microrganismos, testando diferentes taxas de aeragdo (0,5 vvm e 0,75 vvm) e
velocidade de agitacdo (400, 600, 800 e 1000 rpm), através do método dindmico com
independéncia do tempo de retardo do eletrodo de oxigénio dissolvido (CERRI et al., 2016).
Este método consiste em medir a concentracdo de oxigénio dissolvido no liquido usando um
eletrodo, com sistema de aquisicéo de dados em tempo real. Pelo método proposto, é possivel
estimar o valor de ke (sensibilidade do eletrodo), a partir da medida de k.a pelo tempo de
resposta do eletrodo (g), sendo ke = 1 / g, através de métodos numéricos sem necessidade de
ensaios adicionais.

A concentragédo de oxigénio dissolvido foi monitorado por um eletrodo polarografico
(série Mettler-Toledo InPro6000). Os valores foram registrados em funcéo do tempo, sendo o
intervalo do tempo zero até a saturagdo ser atingida (100%). As condic¢des de agitacdo e aeracdo

foram as mesmas condicdes realizadas nos cultivos realizados em biorreator.

4.8 Determinacéo de parametros cinéticos

4.8.1 Determinacdo da velocidade especifica de crescimento (Umax)
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A velocidade especifica de crescimento (u,4,) foi determinada através de balango de

massa em biorreator no modo de operacdo batelada, representada pela Equacéo 2.

d(f;'v) = 1.Cx.V Eq. 02

Visto que na fase exponencial de crescimento { =u,,4, @ Velocidade especifica de

crescimento celular, apds integrar e rearranjar a Eq. 02 pode ser calculada pela Equacao 03.

InCx/Cxy = Umax-t Eqg. 03

onde Cx e Cx, sdo as concentracBes celulares no intervalo de tempo especifico e no tempo

zero, respectivamente. E ¢ é o tempo.

4.8.3 Determinagdo da produgao especifica (Y, /,) e produtividade (Pr)

Para calcular a producéo especifica (Y,,,) e a produtividade (Pr) foram utilizadas as

Equacdes 05 e 06, respectivamente.

Yo/x = (Cp — Cpy)/(Cx — Cxy) Eq. 05

Pr =Cp/t Eqg. 06

onde Cp e Cp, sao as concentracfes de EGFP no intervalo de tempo especifico e no tempo

ZEro, respectivamente.

4.8.4 Determinacdo da taxa de transferéncia de oxigénio dissolvido (Oxygen Transfer Rate
-OTR)

A taxa de transferéncia de oxigénio dissolvido (Oxygen Transfer Rate — OTR) foi
calculada com base nas Equacdo 07 e 08, respectivamente.
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C* =X02-Patm-H Eq 07

OTR = k;a.C” Eq. 08
onde H ¢é a constante de Henry, X0, é concentracdo de oxigénio no ar e C* é a saturagdo do

oxigénio no liquido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo da fonte de carbono e agente indutor

Para avaliar a influéncia da glicose e da lactose como fonte de carbono para o
crescimento celular e a influéncia do IPTG e da lactose como agente de inducdo para a
expressao proteica, foram realizados os experimentos em microplaca de 96 pocos, um
experimento em mesa incubadora rotativa e um experimento em biorreator convencional no
modo de operacéo batelada.

Apesar de a temperatura 6tima de crescimento celular da E. coli ser 37 °C, reduzir a
temperatura para uma faixa de 26 a 30°C se mostra uma estratégia interessante pois, assim, é
possivel promover reducdo da demanda de oxigénio (Oz) e os possiveis efeitos toxicos gerados
por metabdlitos secundarios, como producéo de corpos de inclusdo por exemplo (LEE, 1996).
Dessa forma, foi estabelecida a condi¢do de temperatura em 30°C para a realizagdo desses
ensaios preliminares.

O primeiro experimento foi realizado em microplaca de 96 pocos, e testou a influéncia
da adicdo ao meio de cultura LB de diferentes concentragdes de glicose (5 g/L, 10 g/L, 20 g/L,
40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L), lactose (5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100
g/L) e IPTG (0,050 mM, 0,075 mM, 0,125 mM, 0,250 mM, 0,500 mM, 0,750 mM e 1 mM) a
expressao proteica e crescimento celular. A comparacdo do crescimento celular das melhores
concentracdes observadas sdo relatadas na Figura 10. Os resultados foram obtidos através da
medida de DOgoonm.

A Figura 11 demonstra os resultados encontrados para a expressao de EGFP das
melhores condicdes testadas. Os resultados foram obtidos através de medida de EGFP de forma
indireta dada em UF, no comprimento de onda de excitacdo 485 nm e emissao de fluorescéncia
de 535 nm.
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Figura 11. Curvas de crescimento celular das condi¢Bes onde se obteve a maior resposta de crescimento celular
dentre as testadas no experimento em microplaca (glicose, lactose e IPTG).
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FONTE: autoria propria

Figura 12. Condicdes onde se obteve a maior resposta de emissdo de fluorescéncia dentre as testadas no
experimento em microplaca (glicose, lactose e IPTG) referentes a emissao de fluorescéncia ao término das 12
horas de cultivo.
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Pode-se observar na Figura 10 que as concentragdes de 5 g/L e 40 g/L de lactose foram
mais promissoras como fonte de carbono para o crescimento celular quando comparadas a
concentracdo de 20 g/L de glicose e 0,05 mM de IPTG.

Dentre as diversas reacdes metabolicas das fontes de carbono, uma possivel explicagédo
para 0 menor crescimento celular, quando utilizada a glicose como fonte de carbono, pode ser
referente aos danos celulares causados devido a formagédo de &cido acético formado pela via
glicolitica, que reduz o pH intracelular levando a diminuicdo do crescimento celular. Assim,
uma maior concentracdo de glicose pode potencializar a producéo de acido acetico, causando
morte celular e interrupgéo do crescimento (ROCHA 2003).

Jé& as concentracdes de lactose de 5 g /L e 40 g/L atuaram como substancia indutora
para a expressdo proteica semelhantemente ao indutor IPTG na concentracdo de 0,05 mM,
demonstrado na Figura 11. Isso pode ser sugerido pelo fato de o IPTG ser uma molécula analoga
a alolactose, viabilizando a lactose como fonte de carbono e como indutor da E. coli
recombinante BL21, principalmente na auséncia de glicose, o que condiz com a composigéo do
meio utilizado no trabalho (NEUBAUER et al 1992; BRIAND et al 2016).

A partir dos dados observados nos cultivos apresentados, sugerindo a lactose como
promissora fonte de carbono e atuando de maneira semelhante ao IPTG como agente de
indugdo, um cultivo em mesa incubadora rotativa foi realizado para avaliar se resultados
semelhantes ao experimento em microescala seriam observados no processo em maior escala.

Neste experimento em mesa incubadora rotativa foram realizados 4 cultivos com as
mesmas concentracdes de lactose (5 e 40 g/L) e 0,05 mM de IPTG, apresentados no
experimento em microplaca como as melhores condi¢des de cada substancia testada, a Unica
condicgéo que ndo foi continuada foi 20 g/L de glicose, devido a esta se mostrar repressora da
expressao de EGFP.

As Figuras 12 e 13 demonstram os resultados observados de crescimento celular e
expressao proteica, respectivamente, dos cultivos realizados em mesa incubadora rotativa.

Vale ressaltar que estes experimentos escalonando o experimento realizado em
microplaca (mesa incubadora rotativa e biorreator) foram realizados para avaliar a semelhanca
entre os resultados obtidos na microplaca, ja que o equipamento utilizado no experimento em
microplaca mensura a intensidade de fluorescéncia e a DOgoonm de maneira especifica e
diferente das dos outros equipamentos utilizados no estudo (leitor de fluorescéncia e

espectrofotémetro), portanto ndo pode haver uma comparacdo dos valores absolutos deste
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experimento com 0s demais, apenas com experimentos realizados no mesmo aparelho e

utilizando a mesma metodologia.

Biomassa (g/L)

[EGFP] (mg/L)

Figura 13. Concentracdo de biomassa de cultivos realizados em diferentes condi¢des de adi¢éo de
lactose ao meio LB, um controle positivo (meio LB) e uma condi¢do com adigdo de IPTG como agente
indutor, a seta indica 0 momento da inducéo por IPTG.
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Figura 14. Concentracdo de EGFP (mg/L) de cultivos realizados diferentes condi¢des de adi¢do de
lactose ao meio LB, um controle positivo (meio LB) e uma condi¢do com adigdo de IPTG como agente
indutor, a seta indica 0 momento da indugéo por IPTG.

200.0
180.0
160.0
140.0
120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

—o—Controle LB (25 g/L) LB (25 g/L)+Lac (5 g/L)
LB (25 g/L)+Lac (40 g/L) —A—LB (25 g/L)+IPTG (0,05mM)

FONTE: autoria prépria



52

De maneira semelhante ao cultivo em microplaca, o crescimento celular no cultivo em
mesa incubadora rotativa foi melhor utilizando lactose quando comparado as outras duas
condicdes onde o meio de cultura foi composto apenas por LB 25 g/L, visto que em 10 horas
de cultivo a biomassa na condicao de LB + Lac 5 g/L foi 58% maior quando comparada com o
controle (LB 25 g/L) e 24% maior quando comparada a condicdo adicionando IPTG 0,05 mM
como agente indutor.

Em relacdo aos resultados obtidos referente a expressdo proteica houve superioridade
da condicdo LB + Lac 5 g/L sobre todas as outras condi¢cdes, onde em 27 horas de cultivos esta
condicgéo apresentou aumento de 459% quando comparada ao controle (meio LB puro), 77%
maior quando comparada a condic¢do utilizando IPTG 0,05 mM como agente indutor e 24%
maior quando comparada a condicdo com adicéo de 40 g/L de lactose ao meio LB.

Por ultimo, foi realizado um teste em biorreator convencional, desta vez avaliando
apenas uma das condicdes utilizando adi¢do de lactose ao meio LB (1), sendo ela 5 g/L e
utilizando a condicéo adicionando IPTG (0,05 mM) ao meio LB (2), como agente indutor, para
verificar se os resultados se comportariam de maneira semelhante aos outros dois experimentos
anteriores.

As duas condicOes testadas em biorreator foram operadas com 0s mesmos parametros,
sendo agitacdo de 300 rpm, temperatura a 30°C e vazdo de ar de 0,5 vvm (2,0 L/min), com a
Unica variavel entre eles sendo a adicdo, ao meio de cultura LB, de lactose (5 g/L) e a outra
condicdo contendo apenas meio LB e adi¢cdo de IPTG quando o cultivo apresenta-se DOgoonm
na faixa de 2,0 a 2,5 (em torno de 7 horas ap0s o inicio do cultivo). O biorreator contendo
lactose foi operado desde o inicio do cultivo com o meio composto de LB + lactose 5 g/L, sem
a adicdo de IPTG. O biorreator contendo apenas meio LB foi adicionado IPTG (0,05mM)
quando o0 mesmo estava em DOgoonm na faixa de 2,0 a 2,5.

A Figura 14 apresenta os resultados observados referentes a concentragdo de biomassa

em g/L e concentragdo de EGFP em mg/L dos dois cultivos em biorreator.
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Figura 15. Concentracéo de biomassa (g/L) e EGFP (mg/L) de dois biorreatores operados em modo batelada nas
condi¢Bes de 300 rpm, 30°C e vazdo de ar de 0,5 vwm (2 L/min), a seta indica 0 momento de indugéo por IPTG
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Como pode ser observado na Figura 14 o resultado correspondente a concentragéo de
biomassa se manteve semelhante aos observados nos experimentos em microplaca e em mesa
incubadora rotativa, onde com presenca de lactose, no meio de cultura LB, ocorreu melhor
crescimento celular em comparagdo ao meio LB puro com adic¢éo do IPTG (0,05 mM) como
agente indutor, sendo a concentragdo de biomassa 29% maior quando adicionada lactose no
meio comparada a condi¢do utilizando meio LB puro com adi¢édo de IPTG.

Em relacdo aos resultados referentes a expressdo da proteina, os resultados em mesa
incubadora rotativa e em biorreator se mostraram diferentes do experimento realizado em
microplaca. Tanto no ensaio em mesa incubadora rotativa quanto no biorreator, observou-se
maior producéo de EGFP quando a lactose foi utilizada em comparacéo a utilizagdo do IPTG.
Nos resultados encontrados em mesa incubadora rotativa e em biorreator convencional a
condicdo realizada utilizando adicdo de lactose (5 g/L) teve concentracdo de proteina 77%
(mesa incubadora rotativa) e 85% (biorreator convencional) maior do que a condicao utilizando
IPTG. Sugere-se gque isso ocorra devido ao fato de a lactose apresentar menos toxicidade para
a bactéria quando comparada a molécula de IPTG, consequentemente causando menos dano e
morte celular e maior expressdo proteica (GOMBERT e KILIKIAN 1998). Foi observado na

literatura que a lactose pode ser utilizada como agente indutor de expressao proteica em
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substituicdo ao IPTG (TOMAZETTO, 2006), além de ser capaz de promover o crescimento
celular (NEUBAUER et al., 1991), caracteristica que o IPTG ndo apresenta, 0 que promove um

aumento da biomassa e consequentemente aumento da concentracéo proteica.

5.2 Delineamento composto central (DCC)

Apo0s a observacdo de que a lactose se comportou de maneira mais eficiente que o
IPTG como indutor da expressdo de EGFP, definiu-se seguir para experimentos subsequentes
apenas utilizando lactose como fonte de carbono e agente de inducao.

Foi realizado o planejamento experimental estatistico fatorial 2* chamado de
Delineamento Composto Central (DCC) em mesa incubadora rotativa avaliando quatro
varidveis independentes (temperatura (X1), agitacdo (X2), preenchimento do frasco (X3) e
concentracdo de lactose (X4) ou concentracdo de IPTG (X4)), para o crescimento celular e
expressao proteica. Os cultivos foram conduzidos em duplica e com 3 repeticbes no ponto
central, totalizando 35 ensaios.

Os resultados de biomassa e concentracdo de EGFP dos 35 cultivos realizados no
planejamento sdo demonstrados em uma tabela no Apéndice. Todos 0s resultados
demonstrados nessa tabela contida no Apéndice foram tratados matematicamente no software
Protimiza, onde pode-se observar a interferéncia das varidveis estudadas para o crescimento
celular a expressao da proteina.

Para melhor visualizacdo do conjunto de dados coletados utilizando o planejamento

24, as médias entre as duplicatas e/ou triplicata dos cultivos foram agrupados na Tabela 6.
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Tabela 6. Médias das concentracdes de producdo de EGFP e de concentracdo de biomassa entre as duplicatas
e/ou triplicatas dos cultivos realizados em mesa incubadora rotativa proposto pelo planejamento experimental

DCC.
Temperatura Agitacdo Preenchimento [Lactose] [GFP] [Biomassa]
(°C) (rpm) (%) (9/L) (mg/L) (9/L)
20 150 5 5 385,98 2,21
30 150 5 5 175,49 1,50
20 250 5 5 355,13 1,96
30 250 5 5 174,20 1,67
20 150 15 5 376,96 2,26
30 150 15 5 216,64 2,21
20 250 15 5 461,73 2,46
30 250 15 5 152,11 2,03
20 150 5 40 466,95 2,54
30 150 5 40 195,32 2,04
20 250 5 40 433,08 2,45
30 250 5 40 212,86 2,64
20 150 15 40 475,39 2,49
30 150 15 40 198,79 2,92
20 250 15 40 476,39 2,49
30 250 15 40 173,83 2,49
25 200 10 22,5 335,57 2,58

FONTE: autoria propria

Como pode ser observado na Tabela 6, a condigdo de experimento onde se obteve
maior concentracao de proteina foi em 20°C, 250rpm, 15% de preenchimento de frasco e 40
g/L de lactose ( -1, +1, +1, +1) onde a média da producéo entre a duplicata do cultivo foi de
476,4 mg/L de EGFP.

Observou-se também que, de maneira geral, em condicOes onde a variavel temperatura
foi 20°C houve aumento substancial da producdo de EGFP quando comparada a todos os
experimentos realizados em 30°C. Sugerindo que em temperaturas mais brandas a expressao
proteica e/ou a capacidade de fluorescéncia do cromoforo seja favorecida. Este resultado
corroborou com o estudo de Vera e colaboradores (2003), onde foi observado que a emisséo de
fluorescéncia especifica foi 4 vezes maior em ensaios conduzidos a 16°C quando comparado
aos ensaios conduzidos a 30°C e que de maneira geral, a expressao da proteina em temperaturas
mais brandas melhora a solubilidade e a qualidade conformacional da mesma (VERA et al.,
2003).

Outro fato que se pode observar diante dos dados na Tabela 6 € que a melhor D.Osoonm,
ndo obrigatoriamente acompanha a melhor expressao de proteina. Ou seja, sugere-se que a

expressao proteica ndo depende apenas do melhor crescimento celular bacteriano.



56

Inserindo os dados no software Protimiza Experimental Design, obtivemos uma tabela
com o célculo estatistico de todas as varidveis e da interacdo entre elas (Tabela 7). Esta tabela

apresenta o erro padrao e o teste t de Student para a resposta concentracdo de biomassa (g/L).

Tabela 7. Teste t de Student, erro padrdo e valor de p das variaveis testada individualmente e da interacdo entre
elas, dados obtidos para a resposta Y1 (concentracdo de biomassa).

Variavel Erro padrao t calculado p-valor

Meédia 0,12 47,13 0,0000

Temperatura (X1) 0,12 -1,58 0,1272
Agitacdo (X2) 0,12 0,13 0,8982
Preenchimento do frasco (X3) 0,12 2,98 0,0066
[Lactose] (X4) 0,12 4,50 0,0001
Temperatura x Agitagdo (X1.X2) 0,12 0,31 0,7616
Temperatura x Preenchimento (X1.X3) 0,12 1,48 0,1522
Temperatura x [Lactose] (X1.X4) 0,12 2,07 0,0492
Agitacdo x Preenchimento (X2.X3) 0,12 -1,12 0,2723
Agitacdo x [Lactose] (X2.X4) 0,12 0,26 0,7961
Preenchimento x [Lactose] (X3.X4) 0,12 -1,04 0,3076

FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design

Como pode ser verificado na Tabela 7, o efeito do preenchimento do frasco tipo
Erlenmeyer (X3) e o efeito da concentragdo de lactose adicionada ao meio (X4) séo
estatisticamente significativos ao nivel de confianca de 99%, uma vez que seus respectivos
valores de tcarc (2,98 e 4,5, respectivamente) apresentaram-se maiores do que o ttab para o nivel
de confianca de 99% e graus de liberdade desse estudo (tn = 2,7284).

O efeito da interagdo entre as varidveis temperatura e concentragdo de lactose (X1.X4)
também apresentou significancia estatistica, entretanto, nesse caso, ao nivel de confianca de
95% (tcalc = 2,07 € twap = 2,0322).

As outras variaveis avaliadas e suas interacbes ndo foram estatisticamente
significativas quando avaliadas pelo teste t de Student uma vez que os valores de tcac
apresentaram-se inferiores aos valores de ttp para o nivel de confianga de 90% (twan = 1,6909).

Sendo assim, considerando-se um nivel de significancia de 0,1 (p < 0,01), o modelo
ajustado com as varidveis codificadas e contendo apenas as condigdes estatisticamente

significativas é expresso pela Equacdo 9 (Eq. 09).
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Y, = 5,55 + 0,37X5 + 0,55X, Eq. 09

onde Y; é a concentracdo de biomassa, X5 € a variavel preenchimento do frasco Erlenmeyer e

X, € a concentracdo de lactose.
A Tabela 8 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos, na qual
podemos observar que a regressdo foi significativa (p-valor < 0,0001) e o Fcac foi

aproximadamente 2,5 vezes maior que 0 Fab (Fcac = 13,1216 e Fan = 5,39).

Tabela 8. Analise de variancia referente a resposta concentraco de biomassa (Y1) de acordo com o DCC.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  F calculado p-valor
Variagao Quadrados liberdade Médio
Regressao 14,1454 2 7,07227 13,1216 6,8.10°
Residuos 17,2483 32 0,5390

Total 31,3938 34

FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design.

A Figura 15 apresenta a superficie de resposta e curvas de contorno referentes a
concentracdo de biomassa (g/L) em funcdo da concentracdo de lactose e preenchimento do

frasco.

Figura 16. Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta Y1 (concentracdo de biomassa) em funcédo
das variaveis X3 e X4 (preenchimento do frasco e concentracéo de lactose, respectivamente).
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FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design.
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De acordo com a superficie de resposta e curvas de contorno geradas, observou-se que
0 aumento nas variaveis X3 e X4 (preenchimento do frasco e concentracdo de lactose,
respectivamente) acarreta em maior crescimento celular.

A Tabela 9 apresenta os dados de erro padréo, teste t de Student e valor de p, referentes

aos resultados obtidos para a resposta Y2 (producdo de proteina EGFP mg/L.

Tabela 9. Erro padréo, teste t de Student e valor de p das variaveis testada individualmente e da interacédo entre
elas, dados obtidos para a resposta Y2 (producdo de proteina EGFP).

Variavel Erro padréo t calculado p-valor

Média 10,96 28,34 0,0000

Temperatura (X1) 11,46 -10,54 0,0000
Agitacdo (X2) 11,46 -0,28 0,7784
Preenchimento do frasco (X3) 11,46 0,72 0,4757
[Lactose] (X4) 11,46 1,82 0,0807
Temperatura X Agitacdo (X1.X2) 11,46 -0,51 0,6117
Temperatura X Preenchimento (X1.X3) 11,46 -0,90 0,3747
Temperatura x [Lactose] (X1.X4) 11,46 -1,14 0,2641
Agitacdo x Preenchimento (X2.X3) 11,46 0,24 0,8092
Agitacdo x [Lactose] (X2.X4) 11,46 -0,15 0,8783
Preenchimento x [Lactose] (X3.X4) 11,46 -0,55 0,5889

FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design.

Como pode ser observado na Tabela 9, a variavel temperatura (X1) foi a Unica que
apresentou interferéncia estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 99%, uma vez
que seu tcaic (10,54) apresenta-se maior do que o tip para nivel de 99% de confianca e graus de
liberdade desse estudo (twn = 2,7284).

O efeito da concentracdo de lactose (X4) também apresentou significancia estatistica,
entretanto ao nivel de confianca de 90% (tcac = 1,82 e twn = 1,6909). As outras varidveis
estudadas individualmente e suas interacdes ndo foram estatisticamente relevantes quando
avaliados pelo teste t de Student, uma vez que os valores de tcac apresentaram-se inferiores aos
valores de tiah para o nivel de confianca de 90% (1,6909).

Deste modo, considerando-se um nivel de significancia de 0,1 (p < 0,01), o modelo
ajustado com as variaveis codificadas e contendo apenas a condi¢do estatisticamente

significativa é expresso pela Equagédo 10 (Eq. 10).
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Y, = 310,52 — 120,77X, Eq. 10

onde Y, € a concentracdo de proteina em mg/L e X, é a variavel temperatura

A Tabela 10 apresenta a ANOVA dos resultados obtidos, na qual podemos observar
que a regressao foi significativa (p-valor < 0,0001) e 0 Fcac foi aproximadamente 15 vezes

maior que 0 Ftab (Fcaic = 119,38 € Fran = 7,56).

Tabela 10. Analise de variancia referente aos dados obtidos para a resposta Y2 (producdo de EGFP) através do
planejamento experimental DCC.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Fcalculado  p-valor
variagao quadrados liberdade médio
Regressao 4,66.10° 1 4,66.10° 119,3852  1,68.10%?
Residuos 1,29.10° 33 3,9.104

Total 5,95.10° 34

FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design.

Dessa forma, foi possivel a construcdo do grafico de resposta apresentado na Figura
16-A, relacionando a concentracdo da EGFP (mg/L) em funcdo do da temperatura(°C), que
demonstra que em condicdes de temperatura mais branda ocorre maior producdo de proteina
EGFP pela rE.coli. E o Diagrama de Pareto apresentado na Figura 16-B, que demonstra que a
variavel X1 (temperatura) foi a Gnica considerada estatisticamente significativa no processo de
producdo de EGFP.
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Figura 17. Influéncia da temperatura na concentracéo de proteina produzida (A) e Diagrama de Pareto (B)
apresentando a significancia das variaveis estudadas.
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FONTE: dados da pesquisa tratados no software Protimiza Experimental Design

Um estudo de Chew e colaboradores (2012) descreveu que dentre as variaveis
estudadas no planejamento realizado pelos pesquisadores as que tiveram significancia
estatistica foram a taxa de agitacdo, temperatura e tempo de inducdo, ja que foi utilizado IPTG
como agente indutor de expressédo proteica. Contudo, este resultado encontrado corrobora com
0 presente estudo, a temperatura foi a variavel que apresentou maior influéncia na produgéo da
proteina de interesse (CHEW et. al., 2012).

Sabe-se que a emissao de fluorescéncia pela proteina é melhorada quando sua estrutura
terciaria é formada corretamente (WALDO et al., 1999) o que pode ficar comprometido em
temperaturas mais elevadas resultando na formacgdo de corpos de inclusdéo na E. coli
(SIEMERING et al., 1996). Sendo assim, 20°C foi a temperatura definida cultivos
subsequentes.

A varidvel X4 (concentracdo de lactose) ndo apresentou interferéncia
significativamente estatistica para a expressao da proteina EGFP em um nivel de significancia
de 0,1. Contudo, em relacdo a resposta Y2 (crescimento celular bacteriano), a variavel X4
(concentracdo de lactose) apresentou interferéncia significativamente estatistica, sendo que
qguanto maior a concentracdo de lactose, melhor o crescimento celular bacteriano observado.
Além disso, observou-se que em um cultivo realizado em biorreator utilizando adi¢ao de 5g/L
de lactose ao meio, a mesma foi completamente consumida em aproximadamente 5 horas. Tais
resultados justificaram a escolha da concentracdo de 40 g/L de lactose para realizagédo dos

ensaio subsequentes.
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5.3 Ensaios em biorreator convencional

Apos a finalizacdo do planejamento experimental, foram realizados dois experimentos
pilotos em biorreator convencional, um nas condig¢des de 20°C, 600rpm, 0,75vvm (3 L/min) e
40 g/L de lactose no meio LB (3), e outro B nas condic¢des de 25°C, 600rpm, 0,75vvm e 40 g/L
de lactose no meio LB (4). A comparacao entre a curva de producdo de EGFP e a concentragédo
de biomassa (g/L) € demonstrada na Figura 17.

Figura 18. Crescimento celular entre os biorreatores em 20°C e em 25°C, operados em 600 rpm com vazdo de ar
de 3 L/min, utilizando meio LB com adicdo de 40 g/L de lactose.
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FONTE: autoria prépria

O que pode ser observado na Figura 17 foi que atingiu-se semelhantes concentragdes
de EGFP durante as duas condicdes de cultivo (383,50mg/L em 46 horas a 25°C enquanto que
a 20°C em 72 horas obteve-se 368,14 mg/L), porém a 25°C a producgdo de proteina ocorreu de
forma mais acelerada do que a 20°C, isso pode ser sugerido devido ao metabolismo bacteriano
responder melhor em temperaturas em torno de 30 a 37°C, ficando mais lento em temperaturas
amenas como 20°C. A Tabela 11 compara as producbes de EGFP, crescimento celular, e
parametros cinéticos dos dois biorreatores.
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Tabela 11. Parametros cinéticos dos dois biorreatores 3 (20°C) e 4 (25°C) operados em 600 rpm, 3 L/min de ar e
meio LB com adicédo de lactose.

: [biomassa] Pico [EGFP] Mmax Yp/x Produtividade
Biorreator
(9/L) (mg/L) (h (ma/g) (mg/L.h)
3 (20°C) 1,49 368,14 0,0895 249,85 511
4 (25°C) 2,29 383,50 0,2196 169,55 8,34

FONTE: autoria prépria

Apesar de apresentar maior concentracdo da proteina desejada e uma velocidade
especifica méxima de crescimento celular (uméx) maior (0,2196 h-1 versus 0,0895 h-1), o
cultivo a 25°C apresentou menor producdo especifica (Yp/x) (169,55 mg de GFP por grama de
célula, enquanto que a 20°C foi de 249,85 mg de GFP por grama de célula). Isso se deve ao fato
de que ambos as concentracBes de EGFP obtidas foram semelhantes, entretanto a biomassa
formada a 20°C foi aproximadamente 35% menor do que a 25°C.

Vale ressaltar que a diferenca do Yy entre as duas condi¢des sugere a hipotese de que
a expressao de EGFP néo estd unicamente relacionada ao crescimento celular, ja que o aumento
da biomassa nao foi proporcional ao aumento da concentracdo de proteina nos dois cultivos.

Por isso pode ser sugerido a hip6tese de que a capacidade de expressdo da proteina é
melhor em condigdes de temperatura mais brandas, assim como a capacidade da proteina emitir
fluorescéncia também pode ser melhorada em condi¢des amenas como 20°C, porém a
velocidade com que ela é produzida pela célula é menor, como observado quando comparamos
a produtividade na condicéo 4 (25°C) de 8,34 mg/L.h em relacdo a condicdo 3 (20°C), 5,11
mg/L.h.

Sabe-se que variavel agitacdo em biorreatores tem como papel principal promover
melhora na transferéncia de massa e calor, além de influenciar na concentracdo e transferéncia
do oxigénio, podendo, portanto, afetar o crescimento e expressao proteica pela célula bacteriana
(CHEW et. al, 2012). Sendo assim, com a observacdo dos parametros cinéticos apresentados
na Tabela 11, levando-se em consideracao principalmente o umax e a produtividade definiu-se
a temperatura de 25°C como melhor temperatura de cultivo para ensaios subsequentes onde
avaliou-se a variavel agitacao.

Foram realizados trés cultivos em condigdes de agitacdo diferentes, sendo elas 400
rpm (5), 800 rpm (6) e 1000 rpm (7). A vazéo de ar foi diminuida, em relacéo aos experimentos
a 20 e 25°C, para 0,5 vvm (2 L/min) e as condi¢Oes de operacdo foram mantidas em 25°C
utilizando meio LB com adicédo de 40 g/L de lactose. Também como medida analitica adicional

aos dois biorreatores pilotos (3 e 4) foi dosado a concentracdo de lactose de cada ensaio.
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As figuras 18 e 19 apresentam os resultados do cultivos C, D e E (400, 800 e 1000 rpm,

respectivamente).

Figura 19. Concentra¢do de EGFP (mg/L) dos experimentos realizados testando diferente condigdes de rotacéo
(400, 800 e 1000 rpm), em fungdo do tempo.
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Figura 20. Concentragfes de biomassa entre os experimentos realizados testando diferentes condi¢Bes de
rotagdo (400, 800 e 1000 rpm) em fungdo do tempo.
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Como pode ser observado na Figura 18 a maior concentracdo de EGFP foi obtida na
condigéo 7 com o biorreator operando em uma taxa de agitacdo de 1000 rpm, chegando a 529,70
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mg/L em 46 horas de cultivo, enquanto que a condi¢do 6 obteve 483,37 mg/L em 52 horas de
cultivo e a condigdo 5 359,39 mg/L de GFP em 46 horas. Isso pode ocorrer devido a
transferéncia de oxigénio ser melhorada pelo aumento da agitacdo, e esta tem grande influéncia
na capacidade de emissao de fluorescéncia pelo cromoforo devido a etapa de oxidacdo da
molécula ser de fundamental importancia e limitante para que o cromoéforo emita fluorescéncia
(HEIM et al, 1994).

O kca das condigdes testadas em biorreator (400, 800 e 1000 rpm na vazéo de ar de 2
L/min ar-0,5 vvm e em 600 rpm com vazéo de ar de 3 L/min -0,75vvm) foi medido e atraves
deste parametro pode-se calcular a OTR a fim de avaliar a existéncia da relagao entre 0 aumento
de agitacdo (conforme ocorreu aumento da agitacdo ocorreu também o aumento da
concentracdo de EGFP) e a transferéncia de oxigénio.

A Figura 20 apresentam o grafico da relacdo entre a concentracdo de EGFP (mg/L) e
o valor de OTR.

Figura 21. Curva da concentracdo de EGFP em funcéo da OTR - taxa de transferéncia de oxigénio (mmol/L/h).
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FONTE: autoria propria

Como pode ser visto na Figura 20 a relacdo entre OTR e concentracdo de EGFP (que
melhorou com 0 aumento da taxa de agitacdo) se deu de forma linear, dessa maneira é possivel
afirmar que para as condicOes testadas quanto maior a taxa de agitacdo melhor é a transferéncia
de oxigénio no meio obtendo-se maior concentracdo da proteina de interesse. A relacéo destas

duas variaveis € apresentada pela Equacao 11 (Eq 11).
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OTR = 2,2198.[EGFP] + 192,17 Eqg. 11

Em melhores condicdes de transferéncia de oxigénio se torna mais facil a absorcéo do
oxigénio disponivel no meio de cultura, devido a maior superficie de contato formada entre o
liquido e o gés, favorecendo expresséo da proteina de interesse.

E interessante observar que durante o planejamento experimental realizado em frasco
do tipo Erlenmeyer, descrito no item 5.2, a taxa de agitacdo ndo apresentou interferéncia
estatisticamente significativa para nenhuma das respostas (Y1-crescimento celular e Y2-
producdo de proteina), divergindo do resultado observado nesta etapa de cultivos em biorreator.
Sendo assim, sugere-se que a variacdo entre as taxas de agitacdo empregadas durante o
planejamento experimental 24 ndo tenha sido suficiente para promover diferenca expressiva na
transferéncia de oxigénio nao alterando significativamente a concentracdo de EGFP.

A Tabela 12 mostra a comparacao entre os biorreatores 5 (400 rpm), 6 (800 rpm) e 7

(1000 rpm) em relacdo aos pardmetros cinéticos observados.

Tabela 12. Parametros cinéticos observados nos cultivos 5 (400 rpm), 6 (800 rpm) e 7 (1000 rpm) operados a
25°C em vazdo de ar de 2 L/min composto de meio LB com adicao de 40 g/L de lactose.

. . . Consumo
. [biomassa] Pico [GFP] . i Produtividade
Experimento (/L) mg/L umax (h-1)  Yp/x (mg/g) (mg/L.h) Su(%s/t[;;lto
400 (5) 2,34 359,39 0,2888 154,90 7,81 20,23
800 (6) 2,66 483,37 0,2095 184,84 9,30 18,31
1000 (7e) 3,57 529,70 0,2022 150,09 11,52 18,90

FONTE: autoria propria

De acordo com a Tabela 12 as condic¢des 6 e 7 (800 rpm e 1000 rpm, respectivamente)
se mostraram superior na produtividade e na concentracdo de proteina e formacdo de biomassa
em relagédo a condigéo 5 (400 rpm), sendo a condigéo 7 a melhor em relagéo a produtividade e
apresentando concentracdo de proteina 47% maior em relacdo a condi¢do 5. Sendo assim,
utilizando apenas os valores observados para expressdo de GFP, uméax e produtividade, as
condigdes em 800 rpm e 1000 rpm foram selecionados como as condi¢Ges mais promissoras
para realizacdo dos proximos ensaios.

A Figura 21 apresenta fotos do reator realizado a 1000 rpm em diferentes momentos

do cultivo.
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Figura 22. Fotos do biorreator operado em 1000 rpm, 25°C, 2 L/min de vaz&o de ar e meio de cultura composto
de LB (25¢/L) com adicéo de lactose 40 (g/L) nos momentos 0, 36 e 48 horas apds o inicio do cultivo.

FONTE: autoria propria

O fato da expressdo proteica ndo ser proporcional a formacdo de biomassa, mas
responder proporcionalmente a taxa de agitacdo, explica o fato do Yp/x ser diferente entre os
cultivos e sugere que o aumento na taxa de transferéncia de oxigénio gerada pelo aumento na
taxa de agitagdo seja o responsavel pelo ganho na concentracdo proteica.

Observou-se que o consumo de lactose ndo se alterou dentre os trés experimentos e
qgue ndo foi consumida toda a fonte de carbono utilizada no cultivo. Sugere que outro
micronutriente ou fonte de nitrogénio ndo estd na concentracdo adequada, limitando o
crescimento celular e ndo permitindo o consumo total da lactose.

Dessa forma, foram realizados alguns testes a fim de definir o que poderia estar
limitando o crescimento celular bacteriano ja que a fonte de carbono ainda nao havia se

esgotado.

5.4 Teste de suplementacéo do meio LB

O excesso de nutrientes ou a limitacdo destes podem prejudicar o crescimento
bacteriano, limitando a obten¢&o do produto final desejado. Como observado no ensaio descrito
no item 5.3, a lactose adicionada ao meio de cultivo ndo foi completamente consumida.

A fim de determinar se algum nutriente do meio LB estava atuando como limitante,
foram realizados alguns testes de suplementacdo com diferentes concentrages do meio LB e

de extrato de levedura adicionadas ao meio de cultivo com o objetivo de promover o consumo
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total da lactose. Sendo assim, foi realizado um ensaio onde diferentes concentracdes de meio
LB foram avaliadas.

Todos os ensaios foram realizados em frasco agitado a 25°C, 200 rpm, 15% de
preenchimento do frasco, utilizando-se meio LB. A DO600nm inicial foi de 0,1 utilizando-se
indculo preparado como descrito no topico 4.4.

Todos os cultivos tiveram a adigdo de lactose na concentragdo de 40 g/L. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Os resultados observados e as condicdes testadas estdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Ensaio realizado em mesa incubadora rotativa referente a concentracdo de EGFP, biomassa e
consumo de lactose das condigdes testadas.

Condigdo do meio de ) Concentracao de Consumo de
Biomassa (g/L)
cultura (g/L) EGFP (mg/L) lactose (g/L)
LB 12,5 (50% menos) 2,34 152,68 15,13
LB 25 (Controle) 2,29 340,61 23,65
LB 37,5 (50% mais) 2,66 457,05 31,28
LB 25 + Ext Lev 2,5 5,35 936,68 32,98

FONTE: autoria propria

Como apresentado na Tabela 13, tanto a suplementacdo com 50% a mais da
concentracdo padrdo de LB quanto a suplementacdo com extrato de levedura levaram ao
aumento da concentracdo de proteina e aumento de biomassa em relacdo ao controle (25 g/L de
LB). Em contrapartida a diminuicdo em 50% da concentracdo de LB demonstrou piora de todos
0s parametros avaliados, inclusive piorando significativamente o consumo de lactose pelo
microrganismo, corroborando com a hip6tese de que o crescimento celular estava sendo
limitado por falta de algum nutriente do meio.

A adicdo do extrato de levedura levou a um aumento significativo na formacéo de
biomassa de aproximadamente 133% quando comparado ao grupo controle (LB 25 g/L), onde
ndo houve suplementacdo com o extrato de levedura ou com 50% mais da concentracdo padrao
de LB. Em relacéo a producédo de EGFP, o grupo controle (LB 25 g/L) apresentou concentragdo
de EGFP de 340,61 mg/L, enquanto no grupo suplementado com extrato de levedura a
concentracéo foi de 936,68 mg/L, aumentando a produgéo cerca de 175%. Um estudo de Studier

(2005) relatou que a adicdo de 0,5% de extrato de levedura ao meio levou a duplicacdo na



68

concentragdo de biomassa (STUDIER, 2005). A utilizagdo de meios complexos contendo
extrato de levedura é bastante difundida pois fornece nutrientes necessarios ao crescimento de
uma grande variedade de cepas de E. coli, apresentando maior crescimento quando comparado
a utilizacao de meios quimicamente definidos (STUDIER, 2005).

Apesar do grupo suplementado com 50% a mais da concentracdo padrdo de LB conter
a mesma quantidade de extrato de levedura que o grupo onde sé ocorreu suplementacdo com o
extrato, apresentou menor formacdo de biomassa e menor producdo proteica. 1sso pode ter
ocorrido pelo fato de que neste caso (aumentando apenas a concentracdo de LB) o aumento da
concentracdo de extrato de levedura (presente no meio LB) foi acompanhado do aumento na
concentracdo do sal também presente no meio LB (NaCl). Essa variacdo pode ter provocado
um aumento na pressdo osmotica levando a lise celular.

Apesar de ainda ndo ter sido observado consumo completo da lactose presente no
meio, houve um aumento de aproximadamente 39% no consumo deste aglcar. No grupo
controle foi observado aproximadamente 20 g/L de lactose presente no meio ao final do cultivo,
enquanto que 0s grupos com aumento na concentracdo do extrato de levedura apresentaram
aproximadamente 8 g/L. Dessa forma, um ensaio em biorreator convencional suplementando o
meio ja utilizado (LB 25 g/L + lactose 40 g/L) com 2,5 g/L de extrato de levedura (condigéo 8)
foi realizado, afim de observar se o perfil do consumo de lactose seria 0 mesmo encontrado no
teste realizado em mesa incubadora rotativa.

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos no cultivo em biorreator operado com taxa
de agitacdo em 800 rpm, a 25°C, vazao de ar de 2,0 L/min com o meio composto de LB 25g/L

suplementado com 40 g/L de lactose e 2,5 g/L de extrato de levedura.
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Figura 23. Concentracdo de EGFP (mg/L) e biomassa (g/L) do cultivo realizado em biorreator convencional
operando em 800 rpm, com vazdo de ar de 2 L/min, a 25°C com meio de cultivo composto por LB (25 g/L) mais
40 g/L de lactose mais 2,5 g/L de extrato de levedura.
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Como demonstrado na Figura 22, o cultivo em biorreator convencional se comportou
de maneira semelhante ao cultivo em mesa incubadora rotativa referente a producdo de EGFP
e concentracdo de biomassa (ambos em torno de 900 mg/L de proteina, com concentracéo de
biomassa em torno de 6 g/L), o que reforca que a suplementacdo do meio utilizado com extrato
de levedura se faz necesséaria. Porem houve um problema com o equipamento usado nesse
ensaio, durante a madrugada, interrompendo o mesmo em 54 horas. A concentracédo de lactose
foi dosada e até as 54 horas do inicio do cultivo e verificou-se o consumo de 27 g/L de lactose,
concentracdo menor que a apresentada no cultivo em mesa incubadora rotativa (32,98 g/L)
porém acredita-se que isso seja devido ao cultivo em biorreator ter sido interrompido em 54
horas, enquanto o consumo de lactose apresentado no cultivo em mesa incubadora rotativa foi
em 70 horas de cultivo. Para estudos posteriores aconselha-se repetir este experimento e realizar
um outro na condicdo de agitacao de 1000 rpm para avaliar se a fonte de carbono sera totalmente

consumida pelo microrganismo.

5.5 Teste com oxigénio puro

A fim de avaliar se a transferéncia de oxigénio foi limitante para a emissdo de

fluorescéncia pelo croméforo da proteina, realizou-se um experimento onde a biomassa celular
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do ultimo cultivo em biorreator (que obteve a maior concentragdo de proteina e biomassa —
condicéo 8) foi diluida em tampé&o Tris-HCL 50 mM de pH 8,0 (condicéo teste 1) e diluida em
agua (condicéo teste 2). A concentracdo de proteina foi analisada no inicio do experimento, e
entdo foi adicionado oxigénio puro com vazdo de 1 L/min nas duas condi¢des com controle de
temperatura a 22°C e retirou-se amostras a cada 15 minutos durante as duas primeiras horas de
experimento e apos isso retirou-se amostras a cada 1 hora. O experimento durou 8 horas.

A Figura 23 apresenta os resultados referente a concentracdo de proteina em fungéo

do tempo nos dois experimentos.

Figura 24. Concentracéo de proteina em funcéo do tempo do experimento utilizando oxigénio puro.
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Como pode ser observado na Figura 23, durante as duas primeiras horas do
experimento testando a adi¢do de oxigénio puro houve aumento substancial da fluorescéncia na
duas condicOes avaliadas (em Tris a concentracdo de EGFP em uma hora foi 115% vezes maior
do que a inicial e em agua foi 105% maior do que a concentracao inicial). Apds uma hora e
meia de experimento as concentracdes tiveram uma queda e se mantiveram estaveis até o
término do experimento, porém em nenhuma delas a concentracdo final de EGFP foi menor
que a inicial.

Através desses resultados foi confirmada a hipotese levantada de que haviam proteinas
formadas porém com limitacdo de transferéncia de oxigénio para a célula, de maneira que ndo
ocorria a etapa principal (oxida¢do da molécula) para a emisséo de fluorescéncia do cromoforo.

Deste modo conclui-se também que o oxigénio ndo foi um fator limitante para os

cultivos realizados em biorreator, visto que em nenhuma condicdo (1 a 8) a porcentagem de O>
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ndo baixou de 95%. Porém com este experimento realizado submetendo a amostra de biomassa
a vazdo de 1 L/min de oxigénio puro observou-se que a transferéncia de oxigénio nos cultivos
(até para os cultivos em maiores agitacdes) ndo esta sendo suficiente para ativar a fluorescéncia
de todas as moléculas formadas.

Este estudo foi baseado nos resultados encontrados no estudo de Heim e colaboradores
(1994) que cultivaram o microrganismo em condi¢fes anaerdbicas e submeteram o produto
(GFP) a adicéo de ar, observando que a proteina formada tinha sua emissdo de fluorescéncia
ativada pela presenca do oxigénio presente no ar (HEIM et al., 1994).

Outro experimento foi realizado nas mesmas condigdes porém durou apenas uma hora,
foi analisada a concentracdo de EGFP inicial e ap6s uma hora analisou-se novamente e
armazenou essas amostras (teste 1 e teste 2, diluidos em Tris e em &gua respectivamente) em
freezer. A concentracdo de EGFP, das amostra armazenada em freezer, foi medida durante 4
dias a fim de avaliar a estabilidade desta amostra.

Como resultado observou se o teste 1, diluido em Tris-HLC 50 mM quando
armazenado no mesmo tamp&o manteve sua concentracdo de EGFP constante, o teste 2, diluido

em &gua quando armazenado em agua também manteve a concentracdo proteica constante.
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6 CONCLUSAO

Através dos experimentos realizados observou-se que para a producao de EGFP, pelo
modelo de rE. coli linhagem BL21 DE3 pLysS pET28(a), a lactose se comportou de maneira
mais eficiente e promissora como fonte de carbono e agente de inducdo quando comparada ao
IPTG, sendo a concentracdo de EGFP 77% maior quando na presenca de lactose 5 g/L quando
comparada a concentracdo obtida na condicdo utilizando IPTG 0,05 mM no experimento
realizado em biorreator convencional.

Observou-se que entre as varidveis estudadas no planejamento estatistico, apenas a
temperatura (°C) foi estatisticamente significativa para a resposta Y2 (producdo de proteina
EGFP — mg/L).

Com base aos dados obtidos pelo planejamento experimental referente a resposta Y1
(crescimento celular) as variaveis que se apresentaram estatisticamente significativas foram
preenchimento do frasco tipo Erlenmeyer (%) e concentracdo de lactose (g/L), de maneira que
guanto maior essas duas variaveis maior a concentracao celular (g/L).

Observando os cultivos realizados em biorreator convencional constatou-se que em
maior taxa de agitacdo ocorreu aumento substancial da producdo de EGFP e melhor
produtividade, isso pode ser sugerido devido ao fato de essa condi¢do proporcionar melhor
transferéncia de oxigénio, tornando esse substrato mais disponivel para a célula, o que é
essencial para que haja formacao do cromdforo e para que ocorra emissdo de fluorescéncia.

Observou-se também que ocorreu formacgédo da proteina porém a fluorescéncia estava
sendo limitada pela transferéncia de oxigénio, pois ap0s o teste com adi¢do de oxigénio em uma
diluicdo da biomassa do ultimo cultivo realizado em biorreator, averiguou-se que ocorreu um
aumento de aproximadamente 115% da concentracao final em relacdo a concentracao inicial da
proteina no meio.

Ao final de todos os experimentos foi observado um aumento de aproximadamente 9
vezes na concentracdo de producdo de EGFP (de 105,14 a 936,68 mg/L) comparando as
condigdes anteriores a otimizagdo do processo com as condi¢cbes otimizadas em mesa
incubadora rotativa.

Em biorreator a concentracdo de proteina EGFP foi 8 vezes nas condi¢fes otimizadas
em comparacéo as condi¢fes ndo otimizadas.

Além desse aumento promovido pela otimizacdo das condigdes de operacdo do

processo, ocorreu um aumento significativo ap6s a adicdo de oxigénio puro durante
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aproximadamente 2 horas de experimento na biomassa celular diluida, sendo esse aumento de
aproximadamente 2,15 vezes em Tris e 2,05 vezes maior em agua.

Sendo assim, frente a todos os experimentos avaliados conclui-se que o objetivo
proposto pelo trabalho, o aumento da concentracdo de EGFP por rE. coli, foi alcancado de

maneira satisfatoria.
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Resultados coletados testando as quatro variaveis de interesse (X1, X2, X3 e X4), das duas

respostas obtidas para tratamento estatistico dos dados (Y1 e Y2) crescimento celular e

producdo de proteina, respectivamente

Temperatura  Agitagéo Preoclenchlmento Lactose] [biomassa] [GFP]
1 v o frasco %4 Y1 (mg/L)
X3 Y2

-1 -1 -1 -1 2,30 328,18
-1 -1 -1 -1 2,12 443,78
1 -1 -1 -1 1,34 126,00
1 -1 -1 -1 1,64 224,97
-1 1 -1 -1 1,92 321,44
-1 1 -1 -1 2,00 388,81
1 1 -1 -1 1,38 157,42
1 1 -1 -1 1,96 190,98
-1 -1 1 -1 2,32 310,39
-1 -1 1 -1 2,20 443,52
1 -1 1 -1 2,04 153,23
1 -1 1 -1 2,39 280,05
-1 1 1 -1 2,55 464,38
-1 1 1 -1 2,38 459,08
1 1 1 -1 1,53 156,13
1 1 1 -1 2,53 148,08
-1 -1 -1 1 2,46 405,06
-1 -1 -1 1 2,48 528,83
1 -1 -1 1 2,12 108,98
1 -1 -1 1 1,95 281,65
-1 1 -1 1 2,52 346,82
-1 1 -1 1 2,36 519,34
1 1 -1 1 2,48 206,54
1 1 -1 1 2,81 219,17
-1 -1 1 1 2,57 443,88
-1 -1 1 1 2,40 506,89
1 -1 1 1 2,92 149,17
1 -1 1 1 2,91 248,40
-1 1 1 1 2,47 410,23
-1 1 1 1 2,50 542,56
1 1 1 1 2,20 155,92
1 1 1 1 2,78 191,74
0 0 0 0 2,67 361,12
0 0 0 0 2,42 319,67
0 0 0 0 2,65 325,93




