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Resumo

RESUMO

A proteina verde fluorescente (GFP; green fluorescent protein) tem sido amplamente
empregada como biomarcador e pode ser obtida a partir da manipulacdo génica,
utilizando Escherichia coli recombinante como microrganismo para expressao proteica.
A utilizacdo de agentes indutores de expressdo proteica se faz necessaria para a
obtencdo da GFP, entretanto o IPTG (isopropil B-D1-tio-galactopiranosideo), analogo
da lactose normalmente utilizado, apresenta alta toxicidade e custo, necessitando-se
encontrar uma alternativa a seu uso. Sendo assim, o presente trabalho visou a melhora
do processo de obtencdo da proteina heteréloga GFP utilizando-se E. coli recombinante
em modo de operagdo batelada alimentada em biorreator convencional do tipo tanque
agitado e aerado, adicionando-se lactose ao meio de cultivo para agir como fonte de
carbono e agente indutor. Foram realizados ensaios a fim de avaliar o rendimento na
formacdo de biomassa e proteina GFP frente a utilizacdo de glicose, lactose e IPTG,
mostrando-se a lactose como a mais promissora. Em ensaio em biorreator convencional
do tipo tanque agitado e aerado, utilizando-se lactose na concentracao de 5 g/L ou IPTG
0,05 mM foi observada expressdo de GFP de 164 mg/L e 105 mg/L, respectivamente.
Posteriormente foram realizados ensaios para testar diferentes meios, meio baseado no
meio de autoinducdo e meio HCD, entretanto nenhum apresentou resultado satisfatorio
na formacao de biomassa e producdo de GFP que justificasse sua utilizagdo no lugar do
meio LB suplementado com lactose. Em planejamento experimental realizado variando-
se temperatura, velocidade de agitacdo, preenchimento do frasco Erlenmeyer e
concentracdo do indutor, podendo ser esse lactose ou IPTG, foi observada influéncia
estatisticamente significativa num nivel de significancia de 0,01 do preenchimento do
frasco e concentracdo de lactose na formacdo de biomassa de forma diretamente
proporcional, enquanto que para a producdo de GFP a temperatura foi a Unica variavel
significativa, de forma inversamente proporcional, levando a uma producdo de 476
mg/L de GFP na melhor condicéo (40 g/L de lactose, 15% e preenchimento, 250 rpm e
20°C). Apo6s determinadas as melhores condigdes, foram realizados ensaios em
biorreator no modo de operacdo batelada variando-se a aeracéo (0,5 vvm e 0,75 vvm),
velocidade de agitacdo (400 rpm, 600 rpm, 800 rpm e 1000 rpm) e temperatura (20°C e
25°C). Foi observado que a melhor temperatura para realizagdo dos ensaios foi a 25°C e
que a aeracdo ndo se mostrou interferente na producéo de biomassa e GFP, entretanto, o
aumento da velocidade de agitacdo trouxe ganho expressivo na expressao proteica,
mostrando-se as velocidades de 800 rpm e 1000 rpm as condi¢des mais promissoras
(487,37 mg/L de GFP e 529,70 mg/L de GFP, respectivamente). Com adicdo de extrato
de levedura e sulfato de magnésio ao meio, em ensaio realizado em frasco agitado, foi
obtida producdo de GFP de 1,1 g. Realizando-se ensaio em biorreator em modo de
operacdo batelada alimentada com alimentacéo iniciada com 30 h e 48 h de cultivo, foi
obtido melhor resultado com inicio no menor tempo, levando a expressao de 842,71
mg/L de GFP. Por fim, foi realizado teste com enriquecimento com oxigénio puro, a fim
de garantir a completa oxida¢do do grupamento cromoforo, que levou a aumento de
aproximadamente 2,15 vezes.

Palavras-chave: GFP; Escherichia coli; modo de operacdo batelada alimentada,
proteina verde fluorescente, condigdes de cultivo, aumento de escala.
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Abstract

ABSTRACT

Advances in biotechnology techniques have allowed the use of biomolecules of medical
and industrial interest on a large scale. Green fluorescent protein (GFP) has been widely
used as a biomarker and can be accompanied by gene manipulation using recombinant
Escherichia coli as a microorganism for protein expression. The use of protein
expression inducing agents is necessary to obtain GFP, since the IPTG (isopropyl p-D1-
thiogalactopyroside), a lactose analogue, is currently used in high toxicity and cost, and
it is necessary to find an alternative to its use. Thus, the present study aimed at
improving the process of obtaining the heterogenic GFP protein using recombinant E.
coli in batch operation mode in conventional agitated and aerated tank type bioreactor,
adding lactose to the culture medium to act as source of carbon and inducing agent.
Biological assays of GFP and biomass gain were performed on the use of glucose,
lactose and IPTG, showing a lactose as the most promising. In relation to the
conventional agitated and aerated tank type bioreactor using the concentration of 5g /L
or 0.05 mM IPTG, GFP expression of 164 mg / L and 105 mg / L, respectively, was
observed. Subsequently, tests were performed to test different media, MA_Lac medium,
medium based on the medium of autodduction and HCD medium, however none
presented satisfactory results in the formation of biomass and GFP production that
justified its use in place of LB medium supplemented with lactose. In the experimental
design carried out by varying the temperature, the agitation rate, the Erlenmeyer flask
filling and the concentration of the inducer, it could be that lactose or IPTG, a
statistically significant influence was observed at a significance level of 0.01 of the
bottle filling and lactose concentration in the formation of biomass in a directly
proportional way, whereas for the production of GFP the temperature was the only
significant variable, inversely proportional, leading to a production of 476 mg / L GFP
in the optimized condition (40 g / L lactose , 15% and fill, 250 rpm and 20 °C). After
the best conditions were determined, bioreactor trials were performed in the batch
mode, varying the aeration rate (0.5 vvm and 0.75 vvm), stirring rate (400 rpm, 600
rpm, 800 rpm and 1000 rpm) and temperature (20 °C and 25 °C). It was observed that
the best temperature to perform the tests was at 25 °C and that the aeration rate was not
interfering in the production of biomass and GFP, however, the increase of the agitation
rate brought a significant gain in the yield, in wich the rates of 800 rpm and 1000 rpm
were the most promising conditions (487.37 mg/ L of GFP and 529.70 mg / L of GFP,
respectively). With the addition of yeast extract and magnesium sulfate to the medium,
in a test carried out in a shaken flask, the production of 1.1 g GFP was obtained. By
performing a test in a bioreactor in fed batch operation mode beginning with 30 h and
48 h, the best result was obtained, starting in the shortest time, leading to the expression
of 842.71 mg / L of GFP. Finally, a test was performed with enrichment with pure
oxygen, in order to guarantee the complete oxidation of the chromophore group, which
led to an increase of approximately 2.15 times.

Keywords: GFP; Escherichia coli; fed batch; green fluorescente protein; culture
conditions; scale up.
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a = area interfacial especifica de troca de massa

ANOVA = Andlise de variancia

BFP = Blue Fluorescent Protein/ Proteina fluorescente azul

BPP = Boas Praticas de Producgao

C* = Saturacdo do oxigénio no liquido

CACD = Cultivos de alta densidade celular

cAMP = AMP ciclico

CAP = Proteina ativadora catabolica

Cp = Concentracdo de GFP (mg/L)

C,o = Concentracao inicial do substrato (g/L)

Cx, = Concentracdo inicial de celulas (biomassa) (g/L)

Cx = Concentracéo de células (biomassa) (g/L)

DOsoonm = Densidade optica no comprimento de onda de 600 nanémetros

E. coli = Escherichia coli

ECFP = Enhanced Cyan Fluorescent Protein/Proteina ciano fluorescente melhorada
EGFP = Enhanced Green Fluorescent Protein/ Proteina verde fluorescente melhorada
EL = Extrato de levedura

EYFP = Enhanced Yellow Fluorescent Protein/ Proteina fluorescente amarela

melhorada

GFP = Green Fluorescent Protein/Proteina verde fluorescente
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vvm = Vazdo especifica de ar (L/min)

Yox = Producéo especifica (mg/g)

Yxs = Coeficiente de rendimento de substrato por célula (g/g)

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Lista de Abreviaturas

X02 = Concentracdo de oxigénio no ar

U = Velocidade especifica de crescimento (h)

Hcritico = Velocidade especifica de crescimento critica (h™)
Umax = Velocidade especifica maxima de crescimento (h™)
pset = Velocidade especifica de crescimento escolhida (h™)

UV = ultravioleta
a = Nivel de significancia
A = Graus de liberdade

€ = tempo de resposta do eletrodo

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Meios liquidos utilizados e seus respectivos COdigos. ........cccevvrvvereireerieenne. 40
Tabela 2. Componentes do Meio HCD........c.ccoveiiiieiiece e 41
Tabela 3. Matriz das variaveis codificadas analisadas no Planejamento fatorial 2% ..... 43
Tabela 4. Variaveis reais analisadas no Planejamento fatorial 2%..............cccccccoeueeneen, 43
Tabela 5. Valores de twab para cada nivel de significAncia..........c.ccoovvvveiiiencicnnnnnn 44

Tabela 6. Formacdo de biomassa observada no planejamento experimental
Planejamento fatorial 2* quando utilizada a lactose como agente indutor. .................... 63
Tabela 7. Formacdo de biomassa observada no planejamento experimental
Planejamento fatorial 2% quando utilizado IPTG como agente indutor. ......................... 63
Tabela 8. Expressdo de GFP observada no planejamento experimental Planejamento
fatorial 2* quando utilizada a lactose como agente indutor............cc..ccoeevecueveievercennn. 65
Tabela 9. Expressdo de GFP observada no planejamento experimental Planejamento
fatorial 2* quando utilizado IPTG como agente iNdULON. ...........cccovcuevieevercveireeere e 65
Tabela 10. Erro Padrdo e teste t de Student para a resposta concentracdo de biomassa,
de acordo com 0 Planejamento fatorial 2% ............ccccoeeeeeeereeeee e 67
Tabela 11. ANOVA para a resposta concentracdo de biomassa (g/L), de acordo com
planejamento fatorial 2%..............coviueviiiecece e, 69
Tabela 12. Erro Padrao e teste t de Student para a resposta produgdo de GFP (mg/L), de
acordo com 0 Planejamento fatorial 2% .............cccoeeeeeveeeeee e 70
Tabela 13. ANOVA para a resposta producdo de GFP (mg/L), de acordo com
Planejamento fatorial 27...............coviueveiceeieceeee e, 71
Tabela 14. CondicGes de cultivo dos reatores de A a E realizado em modo de operagédo
DALEIAAA. ... ..o s 75
Tabela 15. Concentracfes maximas de biomassa e GFP e pardmetros cinéticos dos
reatores A e B realizados a 600 rpm € 0,75 VVM. .....ccviiiiieineieneese e 76
Tabela 16. Concentragdes maximas de biomassa e GFP e pardmetros cinéticos dos
reatores realizados nas rotagdes de 400 rpm, 600 rpm, 800 rpm e 1000 rpm. ............... 77
Tabela 17. Concentracdo de biomassa e GFP, parametros cinéticos e consumo de
lactose observados em ensaio realizado em biorreator nas condic¢des de 800 rpm e 1000
rpm com € Sem CONLrole de PH. .....ooiiiiii e 81
Tabela 18. Ensaio realizado em frasco agitado para avaliar a influéncia da concentragédo

do meio LB no consumo de lactose pela célula bacteriana. .............ccoovveieienciinennnne 83

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Lista de Tabelas

Tabela 19. Delineamento fatorial 22 realizado em frasco agitado para avaliagdo da
influéncia da concentracéo de fosfato e do meio LB no consumo de lactose pela célula
0 [0t (T T - USSR 84
Tabela 20. Ensaio realizado em mesa incubadora rotativa para avaliacdo da influéncia
da concentracdo de aménio no consumo de lactose pela célula bacteriana.................... 85
Tabela 21. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia do aumento
na concentracdo de extrato de levedura no consumo de lactose pela célula bacteriana. 86
Tabela 22. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia de
diferentes concentraces de extrato de levedura no consumo de lactose pela célula
0 [0t T T - TSP UURRRPRN 87
Tabela 23. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia de
diferentes concentracdes de sulfato de magnésio (MgSO4) no consumo de lactose pela
CEIUIA DACTEITANG. ....veveeeeie ettt bbb e e 89
Tabela 24. Concentracdo de biomassa e GFP, parametros cinéticos e consumo de
lactose observados em ensaio realizado em biorreator em modo de operagdo batelada
AIIMENTAGA. ...ttt b e bbb 90
Tabela 25. Concentracdo de GFP (mg/L) observada nas condi¢Ges otimizadas e nédo
otimizadas em ensaios realizados em frasco agitado e em biorreator convencional em
MOCO DALEIATA. ......oveeieeecie e 93

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo da membrana de bactérias Gram-negativas. ...........ccccccerueneen. 18
Figura 2. Estrutura do Operon Iac. .........ccocveeiieiicie et 21
Figura 3. Esquema de ativacdo do operon lac quando na presenca de lactose.............. 22

Figura 4. Esquema de ativacdo do operon lac quando na presenca de lactose e auséncia

08 GHICOSE. ...ttt 23
Figura 5. Estruta dos plasmideos PET € PLYSS. .....cccvceiiieie e 24
Figura 6. Estruturas quimicas da lactose, alolactose € IPTG. .......ccccccevveviiieivececnnn, 25

Figura 7. Estrutura da proteina verde fluorescente (GFP) e seu grupamento cromoéforo.

Figura 8. Esquema biosintético do grupamento cromdéforo da proteina GFP. .............. 29
Figura 9. Estrutura quimica das moléculas geradas por modificacdes na estrutura da
MOIEcula de GFP SEIVAGEM. ....c.ocuiiiiiiie et 30
Figura 10. Biorreator do tipo tanque agitado e aerado (A); impelidores tipo turbina de
seis pas planas ou tipo RUSHION (B).......ccccviiiiieieiie e 33
Figura 11. Curvas de crescimento celular dos melhores resultados observados frente a
adicédo de diferentes concentracOes de glicose, lactose e IPTG em ensaio realizado em
AT Lo 0] o] F-Tox: TR SRS TSP P PP PR TR 52
Figura 12. Emissdo maxima de fluorescéncia frente a adicdo de diferentes
concentracdes de glicose, lactose e IPTG em ensaio realizado em microplaca. ............ 53
Figura 13. Curvas de crescimento celular frente a adigéo de lactose e IPTG em cultivo
realizado em frasCo gitAd0. .........cueieieriiriiie s 54
Figura 14. Expressao proteica frente a adicdo de lactose e IPTG em cultivo realizado
EM FraSCo AQITAUO. ......cveivieieiie e e 55
Figura 15. Curvas de crescimento celular e expressdo proteica frente a adicdo de
lactose e IPTG em cultivo realizado em biorreator em modo de operagdo batelada a
30°C, 300 rpm € aerag@o de 0,5 VVITL ...c.eeiiiiiiiiiiieiie et 56
Figura 16. Curva de crescimento celular (biomassa g/L) e produgdo de GFP (mg/L)
versus consumo de lactose (g/L) em ensaio realizado em biorreator em modo de
OPEraGa0 DALEIAAA. ......ovieiieiitiitiee e 58
Figura 17. Curvas de crescimento celular bacteriano observadas quando utilizado meio
HCD e meio LB(25¢g/L)_Lac(5g/L) em ensaio realizado em frasco agitado. ................ 60

Figura 18. Curva de crescimento celular observadas em ensaios realizados em

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Lista de Figuras

biorreator utilizando-se eio LB(25¢/L)_Lac(20g/L)_Glico(10g/L)_Glice(60g/L) e
(IS Ao T I T - Tod (5o I U UR 61
Figura 19. Diagrama de Pareto referente a formagdo de biomassa quando utilizada a
JCTOSE. ..ttt bbbttt bbbt 67
Figura 20. Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta concentracao de
biomassa (g/L) em funcéo do preenchimento do frasco (%) e concentragdo de lactose
(o TSROSO 69
Figura 21. Diagrama de Pareto referente a formacdo de biomassa quando utilizada a
JCTOSE. ..ttt bbbttt bbbt 70
Figura 22. Grafico resposta da influéncia da temperatura na producédo de GFP (mg/L).

Figura 23. Curvas de concentracdo de biomassa (g/L) e producdo de GFP (mg/L) em
ensaio realizado em frasco agitado frente a variacdo de temperatura durante o cultivo. 74
Figura 24. Estrutura quimica do grupamento croméforo da GFP, p-hidroxi benzilideno
imidazoliding, deStacado M VEIUE. ........ccvveiieiciiie ettt et e e e s sbeaeeeaaes 78
Figura 25. Curva da concentracdo de GFP em funcdo da OTR (taxa de transferéncia de
OXIGENIO) (MMON/L.N). ettt 79
Figura 26. Fotos do reator realizado em modo batelada com velocidade de agitacdo de
1000 rpm nos tempos 0 horas, 36 horas e 48 horas de CUltiVO. ...........cccccevvereiiieieennns 81
Figura 27. Concentracdo de GFP em fun¢do do tempo em experimento realizado para

enriquecimento COM OXIGENIO PUIOD. ....couveiveireireeieeie st ste et e e sre et sre e snaenas 92

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Sumario

SUMARIO
1. INTRODUGAO ...t 16
2. REVISAO DA LITERATURA ....c.ooiieieeeeeeee ettt 18
3. OBUIETIVOS ...ttt bttt 38
3.1 ODJEtIVO GOIAl ....c.veeeei et e 38
3.2 ODbjetiVOs ESPECITICOS .. ..ciuiieirieiieeie e 38
4. MATERIAL E METODOS........c.couiiiiieieeieietieiee et 38
4.1 MICIOTGANISIMIO ...ouviiiiiitieiieii ettt bbbttt nb bbb 38
4.2 MEIOS A8 CUITIVIO ....ovieiciiiiietiee et 39
4.3 AQENTES INAULOTES ..ottt 42
4.4 Planejamento eXperimental...........ccooeiveiiiie i 42
4.5  Metodologia EXPerimental ... 45
4.6  Metodologia analitiCa ...........cceiveiiiiiiiece e 47
4.7  Determinagdo dos pardmetros CINELICOS .........coevrerirerierienieese e 50
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....c.oviuieeiererere e ee e, 52
6.  CONCLUSAO ....ooiiiieiicieiseees sttt 93
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocoooeieeeeeteeeeeeeeieeeeeve e, 95
APENDICE ..ottt sttt 108

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Introducéo 16

1. INTRODUCAO

Embora o ser humano se utilize de processos biotecnoldgicos ha milhares de
anos, o avanco da biotecnologia tem revolucionado a vida cotidiana. Manipulagéo
genética, sequenciamento de DNA, novas drogas modificadoras do comportamento e de
performance atlética, técnicas de fertilizacdo in vitro e de manutencdo de processos
vitais, entre outros, modificam, alguns de forma irreversivel, os seres humanos.

Dentre o0s processos citados acima vale ressaltar a manipulacdo génica, que abriu
diversas possibilidades para a producdo de biomoléculas como por exemplo o0s
biomarcadores, que permitem a deteccdo de doencas, controle de processos, entre outras
atividades.

As proteinas fluorescentes tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores
devido a simplicidade e facilidade na quantificacdo de sua fluorescéncia (CHEW et al,
2011). Dentre elas, a proteina verde fluorescente (GFP; green fluorescente protein),
observada pela primeira vez na agua-viva Aequorea victoria (SHIMOMURA et al.,
1962), merece destaque.

Sendo o cromoéforo formado a partir da ciclizacdo de aminoacidos da propria
proteina, a sua fluorescéncia € emitida sem a necessidade de nenhum cofator externo ao
organismo que a expressa, caracteristica que torna essa proteina um excelente marcador
in vivo de expressao génica (TIMMONS et al., 1997; GILL et al., 2000) e de localizagdo
de proteinas (GERDES; KAETHER, 1996; MARGOLIN, 2000) em varios sistemas
bioldgicos.

Devido a facilidade na sua deteccdo, realizada por processos simples como
espectrofluorimetria ou até inspecéo visual utilizando uma lampada UV, a GFP tem sido
amplamente utilizada como indicador bioldgico (PENNA et al., 2004(a)). Além disso, a
auséncia de riscos de toxicidade para o hospedeiro torna essa proteina ainda mais
atrativa para a utilizacdo no monitoramento de bioprocessos (REISCHER et al., 2004).

Apesar da vasta utilizacdo da GFP na biotecnologia, ainda sdo necessarios novos
estudos que visem a otimizacdo e desenvolvimento de processos mais eficientes para
sua producdo (HUANG; SHUSTA, 2005), ja que altas concentracfes da proteina séo
necessarias para que a mesma seja detectada acima do background noise. A utilizagdo
da GFP como biosensor otico, por exemplo, requer, no minimo, alguns miligramas de
proteina pura para o ensaio (CINELLI et al., 2001).

A utilizacdo de microrganismos recombinantes para a producdo de proteinas
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heter6logas tem sido uma ferramenta fundamental para o desenvolvimento da
biotecnologia. A expressdo de genes heterdlogos utilizando a Escherichia coli (E. coli) é
uma alternativa a ser explorada visando a producdo da GFP recombinante. Os avancos
na engenharia genética permitiram o desenvolvimento de sistemas de expressao
bacteriana, particularmente em E. coli, capazes de produzir grandes quantidades de
proteinas a partir de genes clonados (KANE; HARTLEY, 1988).

A utilizacdo do modelo de expressdo de E. coli é a primeira escolha, dentre os
sistemas bacterianos, para analises laboratoriais (PAPANEOPHYTOU; KONTOPIDIS,
2014). A escolha desse sistema para a expressdo do gene da GFP pode ser justificada
pela sua facilidade de manuseio, seu baixo custo e por geralmente permitir altos niveis
de expressdo proteica (RUCKER et al., 2001). Ademais, podem ser obtidas elevadas
densidades celulares e altas taxas de crescimento com baixos requisitos nutricionais
(BLIGHT; HOLLAND, 1994).

O alto rendimento no processo de obtencdo de proteinas recombinantes é de
extrema importancia. Dessa forma, sendo as proteinas recombinantes expressas no
citoplasma bacteriano da E. coli (BERLEC; STRUKELJ, 2013), a produtividade sera
proporcional a densidade celular, portanto a obtencdo de cultivos com alta densidade
celular é de grande interesse.

Sabe-se que parametros fisico-quimicos como temperatura durante o cultivo,
composicdo do meio e pH, velocidades de agitacéo e aeracdo, concentracdo do indutor,
densidade do indculo, periodo de cultivo, oxigenacédo e tempo de induc¢do, influenciam o
crescimento de culturas celulares e a producdo de proteinas heterélogas (BERLEC et al.,
2008; DONOVAN et al., 1996; GAO; GU, 2007; NIKEREL et al., 2006; PSOMAS et
al., 2007; WANG, et al., 2003). Além disso, definir os nutrientes essenciais ao processo
¢ um desafio j& que os mesmos devem estar em quantidade suficiente para suprir a

T

crescimento ou formacdo de metabdlitos indesejados (CHOU, 2007).
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2. REVISAO DA LITERATURA

> Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli (E. coli) foi inicialmente descrita por Theodor
Escherich, em 1885, e refere-se a um grupo de bactérias constituido por diferentes cepas
com varias caracteristicas em comum (TORTORA et al., 2012).

E um microrganismo procarioto, aerobio e anaerébio facultativo, com dimenséo
de 0,5 um de diametro e 1,5 um de comprimento, tendo suas células constituidas
basicamente por compostos organicos com composicdo média de 50% de carbono, 20%
de oxigénio, 14% de nitrogénio, 8% de hidrogénio, 3% de fosforo, 2% de potassio, 1%
de enxofre, 0,05% de célcio, magnésio e cloro, 0,2% de ferro e um total de 0,3% de
outros minerais como manganés, cobalto, cobre, zinco e molibdénio (NEIDHARDT et
al., 1990).

A E. coli é um bacilo gram-negativo, tendo sua parede celular composta,
portanto, por uma membrana interna (citoplasmatica) e uma membrana externa envolta
por lipopolissacarideo, separadas pelo espaco periplasmatico e por uma membrana de
peptidoglicano (mureina), responsavel por preservar a integridade celular frente a
condicdes adversas (BAILEY; OLLIS, 1986; NEIDHARDT et al., 1990)(Figura 1).

Figura 1. Representacdo da membrana de bactérias Gram-negativas.

Lipopolissacrideo

Membrana externa 4

b Espaco periplasmatico
Peptidoglicano -

Membrana interna{ )

FONTE: adaptado de < https://www.dreamstime.com/stock-illustration-structure-gram-negative-

bacteria-cell-wall-labeled-d-illustration-image84181743>.

O material genético bacteriano, constituido por uma molécula de DNA circular,
localiza-se na regido central da célula, no entanto, podem também existir outras

pequenas moléculas de DNA circulares, conhecidas como plasmideos (TORTORA et.
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al., 2012).

A E. coli é uma bactéria capaz de crescer em pHs préximo da neutralidade (entre
6 e 8). Mesofila, apresenta crescimento em temperaturas na faixa de 8°C a 48°C,
entretanto, 37°C é sua temperatura 6tima de crescimento (NEIDHARDT et al., 1990),
podendo, portanto, ser naturalmente encontrada na microbiota do trato intestinal
humano e da maioria dos animais (TORTORA et al., 2012).

Apesar de ndo ser capaz de expressar proteinas complexas (ALTENBUCHNER;
MATTES, 2005), atualmente seu uso é bastante difundido e diversificado. Enzimas
industriais (renina, amilases, proteases e celulases) além de proteinas terapéuticas
(insulina, hormdnios de crescimento e interferons) séo alguns poucos exemplos dentre
as muitas proteinas recombinantes produzidas utilizando-se a E. coli como organismo
hospedeiro (EITEMAN; ALTMAN, 2006).

A sintese de proteinas heter6logas por microrganismos recombinantes acarreta
uma diminuicéo significativa dos seus recursos celulares, como ATP, nucleotideos e
aminoacidos, j& que a célula € forgcada a direcionar parte significativa da energia e dos
aminoacidos gerados para atender a demanda de sintese, levando o hospedeiro a um
estresse metabolico (GOMBERT; KILIKIAN, 1998; KILIKIAN et al., 2000). Dessa
forma, o hospedeiro se torna debilitado e o metabolismo e a fisiologia da célula sdo
drasticamente alterados (GLICK, 1995; HEYLAND et al., 2011; MARISCH et al.,
2013; MOROWVAT et al., 2014).

A intensidade na qual a proteina é sintetizada, as suas caracteristicas, 0 nimero
de copias do plasmideo e o tamanho do vetor, as condi¢Bes sob as quais é realizada a
inducdo (concentracdo, substancia utilizada, temperatura), a composicdo do meio de
cultura e o estado metabolico da célula sdo fatores intimamente relacionados a
magnitude do estresse metabolico gerado (ASHRAF et al., 2013; BABAEIPOUR et al.,
2013; GLICK, 1995).

Uma das consequéncias do estresse metabdlico em E. coli sdo respostas
fisioldgicas geradas que podem levar a producdo de varias outras proteinas além da de
interesse (NELSON; COX, 2006). Sendo assim, a implementacdo de abordagens mais
agressivas a fim de se obter rapido crescimento e producdo proteica pode levar ao
acumulo de outras proteinas produzidas em resposta ao estresse que dificultardo as
etapas posteriores de purificagéo.

Em sistemas de expressdo baseados em plasmideos, além da energia celular

desviada para a sintese proteica, ocorre também um desvio para replicacdo e
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manutencdo do plasmideo, de forma que o crescimento celular fica comprometido
levando a uma diminuigdo no rendimento de biomassa. Ademais, promove-se uma
instabilidade plasmidial que pode acarretar o surgimento de uma populacéo de células
com auséncia do plasmideo de interesse (GLICK, 1995; HEYLAND et al., 2011;
MARISCH et al., 2013; MOROWVAT et al., 2014; WAEGEMAN; SOETAERT, 2011;
YAZDANI; MUKHERJEE, 2002).

A ndo retencdo do plasmideo € consequéncia da distribuicdo desigual dos
mesmos durante a divisdo celular. I1sso pode ser solucionado ao se inserirem genes de
resisténcia a antibidticos de forma a criar uma pressao seletiva para que o plasmideo
seja retido pelas células (HAGG et al., 2004).

De acordo com a literatura, muitos séo os fatores influentes sobre a estabilidade
do plasmideo, dentre os quais encontram-se as condic¢des do cultivo (CRAYNEST et al.,
1996), a temperatura da cultura e a possivel toxicidade da proteina codificada
(CORCHERO; VILLAVERDE, 1998), a quantidade de copias do plasmideo, o
substrato utilizado, a composi¢do do meio (SUMMERS, 1991; ZHAO et al., 2001) e a
velocidade de crescimento (PARKER; DIBIASIO, 1987),.

A influéncia da temperatura na producdo de proteinas heterélogas esta bem
estabelecida na literatura, que descreve que o rapido crescimento celular pode ser
observado com altas temperaturas, entretanto a sintese proteica € reduzida uma vez que
a estabilidade do plasmideo e a formacdo de sua estrutura tercidria ficam
comprometidas (ZHANG et al., 2003).

A escolha da fonte de carbono, outro fator bastante influente no crescimento
celular bacteriano e na produgdo de proteinas heterdlogas, deve ser realizada com
bastante cuidado. A glicose, substrato mais utilizado experimentalmente, pode ser
bastante atrativa por apresentar capacidade de atuar como fonte de carbono e de energia,
além de seu baixo custo. Entretanto, pode promover a ocorréncia do chamado
metabolismo overflow durante o seu processamento pela via glicolitica, liberando
acetato no meio (RIESENBERG, 1991).

A glicose, somente em condi¢fes de aerobiose, apos ser catabolizada a piruvato
é oxidada pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase a acetilcoenzima A (acetil-
CoA) atraves de uma descarboxilacdo oxidativa. Quando o fluxo de consumo da glicose
pela via metabolica supera a capacidade de assimilacdo da acetil-CoA pela via do acido
citrico e/ou cadeia transportadora de elétrons, ocorre acumulo da enzima que é,

portanto, transformada em acetato liberado no meio de cultivo (HOLMS, 1986;
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KLEMAN; STROHL, 1994; LEE, 1996). O acetato € conhecido por ser o principal
inibidor do crescimento e da sintese protéica (KLEMAN; STROHL, 1994; LEE, 1996;
LULI; STROHL, 1990).

A glicose ¢ a fonte de carbono de primeira escolha da E. coli. Sendo facilmente
assimilada, promove formacdo de acetato como descrito anteriormente. Entretanto, a
formagdo de tal metabolito pode ser evitada utilizando-se outras fontes de carbono,
como a lactose.

Diferentemente da glicose, que é pronta e preferencialmente utilizada pela E.
coli ja que as enzimas envolvidas em sua metabolizacdo sdo constitutivas, sabe-se que 0
metabolismo da lactose pela célula bacteriana depende da expressdo de proteinas
liberadas apenas quando em presenca deste dissacarideo ou seus analogos. A expressao
de tais enzimas é regulada e coordenada pelo operon indutivel lac, proposto por
Francois Jacob e Jacques Monod (TORTORA et al., 2012).

O operon, um conjunto de genes sob o controle de um Unico operador, é bastante
comum em organismos bacterianos e permite a expressdo de varias proteinas que sao
requeridas simultaneamente. Tal estrutura € constituida por um sitio promotor (P) e um
sitio operador (O), que juntos formam a regido de controle, e por genes estruturais
codificadores das proteinas indutiveis, sendo esses, no caso do operon lac, lacZ, lacY e
lacA. Além disso, possui também uma regido reguladora (lacl, no caso do operon lac)
responsavel por codificar a proteina que regulara o operon (TORTORA et al., 2012)
(Figura 2).

Figura 2. Estrutura do operon lac.

Operon
|
Regiio de
controle Genes estruturais
' | , \ '
I P o ' z Y A
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\XF N X
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FONTE: adaptado de TORTORA et al., 2012.

Quando ndo ¢é identificada a presenca de lactose no meio, a proteina repressora
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presente constitutivamente no meio celular encontra-se livre para se ligar ao operador,
ndo permitindo que ocorra transcricdo dos genes subsequentes. Quando a lactose se
encontra presente, 0 seu metabdlito alolactose é capaz de se ligar a proteina repressora
impedindo, dessa forma, que a mesma se ligue ao operador. Sendo assim, a RNA
polimerase consegue se ligar a regido promotora e iniciar a transcricdo e,
consequentemente, a tradugdo dos genes codificadores das enzimas necessarias para a
metabolizacdo da lactose (TORTORA et al., 2012) (Figura 3).

Figura 3. Esquema de ativacdo do operon lac quando na presenca de lactose.
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FONTE: adaptado de TORTORA et al., 2012.

O gene lacZ codifica a B-galactosidase, enzima responsavel por realizar a
hidrélise da lactose em galactose e glicose. O gene lacY é o gene codificador da enzima
lac permease, transportadora da lactose do meio extracelular para o meio intracelular
(LEHNINGER, 2006). Por fim, o gene lacA codifica a transacetilase, enzima cuja
funcdo fisiologica exata ainda é desconhecida (CHAMPE, et al., 2009; TORTORA et
al., 2012).

Outro fator decisivo para que ocorra a transcricdo do operon lac é a presenca de

AMP ciclico (CAMP) no meio. Quando acumulado, o cAMP se liga ao sitio alostérico
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da proteina ativadora catabolica (CAP) mudando sua conformacdo e permitindo a
ligacdo ao promotor lac. Sua alteracdo conformacional favorece a ligacdo da RNA
polimerase ao promotor, iniciando-se assim a transcricdo dos genes de interesse Z, Y e
A. (TORTORA et al., 2012).

A glicose tem papel fundamental no controle da concentracdo de CAMP presente
no meio, de forma que na sua auséncia ocorre acimulo de cAMP favorecendo a

transcricdo dos genes presentes no operon (DONOVAN et. al 1996) (Figura 4).

Figura 4. Esquema de ativacdo do operon lac quando na presenca de lactose e auséncia de glicose.
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FONTE: adaptado de TORTORA et al., 2012.

Quando na auséncia de cAMP a proteina CAP ndo consegue se ligar ao
promotor e consequentemente, a RNA polimerase também ndo (DONOVAN et. al
1996). Portanto, quando a glicose esta presente, ela desencadeia um processo chamado
de represséo catabdlica, no qual a utilizacdo de lactose fica reprimida (CHAMPE et al.,
2009).

Os vetores de transcricdo de genes heter6logos utilizando-se E. coli séo
derivados do operon lac. A cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS pET28(a), utilizada no
presente trabalho, possui o gene codificador da enzima T7 RNA polimerase (DE3) além
do plasmideo contendo o gene referente a proteina desejada (pET28(a)) (Figura 5).

Tal cepa apresenta em seu cromossomo 0 gene codificador da enzima T7 RNA
polimerase sendo, portanto, transcrito pela RNA polimerase da E. coli constitutivamente
presente no meio intracelular. Dessa forma, A T7 RNA polimerase é expressa pelas
células bacterianas mesmo na auséncia de agente indutor, entretanto, nesse caso, em

concentracdes basais. Sendo a expressao da enzima controlada por uma regido operon
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lac, quando na presenca da lactose e seus analogos, havera um aumento na expressao
proteica (NOVAGEN, 2005). A T7 RNA polimerase presente no meio, entdo se liga a
regido promotora do T7lac do vetor pET e inicia a transcricdo do gene de interesse
(STUDIER et al., 1990; DUBENDORFF ; STUDIER, 1991) (Figura 5).

Uma maneira de se obter estabilidade adicional ao gene de interesse foi
expressd-lo em um hospedeiro contendo também o plasmideo pLysS, plasmideo esse
provido de genes codificadores da T7 lisozima, um inibidor natural da T7 RNA
polimerase, promovendo maior controle na taxa de expressdo proteica (MOFFATT;
STUDIER, 1987; STUDIER, 1991).

Figura 5. Estruta dos plasmideos pET e pLysS.
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FONTE: Retirado e adaptado de NOVAGEN, 2005.
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Desta forma, a adicao de lactose (Figura 6A), através da formacéo de alolactose
(Figura 6B), ou IPTG (Figura 6C), seu analogo amplamente utilizado, leva a inativagédo
da proteina repressora permitindo o inicio da transcrigdo do gene da T7 RNA
polimerase e, consequentemente, do gene da proteina de interesse clonado no vetor pET
(NOVAGEN, 2005).

Figura 6. Estruturas quimicas da lactose, alolactose e IPTG.
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FONTE: autoria prépria utilizando programa ChemDraw para desenho das estruturas.
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Sendo assim, sabe-se que a lactose pode promover a inducdo da expressdo do
gene heterélogo, bem como o crescimento celular (NEUBAUER et al., 1991), sem a
necessidade da adi¢cdo de um agente indutor em determinado momento, permitindo
portanto a ndo utilizacdo de indutores de alto custo, como o IPTG, comumente utilizado
(HOFFMAN et al.,1995; SHOJAOSADATI et al., 2008).

Quando utilizadas linhagens celulares baseadas no operon lac como sistemas de
expressao proteica, se faz necessaria a utilizacdo de indutores. Para isso, € comumente
utilizado o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), um anélago da lactose que
apesar da efetividade na inducdo, reutilizacdo por ndo ser consumido ao longo do
processo e de ndo necessitar de transportador (SHOJAOSADATI et al., 2008), ¢
bastante caro e toxico (MENZELLA et al., 2002; ZHANG et al., 2009).

Devido a sua toxicidade, as normas de Boas Praticas de Producdo (BPP) nédo

recomendam seu uso quando em producdo de proteinas com finalidades terapéuticas
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(MERTEN et al., 2001). Portanto, uma alternativa ao seu uso como ja descrito na
literatura, é a propria lactose, j& que a mesma ndo apresenta toxidade e tem baixo custo
(DONOVAN et al., 1996; SHOJAOSADATI et al., 2008). Ademais, pode ser utilizada
também como fonte de carbono, sendo uma alternativa viavel a utilizacdo de glicose e
prevencdo da ocorréncia do metabolismo overflow (LEE et. al., 2001).

Sé&o descritos na literatura cultivos utilizando meios complexos para obtencao de
proteinas heter6logas, nos quais a maioria dos estudos relata a utilizagdo do IPTG como
agente de inducdo (GOYAL et al., 2009; HU et al., 2004; ZHANG et al., 2009). Li et
al., (2006) realizaram um dos poucos estudos utilizando lactose como indutor, obtendo
producdo especifica de 0,129 proteina hsBLyS/g massa seca e uma produtividade em
biomassa de 0,92g massa seca/L.h utilizando uma estratégia de alimentagdo de lactose
(LI et al., 2006). Silva (2011) realizou varias estratégias de inducdo utilizando lactose,
comparando-as com inducdo comumente realizada por pulsos de IPTG e relata uma
melhor producdo da proteina desejada quando utilizada a lactose como agente indutor,
sendo 16 % superior as concentracGes observadas utilizando-se IPTG, enquanto que a
concentracdo em biomassa foi o dobro (SILVA, 2011).

A utilizacdo da lactose como agente de inducdo de expressdo proteica e fonte de
carbono parte do principio de autoinducdo proposto por Studier (2005), que afirma que
compostos indutores, como a lactose, ja presentes no meio complexo ou definido desde
0 inicio do cultivo ird promover a indugdo da expressao proteica assim que a fonte de
carbono preferencial se esgota durante o crescimento (STUDIER, 2005; XU et al.,
2012).

Devido a possibilidade de ndo ser necessario o acompanhamento e defini¢do do
momento para realizacdo da inducdo, 0 que torna tal estratégia bastante pratica, a
formulacdo proposta por Studier vem sendo empregada em grande numero de estudos
visando a producdo de proteinas heterélogas em E. coli recombinante (rE. coli)
(BLOMMEL et al., 2007; TYLER et al.,2005).

A abordagem de autoinducdo possui muitas vantagens frente aos métodos
comumente utilizados, dentre as quais a de maior relevancia para o presente trabalho, é
a utilizacdo da lactose, uma fonte barata e natural em substituicdo ao IPTG, indutor
quimico sabidamente caro e toxico (SHOJAOSADATI et al., 2008; HOFFMAN et al.,
1995).

Dessa forma, a lactose representa uma alternativa promissora para utilizagdo

como fonte de carbono e agente indutor em ensaios realizados utilizando-se rE. coli
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como modelo para expressao da proteina fluorescente GFP, objeto deste estudo.
> Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein — GFP)

A GFP e a primeira proteina descrita a apresentar fluorescéncia geneticamente
codificavel (BREJC et al., 1997), de modo que a sua coloracdo visivel se deve a
presenca de um grupamento cromdéforo formado a partir da ciclizacdo do tripeptideo -
serina (Ser), -tirosina (Tyr) e -glicina (Gly) presentes na cadeia proteica, néo
necessitando, portanto, de nenhum cofator externo ou substrato (CODY et al., 1993).
Tal grupamento encontra-se posicionado no centro da proteina, portanto, protegido da
acao de possiveis agentes de extincdo de fluorescéncia (quenching agents) (ENOKI et
al, 2004) (Figura 7).

Figura 7. Estrutura da proteina verde fluorescente (GFP) e seu grupamento croméforo.

FONTE: Retirado e adaptado de < https://flagellum.wordpress.com/2011/02/20/%C2%BFcomo-se-

convierte-una-proteina-en-una-lampara-china/>.

E uma proteina globular de carater &cido (pH entre 4,6 e 5,4), composta por 238
aminoacidos organizados estruturalmente em [-barril, e com massa molar de 27 kDa
(CHALFIE; KAIN, 1998). E uma proteina bastante estavel, devido essencialmente a sua
estrutura terciaria compacta, com alta resisténcia a degradacdo térmica (sendo estavel a
temperaturas até¢ 70°C) (PENNA et al., 2004) e quimica, mantendo sua conformagdo
mesmo quando exposta a esterilizantes quimicos como 6xido de etileno e formaldeido
(MAZZOLA et al., 2006). Além disso, a sua fluorescéncia é mantida numa grande gama
de valores de pH (5,5 a 12,0) (NOVAES et al., 2010; PENNA et al., 2004). Quando
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exposta a luz ultravioleta, apresenta maxima excitagdo no intervalo de 395-498 nm e
emissdo em 508 nm (PENNA; ISHII, 2002).

A proteina GFP tem sido utilizada em bioprocessos agindo como marcador no
monitoramento da producédo, secrecdo e purificacdo de proteinas, do crescimento de
culturas, e de respostas celulares (SU, 2005), e no monitoramento de condi¢cdes como
pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio e nutrientes em culturas de
microrganismos (MARCH et al., 2003). Tem ganhado espaco também na avaliacdo de
possiveis vetores virais para terapia génica em humanos, controle bioldgico de pragas,
monitoramento de organismos geneticamente modificados e no descobrimento de novos
farmacos, sendo utilizada em substituicdo a outros marcadores como luciferase e B-
galactosidase (CHALFIE; KAIN, 2006).

O controle e monitoramento de processos tem normalmente sido realizados
recorrendo-se a analises de pH, oxigénio dissolvido, densidade Optica e concentracdo de
substratos. Entretanto, nem sempre € possivel de se avaliar esses parametros in line, ndo
refletindo, portanto, em tempo real, a ocorréncia do processo de interesse. Da mesma
forma, a monitoramento do produto de interesse, parametro que garante a ocorréncia e
sucesso do processo, raramente € feita em linha por normalmente depender de anélises
realizadas em outros equipamentos.

Nesse sentido, a GFP tem apresentado grande potencial como ferramenta para
monitoramento de processos in situ, devido sua alta resisténcia descrita anteriormente e
por ndo apresentar riscos de toxicidade ao hospedeiro (REISCHER et al., 2004). Varios
estudos descrevem sua utilizagdo na monitoramento em linha da concentracdo de
biomassa formada utilizando-se sensor de fibra éptica em fermentacdes de E. coli de
baixa (KANG et al., 2002; RANDERS-EICHHORN et al., 1997) e alta densidade
celular (CHAE et al., 2000; DELISA et al., 1999; DELISA et al., 2001). Ademais, a
GFP tem sido utilizada como proteina de fusdo ja que demonstra ndo interferir na
conformacdo e caracteristicas das proteinas as quais se liga, seja pela por¢do N- ou C-
terminal (CHA et al., 2000; JONES et al., 2004; POPPENBORG et al., 1997).

O fato de ser capaz de autossintetizar seu grupamento croméforo necessitando
apenas da presenca de oxigénio molecular, sem necessitar, portanto, de qualquer
substrato ou cofator externo ao microrganismo que a expressa para emissdo de
fluorescéncia, torna essa proteina também um excelente marcador in vivo de expresséo
génica (TIMMONS et al., 1997) e de localizacdo de proteinas (GERDES; KAETHER,
1996; MARGOLIN, 2000).
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O mecanismo proposto por Heim e colaboradores em 1994 (HEIM et. al, 1994)
para a formagdo do grupamento cromdforo e emisséo de fluorescéncia pela molécula

GFP esté esquematizado na Figura 8.

Figura 8. Esquema biosintético do grupamento croméforo da proteina GFP.
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A porcéo da cadeia de GFP representada pela estrutura (1), apos transcrita, passa
por uma etapa de ciclizacdo na qual o grupamento amida do residuo de glicina se liga a
carbonila do residuo de serina, levando a formacdo da porcdo (2). Entretanto, esta
apresenta-se incapaz de emitir fluorescéncia até que ocorra a oxidacdo com
desidrogenacdo do residuo de tirosina e formacdo do fluoréforo p-hidroxi benzilideno
imidazolidina (3), responsavel pela fluorescéncia intrinseca da molécula. Quando na
auséncia de oxigénio, a biossintese da molécula cessa na formagdo do composto (2)
(HEIM et. al, 1994).

Algumas modificacbes na molécula da GFP originaram proteinas com
fluorescéncia azul (BFP — Blue Fluorescent Protein) (HEIM et al., 1994), ciano (CFP —
Cyan Fluorescent Protein) e amarela esverdeada (EYFP — Enhanced Yellow
Fluorescent Protein) (KREMERS, et al., 2006; NAGAI et al., 2002). Além disso,
manipulacdes genéticas possibilitaram a obtencdo de variante da propria GFP, como por
exemplo a EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) (HEIM et al., 1995;
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KREMERS et al., 2007) (Figura 9).

Figura 9. Estrutura quimica das moléculas geradas por modificacfes na estrutura da molécula de GFP
selvagem.
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Durante a biossintese do cromoforo da GFP selvagem, a conjugacdo entre as
duplas ligacGes permite que sejam formadas espécies protonadas e desprotonadas,
responsaveis pelos dois picos observados no espectro de absorcdo em 395nm e 475nm,
respectivamente. Entretanto, a EGFP apresenta apenas uma maxima excitacdo, em 488
nm, devido a uma mutagdo na posicao 65 onde a serina foi substituida por uma treonina
(mutacdo S65T) de forma que as formas protonadas ndo ocorrem (HEIM et al., 1995;
KREMMERS et al., 2007). Ja a emissdo de fluorescéncia em 508 nm (WARD et al.,
1980) € devido as formas desprotonadas, ndo sendo, portanto, afetada (HEIM et al.,
1994).

Além da maior fluorescéncia emitida pela EGFP quando comparada a GFP
selvagem (HEIM et al., 1995; KREMERS et al., 2007), a oxidacdo pos-traducional
crucial para emissdo de fluorescéncia pelo fluor6foro ocorre quatro vezes mais rapido
na proteina mutada, favorecendo sua utilizagdo como biomarcador (HEIM et al., 1995).

Varios estudos relatam a necessidade da presenca de oxigénio para e emissao de
fluorescéncia da GFP (CHONG et al. 2008; BELPAIRE et al., 2005; JIMENEZ-
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BANZO et al., 2008), entretanto, alguns autores relatam o efeito negativo gerado por
elevadas concentracBes desse gas, atribuindo tal efeito a formacdo de radicais livres
(ALNUAMI et al.2008; BELPAIRE et al., 2005; JIMENEZ-BANZO et al., 2008;
PHILLIPS, 1997).

Além da influéncia da oxigenacdo na emissdo de fluorescéncia pela GFP, outro
fator essencial para a formacdo da proteina é a temperatura utilizada. Os efeitos deste
parametro na produgéo de fluorescéncia tém sido extensivamente estudados ao longo
dos Gltimos anos (BELPAIRE et al. 2005; KENTARO et al., 2004; MARTINEZ-
ALONSO et al., 2008; VERA et al., 2007).

Vaérios autores tém relatado a relacdo inversamente proporcional da temperatura
com a qualidade conformacional da proteina GFP, consequéncia tanto da melhora na
solubilidade da proteina com diminuicdo na formacao de corpos de inclusdo, como na
melhora da qualidade da fluorescéncia emitida pelas fracdes soluvel e insolivel (CHEW
et. al., 2012; KENTARO et al., 2004; LIM et al., 1995; MARTINEZ-ALONSO et al.,
2008; ODDONE et al.,, 2007; PEREZ-ARELLANO; PEREZ-MARTINEZ, 2003;
VERA et al., 2007; WEBB et al., 1995).

Vera et al. (2007) avaliaram a influéncia da temperatura no crescimento celular
bacteriano e na qualidade conformacional da proteina GFP recombinante utilizando-se
E. coli, no qual foram avaliadas as temperaturas de 16°C, 30°C e 37°C. Os resultados
demonstraram que com a diminuicdo da temperatura foi observada também diminuicéo
na porcao de proteinas insoluveis formadas (58,8% a 37°C, 54,4% a 30°C e 16,9% a
16°C), indicando que temperaturas de crescimento subdtimas apresentam efeito positivo
na solubilidade da GFP. Ademais, no mesmo trabalho, foi observada também melhora
na fluorescéncia especifica emitida, aumentada em quatro vezes quando diminuida a
temperatura de 37°C para 16°C, indicando melhor enovelamento e formagdo do
cromdforo quando em temperaturas mais baixas (VERA et al., 2007).

Dessa forma, os parametros de cultivo utilizados para expressdo de GFP, como
composicdo do meio de crescimento, pH, e principalmente, como ja descrito,
temperatura e oxigénio dissolvido, devem ser controlados e otimizados. Nesse sentido, a
realizacdo de cultivos em biorreatores é interessante por permitir melhor controle de tais

parametros.
> Biorreatores

Biorreatores podem ser definidos como equipamentos que permitem a conversao
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de substratos no produto desejado através da utilizacdo de microrganismos, células
animais ou vegetais, ou enzimas. Tais modelos utilizados devem ser mantidos em um
ambiente controlado a fim de prover condi¢des adequadas de temperatura, pH,
concentracdo de substrato e componentes nutricionais esséncias, e oxigénio, no caso de
organismos aerdbios, garantindo condicdes 6timas de crescimento (SCHUGERL, 1987).

Apesar de véarios modelos de biorreatores estarem disponiveis, 0s mais
comumente empregados em cultivos de microrganismos, independentemente da escala,
sdo os biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado e os biorreatores nédo-
convencionais pneumaticos, tipo coluna de bolhas e tipo airlift (RIESENBERG;
GUTHKE, 1999).

A escolha do biorreator a ser utilizado depende da avali¢cdo de diversos fatores,
dentre eles, o nimero de fases componentes no sistema (homogéneo ou heterogéneo), o
volume de producéo, a velocidade com que a reacdo ocorre, 0 custo e a produtividade,
entre outros (RIESENBERG; GUTHKE, 1999).

Os biorreatores tipo tanque agitado e aerado, ou convencionais, apresentam
todas as qualidades necessarias para um bom biorreator, por esta razdo, ainda sdo os
biorreatores mais utilizados no setor industrial. Esse tipo de biorreator tem sua agitacao
realizada por meio de impelidores conectados a um eixo giratorio controlado por um
motor e aerado pela parte inferior do equipamento. Esses s&o munidos de selo mecéanico
de forma a garantir assepsia do processo, eletrodos esterilizaveis conectados a
analisadores de pH e oxigénio dissolvido, entre outros periféricos. (ALEKSIEVA;
PEEVA, 2000) (Figura 10).
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Figura 10. Biorreator do tipo tanque agitado e aerado (A); impelidores tipo turbina de seis pas planas ou
tipo Rushton (B).

A) Biorreator do tipo tanque agitado e aerado B) Impelidores
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FONTE: figura a e b desenhadas por Vitor Teixeira Mazziero, aluno de graduacdo em Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP,
Campus Araraquara.

Buscando-se melhores desempenhos a fim de garantir uma mistura eficiente do
meio reacional (contato intenso entre as fases solida-liquida-gasosa), diferentes tipos de
impelidores foram desenvolvidos, sendo o mais utilizado o impelidor tipo turbina de
seis pas planas ou tipo Rushton, com o aspersor de gas localizado logo abaixo do
impelidor (ASENJO; MERCHUK, 1994).

A agitacdo realizada em biorreatores apresenta diferentes funcdes durante o
cultivo, promovendo transferéncia de calor e massa, homogeneizacao das suspensoes e
transferéncia de oxigénio para 0 meio liquido, sendo esse um dos fatores mais criticos
na operagdo de um biorreator em processos aerobios.

Quando realizados cultivo utilizando-se microrganismos aerébios ou anaerdbios
facultativos, o oxigénio geralmente € o fator limitante na cultura por apresentar baixa
solubilidade em &agua. Quando comparado a outros nutrientes presentes em meios de
cultivo, o oxigénio apresenta-se em concentra¢fes em torno de 10 mg/L a 20°C,
chegando a ser de 1.000 a 10.000 vezes menores que as concentragfes de outros
componentes do meio, como a glicose (BAILEY; OLLIS, 1986).

O oxigénio é essencial para a ocorréncia do metabolismo da glicose, agindo
como agente oxidante de algumas enzimas participantes da glicolise, e da respiragdo
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celular para a geracdo de energia em forma de ATP através do ciclo de Krebs, energia
essa fundamental para o crescimento celular e sintese de produtos e outras atividades
celulares (SCHMIDELL, 2001). Ademais, como ja descrito anteriormente,
especificamente para o presente trabalho, o sucesso na obtencdo da fluorescéncia
emitida pela proteina GFP aqui estudada depende da presenca de oxigénio para
promover a oxidacao do grupamento croméforo (HEIM et al., 1994).

A baixa solubilidade do oxigénio ndo é o Unico fator a dificultar sua utilizacdo
pelas células. O processo de transferéncia de oxigénio em si, da fase gasosa para a fase
liquida, enfrenta resisténcias fisicas devido a geracdo de caldos mais viscosos a medida
que o cultivo evolui. Além disso, o aumento do consumo global de oxigénio é
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo celular e da velocidade especifica
de respiracdo celular. Sendo assim, a transferéncia de massa no biorreator deve ser
continua e eficaz de modo a suprir a demanda de oxigénio requerida pelas células.

A resisténcia global a transferéncia de oxigénio gas-liquido equivale a soma das
resisténcias individuais, e suas magnitudes dependem da hidrodinamica da bolha e da
fase liquida, da composicdo e reologia do meio de cultivo, concentracdo e atividade
celular, assim como do fendmeno interfacial gas-liquido, sendo o coeficiente
volumeétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) utilizado para comparar a capacidade de
transferéncia desse gas em biorreatores aerébios (KARGI; MOO-YOUNG, 1985).

O kca pode ser definido como o produto do coeficiente de transferéncia de massa
de filme liquido (k.) pela érea interfacial especifica de troca de massa (a), ambos
dependentes de uma série 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 alimentacédo do gas.

De modo geral, as variaveis apresentadas nos pontos 2) e 3) tendem a alterar de
forma significativa o kia, ao contrario do efeito gerado pelas propriedades do liquido
(1).

Alguns autores relatam que cultivos utilizando-se bactérias e fungos
filamentosos apresentam dificuldade na transferéncia de oxigénio em decorréncia da
interacdo entre as células dos microrganismos que acabam apresentando comportamento
ndo-newtoniano (KAROW et al., 1953; LEDUY et al., 1974; RICHARDS, 1976).

Tais interacOes promovem aumento na viscosidade aparente do meio de cultivo,

relacionada principalmente a sua concentragcdo, morfologia e interacdo com o meio de
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cultivo (BOWERS, 1955; OLSVIK; KRISTIANSEN, 1994). Entretanto, cultivos
realizados utilizando-se bactérias unicelulares ndo filamentosas, como a E. coli, néo
devem apresentar grande variagdo no comportamento reoldgico ndo sendo este,
portanto, um fator limitante a transferéncia de oxigénio (LOZANO, 1982).

Além de permitir o controle dos parametros até aqui descritos, a utilizacdo de
biorreatores fornece a possibilidade de trabalhar-se com diferentes perfis de alimentagéo
a depender do objeto em estudo. Nesse contexto, diferentes modos de operagdo podem
ser adotados, dentre eles: continuo, descontinuo (batch) e semi-continuo (fed-batch).

Em operacdes continuas o fluxo de alimentacdo ocorre continuamente enquanto
0 meio de cultura contendo células, residuos e o produto de interesse sdo removidos a
mesma taxa a fim de manter-se constantes o volume da cultura e a concentragdo dos
nutrientes (SHULER; KARGI, 2002). Apesar de permitir o controle da taxa de
crescimento celular desejado, € um processo bastante demorado e que apresenta alta
instabilidade do plasmideo (ROCHA, 2003).

Diferentemente do processo continuo, no processo em batelada (descontinuo)
tanto os componentes necessarios a nutricdo da célula, com excecdo do oxigénio, quanto
0 indculo, sdo adicionados apenas no inicio do cultivo, variando, portanto, a
concentracdo de substrato ao longo do processo conforme ocorre consumo do mesmo
pelas células. Outra diferenca € a coleta do produto de interesse, que nesse caso, ocorre
apenas ao final do processo (LIM; SHIN, 2013). Dessa forma, o volume permanece
praticamente constante.

Nas culturas em batelada alimentada os nutrientes sdo adicionados ao longo do
cultivo, permitindo que a concentracdo do substrato seja regulada alterando-se a
velocidade de alimentacdo, uma das maiores vantagens em relacdo as operacdes
continua e em batelada (YAMANE; SHIMIZU, 1984). Na operacdo em batelada
alimentada ndo ocorre retirada do meio durante o processo, sendo assim, 0s nutrientes
sdo adicionados enquanto as células e o produto de interesse permanecem no reator até
o final do processo (LEE et al., 1999). Portanto, nesse caso ocorre aumento de volume
do meio ao longo do tempo (LIM; SHIN, 2013).

Muitos estudos com o objetivo de desenvolver-se estratégias de cultivo a fim de
obter-se altas densidades celulares utilizando-se rE. coli podem ser encontrados na
literatura (KORZ et al., 1995; SEEGER et al., 1995; SHILOACH; FASS, 2005) sendo a
batelada-alimentada o modo de operacdo mais utilizado para esse fim (YIM et al.,
2001).
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O bom rendimento e sucesso de um processo em batelada alimentada depende
ndo somente da escolha do meio e nutrientes que irdo melhor suprir as necessidades do
microrganismo utilizado, mas também do desenvolvimento de estratégias de
alimentacdo que favorecam altas taxas de formacdo do produto de interesse. A
utilizacdo do modo de operacdo batelada alimentada permite o monitoramento e
manutencdo do u através do controle no fornecimento de substrato (CALIK et al.,
1999).

Nesse caso, a suplementacdo do meio deve ser controlada de modo a fornecer
nutrientes em concentracdo suficiente para suprir a demanda do microrganismo para o
crescimento celular, entretanto, sem permitir que ocorra 0 acimulo do mesmo,
garantindo que ndo ocorra inibicdo do crescimento bacteriano ou formagdo de
metabolitos indesejados. Ademais, tanto o crescimento quanto a expressdo proteica sao
fortemente influenciados pelo perfil de alimentacdo e pela taxa de crescimento,
influenciando, portanto, a produtividade do processo (AULICINO et al., 2010).

Em estudo realizado por Norsyahida e colaboradores (2009) € relatado que, em
um cultivo utilizando-se E. coli, uma baixa taxa de alimentacdo constante levou a
obtencdo de uma maior concentracao proteica quando comparada aos resultados obtidos
utilizando-se alta velocidade de alimentacdo (NORSYAHIDA et al., 2009). Entretanto,
alguns autores utilizam estratégias de alimentacdo nas quais a velocidade especifica de
crescimento (u) € aproximadamente igual @ méxima (u = umax) sSem que haja limitacéo
ou inibicdo do crescimento celular e sintese proteica (RIESENBERG; GUTHKE, 1999).

A fim de manter a taxa de crescimento desejada, diferentes estratégias de
alimentacdo podem ser exploradas. Neste contexto, as operacdes em batelada
alimentada podem ser divididas em dois grupos de acordo com seu perfil de
alimentacdo: 1) operacBes com feedback, nas quais parametros como pH (pH-stat) e
oxigénio dissolvido (DO-stat) sao verificados para regular a velocidade de alimentagéo
(SHILOACH; FASS, 2005); 2) operac6es sem feedback, subdivididas em quatro grupos
de acordo com a continuidade e a velocidade de alimentacdo, sendo elas fluxo de
alimentacdo por pulso, constante, exponencial e linear (OZTURK et al, 2016).

Na alimentacdo por pulso a concentracdo do substrato varia, sendo mantida
dentro de um limite pelos pulsos que sdo introduzidos no sistema antes que o substrato
seja completamente consumido. Os limites maximo e minimo da concentracdo do
substrato, 0 nimero de pulsos e a quantidade de substrato adicionada em cada pulso
deve ser previamente definida (OZTURK et al, 2016).
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Na alimentacdo constante, como o préprio nome ja diz, o fluxo de alimentacéo
(Q) do sistema sera mantido a uma taxa constante pré-determinada por todo o processo.
Nesse caso, U e a taxa de consumo do substrato (gs) irdo diminuir ao longo do tempo de
cultivo devido ao aumento no volume e no nimero de células (LEE, 1996; OZTURK et
al, 2016).

O aumento na produtividade pode ser alcancado alterando-se o perfil de
alimentacdo de constante para exponencial ou para linear, nas quais os substratos séo
adicionados a uma vazéo (Q; L/h) predeterminada de acordo com as equagdes abaixo,
sendo a equacdo 1 (Eg. 1) para alimentacdo com vazao linear e a equacdo 2 (Eq. 2) para

alimentagdo com vazéo exponencial

Q) =k.t Eq. 1
VoC
Q1) = T3 22 exp(iot) Eq. 2

onde t = tempo (h) e k = aceleracdo volumétrica (L/h?), p, = velocidade especifica de

crescimento do microrganismo (h), V, = volume ao inicio do cultivo (L), Cx, =

concentragdo inicial de células (g/L), Cso = concentracdo do substrato (g/L) e Yy/s
coeficiente de rendimento de substrato por célula (Qeeiula/Qsubstrato)) (OZTURK et al,
2016). Dentre os perfis de alimenta¢do, o0 modo exponencial é considerado o mais
elaborado por se utilizar de um modelo empirico de crescimento celular para determinar
a vazdo de alimentacéo a fim de manter a u constante, de forma que pset < gcritico< Mmax-
Quando em condic¢bes de crescimento balanceado e nédo limitado pela deficiéncia de
nutrientes é possivel observar um crescimento celular exponencial, atingindo-se uma
concentracdo celular elevada mais rapidamente (AULICINO et al., 2010).

Entretanto, a imposicdo de uma alta velocidade de crescimento celular em
cultivos utilizando-se E. coli pode levar a formacdo de acetato quando utilizada a
glicose como fonte de carbono. A liberacdo do referido composto pode ser minimizada
através do controle da u abaixo do seu valor critico (LEE et al., 1999). Além disso, altas
taxas de expressdo da proteina heterdloga promovem estresse celular ja que a mesma é
forcada a direcionar o seu metabolismo para a sintese proteica, afetando assim o seu
crescimento.

Sendo assim, o perfil de alimentacdo selecionado nas operacGes em modo
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batelada alimentada permite regulacdo da concentracao de nutrientes que irdo afetar
processos essenciais ao metabolismo do microrganismo e assim, favorecer a formagao
do produto de interesse.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo aumentar a produgdo da proteina verde
fluorescente (GFP) em biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado, em modo
de operacdo batelada alimentada, utilizando Escherichia coli recombinante, a fim de

obter a maxima densidade celular com consequente maxima producéo proteica.

3.2 Objetivos especificos

- Definicdo do melhor meio de cultura para crescimento da Escherichia coli
recombinante e producéo da proteina GFP;

- Definicdo da melhor temperatura para realizacdo do cultivo;

- Defini¢do da melhor fonte de carbono utilizada para crescimento da bactéria
recombinante em questdo e producéo de GFP;

- Definicdo do melhor agente indutor para producéo de GFP;

- Definicdo da melhor velocidade de agitacdo em biorreator convencional tipo
tanque agitado e aerado, em modo de operacédo batelada;

- Determinacgdo dos pardmetros cinéticos em biorreator convencional tipo tanque
agitado e aerado, em modo de operacéo batelada;

- Determinacdo dos nutrientes necessarios para suplementacdo do meio de cultivo.

- Determinagdo do melhor momento para inicio da alimentacdo em biorreator
convencional tipo tanque agitado e aerado, em modo de operagdo batelada

alimentada.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismo

Foi utilizado o microrganismo recombinante Escherichia coli BL21(DE3) pLysS
pET28(a), conservado em criotubos contendo 40% de glicerol (v/v) 50% (v/v) a
temperatura de -80°C em ultra freezer modelo THERMO FORMA® 904.

O plasmideo pET28(a) contém o gene codificador da GFP, juntamente ao gene

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Material e métodos 39

de resisténcia ao antibidtico canamicina. No plasmideo pLysS estdo contidos o gene
codificador da lisozima T7 e o0 gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol.

Devido ao fato dos aos plasmideos conterem o0s genes de resisténcia aos
antibidticos cloranfenicol e canamicina, em todos os experimentos realizados e indculos
utilizados, bem como no criotubo estoque contendo a suspensdo bacteriana foram

adicionados 0s mesmos dois antibidticos na concentragdo de 50 pg/mL.

4.2 Meios de cultivo

Para facilitar a descricdo dos meios liquidos utilizados no presente trabalho, foi
criado um codigo onde esta descrito o meio utilizado e sua concentracdo, seguido da
fonte de carbono e sua concentragéo e, por fim, os suplementos adicionados ao meio e
suas respectivas concentragdes. A Tabela 1 apresenta 0S meios e seus componentes

juntamente aos seus respectivos codigos.
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Tabela 1. Meios liquidos utilizados e seus respectivos c6digos.

Suplementos
Lactose Glicose Glicerol Fosfato Amonio EXxtratode Sulfato de
Codigo levedura magnésio (MgSOy)
LB_Lac * - - - - - -
LB_Glico - * - - - - ;

LB_Lac(20g/L)_Glico -
] 20g/L  10g/L  60g/L - - -
(10g/L)_Glice(60g/L)*

LB_Lac(40g/L)_P(2g/L) 40 g/L - - 2,0 g/L - - -
LB_Lac(40g/L)_N 40 g/L - - - * - -
LB_Lac(40g/L)_EL 40 g/L - - - - * )

LB_Lac(40g/L) EL(2,59/L) MgSO., 40¢g/L - - -
FONTE: dados da pesquisa.

2,5g/L *

!Adaptado de STUDIER, 2005.

*Diferentes concentraces.

*QO meio complexo Luria Bertani (LB) composto por Triptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L) e NaCL (10g/L), foi utilizado nas concentracdes de 12,5 g/L, 25 g/L, 37,5
g/L e 50g/L.
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A lactose e a glicose foram utilizadas nas concentracfes de 5 g/L, 10 g/L, 20
g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L. Além disso, a lactose foi utilizada também na
concentragéo de 22,5 g/L.

No caso do meio LB_Lac(40)_P(2), utilizou-se fosfato dissédico em quantidade
suficiente para fornecer 2 g/L de fosfato.

O meio LB_Lac(40) N teve adicionado ao meio sulfato de amonio em
quantidade suficiente para fornecer 1 g/L e 2 g/L de amonio, enquanto que 0 meio
LB Lac(40g/L)_EL teve adicionado ao meio concentracdes de 2,5 g/L, 5,0 g/L, 7,5 g/L

e 10 g/L de extrato de levedura.

Por fim, ao meio LB_Lac(40g/L)_EL(2,5g9/L)_MgSO4 foram adicionados 0,5
mM, 1,0 mM e 2,0 mM de sulfato de magnésio (MgSOsa).

» Meio definido para alta densidade celular (HCD), descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Componentes do meio HCD.

Componente Concentragéo
Glicerol 40,00 g/L
KH.PO, 13,30 g/L

(NH4)2:HPO, 4,00 g/L

Acido citrico 1,70 g/L

MgS04,7H,0 1,20 g/L
Citrato de Ferro (111) 100,00 mg/L
Tiamina 45,00 mg/L
Zn(CH3CO0),.2H0 33,80 mg/L

MnCl,.4H,0 15,00 mg/L
EDTA 13,00 mg/L
HsBO; 3,00 mg/L

CoCl,.6H,0 2,50 mg/L

Na,Mo0042H,0 2,10 mg/L
CuCl,.2H.0 1,50 mg/L

FONTE: Silva, 2011.
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Para o preparo do meio HCD, foi feita uma solucdo contendo EDTA, é&cido
citrico, acido borico e todos os sais descritos na Tabela 4, com exce¢do do sulfato de
magnésio (MgS0..7H20). Ajustou-se o pH para 6,3 e esterilizou-se esta solucdo a
121°C e 1 atm por 20 minutos. Tanto o glicerol quanto a solucdo de MgSQ4.7H,0
foram esterilizadas separadamente em autoclave também a 121°C e 1 atm por 20
minutos e adicionadas assepticamente a primeira solugéo.

ApoGs esterilizagdo, foram adicionados assepticamente a todos 0S meios 0s
antibioticos cloranfenicol e canamicina na concentragdo de 50 pug/mL, esterilizados por

filtracdo em membrana de 0,22 pum.

4.3 Agentes indutores

Para avaliagdo da melhor atividade de inducdo da producdo de GFP pela E. coli
foram utilizados como agente indutores a lactose, nas concentragdes de 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, e seu analogo isopropil-pB-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) nas concentracdes 0,05 mM, 0,075 mM, 0,125 mM, 0,250
mM, 0,5 mM, 0,75 mM e 1 mM.

A lactose foi preparada adicionando-se a mesma ao meio de cultura durante seu
preparo. J& o IPTG foi preparado em agua e esterilizado por filtragdo em membrana de
22 um e adicionado ao meio em momentos determinados a depender do ensaio

realizado.

4.4 Planejamento experimental

O planejamento experimental foi realizado a fim de avaliar quais das seguintes
variaveis apresentam interferéncia estatisticamente significativa no crescimento e
producdo de GFP pela E. coli: temperatura do cultivo (Xi), agitagdo (X2),
preenchimento do frasco Erlenmeyer de 500 mL (X3) e concentracdo do indutor (Xa),
podendo ser esse, lactose ou IPTG.

Todos os ensaios foram conduzidos apenas em mesa incubadora rotativa e o
calculo estatistico dos dados obtidos foi realizado utilizando-se o software Protimiza
Experimental Design®.

A matriz do planejamento experimental, fornecida pelo software, com os valores

codificados e reais pode ser encontrada nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3. Matriz das variaveis codificadas analisadas no Planejamento fatorial 2*

Temperatura (X;) Agitacdo (X2) Preenchimento do frasco (Xs)  Lactose/ IPTG (Xa)

-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: Protimiza Experimental Design®.

Tabela 4. Varidveis reais analisadas no Planejamento fatorial 24

Variaveis -1 0 +1
Temperatura (X1) 20°C 25°C 30°C
Agitacao (X») 150 rpm 200 rpm 250 rpm
Preenchimento do frasco (Xs) 5% 10% 15%
Lactose (Xa) 59/L 22,5 g/L 40 g/L
IPTG (Xa) 0,05 mM 0,125 mM 0,2 mM

FONTE: dados da pesquisa.

A significancia das variaveis foi avaliada aplicando-se o teste t de Student.

Sendo o valor de t calculado (tcaic) superior ao t tabelado (ttab), para determinado
nivel de significancia a e A graus de liberdade, considera-se que a varidvel afeta
significativamente a resposta. Além disso, para ser considerado estatisticamente

significativo para um determinando nivel de probabilidade, neste caso de 99%, o valor
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do parametro calculado tem que ser significativamente diferente de zero nesse nivel de
confianca.

Os mesmos parametros foram utilizados para avaliar a significancia da interacao
entre as variaveis analisadas.

A Tabela 3 apresenta os niveis de significancia com seus respectivos valores de

twab para os graus de liberdade do estudo, nesse caso, 34 graus de liberdade.

Tabela 5. Valores de twab para cada nivel de significancia.

Nivel de significancia Valor de tian
90% 1,6909
95% 2,0322
99% 2,7284

As respostas foram ajustadas a um modelo polinomial de primeira ordem,

expresso pela Equacéo 3 (Eq. 3):

Y= b0+ b1X1+b2X2+b3X3+b4X4+b1’2X1X2+b1’3X1X3+b1'4X1X4+
by3 Xy X3+ byy Xo Xy + b3s X3 X, Eq. 3

Onde:

Y - varidvel de resposta (Y1 =crescimento bacteriano; Y2 = concentracdao de GFP),
bo — valor da média global das respostas

b1, b2, bs e bs — efeitos principais

b12, b13, b4, bo3, b24 € bz 4, — efeito de interagdo entre as variaveis

X1 Xz, X3 € X4 — variaveis estudadas.

A anélise da superficie gerada permitiu inferir em qual regido encontram-se as
condicBes 6timas dentro da area avaliada.

A qualidade do ajuste da equacdo polinomial do modelo foi expressa pelo
coeficiente de determinacio R? e a sua significancia estatistica foi determinada pelo
teste F de Fisher.
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4.5 Metodologia Experimental

4.5.1 Preparo da cultura estoque em criotubos

Foi preparado um pré-inoculo de rE. coli em meio complexo LB, realizado a 150
rpm e 30°C, durante 12-16 h até obtencdo de densidade dptica de no minimo 2,5 e no
maximo 3. Deste, foi retirada uma aliquota de 180 pL que foi adicionada
assepticamente a um criotubo estéril.

Como crioprotetor 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.

4.5.2 Preparo do in6culo

Todos os cultivos foram iniciados a partir de um in6culo preparado em frasco
Erlenmeyer de 500 mL com 20 % de preenchimento com meio LB na concentragéo de
25 g/L, inoculado com 300 pL de meio de cultura contendo o microrganismo
conservado em criotubos, como descrito no item 4.5.1. Os antibioticos cloranfenicol e
canamicina foram adicionados assepticamente ao meio em volume suficiente para
obtencéo da concentragéo final de 50 pg/mL.

O in6culo foi mantido em mesa incubadora rotativa a 150 rpm e 30°C durante
12-16 h até obtencdo de densidade dptica de no minimo 2,5 e no maximo 3, garantindo

assim que o crescimento se encontrasse ainda em fase exponencial.

4.5.3 Ensaio em microplaca de 96 pocos

O cultivo em microplaca estéril de 96 pocos foi realizado a partir de um inoculo
preparado como descrito no item 4.5.2. Cada po¢o contendo meio complexo LB foi
inoculado com quantidade suficiente de in6culo para obtencdo de densidade Optica
inicial de 0,05. Foram utilizados como controle pogos ndo inoculados contendo meio
LB puro e meio LB com adi¢do das substancias em teste (glicose, lactose e IPTG).

O cultivo foi realizado em leitor de microplacas modelo TECAN Infinite M 200
PRO, a 30°C e 150 rpm, tendo a densidade Optica e a unidade de fluorescéncia
registradas a cada 15 minutos durante 12 horas.

4.5.4 Ensaios em frasco agitado

Todos os ensaios em frasco agitado foram realizados em frasco Erlenmeyer de

500 mL com diferentes volumes de preenchimento e em diferentes rotacOes e
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temperaturas, a depender do ensaio realizado.

Todas os cultivos foram iniciados com densidade Optica (DOsoonm) de
aproximadamente 0,1, a partir de in6culo preparado como descrito no item 4.5.2 e
tiveram a adicao dos antibioticos canamicina e cloranfenicol em volume suficiente para

obtencdo da concentracéo final de 50 ug/mL.

455 Cultivos em biorreator

Os experimentos aqui descritos foram realizados em biorreator convencional
tipo tanque agitado e aerado, TEC-BIO-FLEX Tecnal-Brasil®, equipado com
controlador de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, rotacdo, rotametro para aeracao e
bombas de alimentacdo de nutrientes, adicdo de antiespumante e adicdo de solucbes
acidas e basicas. O biorreator dispde de volume total de 7,5 L e de 5,0 L de volume util,
com diametro interno de 0,190 m e diametro externo de 0,217 m. O sistema dispde de
quatro chicanas opostas diametralmente com largura de 0,015 m e foi montado
utilizando-se dois impelidores do tipo turbinas Rushton.

Os cultivos foram realizados com 4 L de meio LB (25 g/L) utilizando-se agua
destilada. O pH foi ajustado em 7,0 e posteriormente foi esterilizado em autoclave
(modelo AV 75, PHOENIX®) a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.

Todos os reatores foram inoculados com indculos preparados como descrito no
item 4.5.2, em quantidade suficiente para obter-se DOsoonm inicial de 0,1, e tiveram
cloranfenicol e canamicina adicionados na concentracdo de 50 pg/mL.

A aeracdo, temperatura e rotacdo variaram entre os cultivos a depender do ensaio
realizado, sendo avaliadas aeragdo de 0,5 e 0,75 vvm, temperaturas de 20°C e 25°C e
agitacdo de 400 rpm, 600 rpm, 800 rpm e 1000 rpm. Amostras foram retiradas para

quantificacdo da concentracdo de GFP, lactose e DOsoonm @ cada 2 horas.

4.5.5.1 Cultivos em biorreator em modo de operacéo batelada alimentada

Os cultivos conduzidos em biorreator no modo de operagéo batelada alimentada
foram realizados a 800 rpm, 05 wvvm e 25°C, com 3 L de meio
LB(25g/L)_Lac(40g/L)_EL(2,59/L) _MgSO4(1,0mM) utilizando-se agua destilada com
pH 7.

O meio de cultivo foi preparado em duas etapas, de forma que a solucdo de
sulfato de magnésio foi autoclavada separadamente. Tanto o biorreator contendo o meio
LB(25g/L) Lac(40g/L)_EL(2,5g/L) quanto a solucdo de sulfato de magnésio foram
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autoclavados em autoclave (modelo AV 75, PHOENIX®) a 121°C e 1 atm, por 20
minutos. Posteriormente, a solucdo de sulfato de magnésio foi adicionada,
assepticamente, em quantidade suficiente para fornecer 1,0 mM de sulfato de magnésio
ao meio.

Foram preparados 2 L de meio LB(25¢/L)_Lac(90g/L) que foram adicionados
ao biorreator em um alimentacdo com vazdo continua e um fluxo de alimentacdo de
33,3 mL/h, fornecendo 3 g/h de lactose ao meio (1g/L.h de lactose, considerando o
volume inicial do biorreator), sendo iniciada com 24 horas, 30 horas e 48 horas de
cultivo.

Todos os reatores foram inoculados com indculos preparados como descrito no
item 4.5.2, em quantidade suficiente para obter-se DOsoonm inicial de 0,1, e tiveram
cloranfenicol e canamicina adicionados na concentracdo de 50 pg/mL.

Amostras foram retiradas para quantificacdo da concentracdo de GFP, lactose e

DOseoonm & cada 2 horas.

4.6 Metodologia analitica
4.6.1 Determinacdo da concentracdo celular

O crescimento celular foi acompanhado de acordo com a densidade Optica do
meio de cultura no comprimento de onda de 600nm (DOeoonm) utilizando
espectrofotdbmetro GENESYS 10S, THERMO SCIENTIFIC®, bem como por medidas
de massa seca (g/L).

A curva de calibracdo para conversdao dos valores de DOgoonm €m massa de
célula (g/L) foi obtida a partir dos cultivos realizados em biorreator, através da adicao
de um volume conhecido da amostra em placas de Petri previamente secas e pesadas. A
amostra foi submetida a secagem por 24 horas em estufa a 60°C e pesada
posteriormente.

O ensaio foi realizado em triplicata.

A partir das medidas de DOgoonm € da concentragéo de biomassa (Cx) obteve-se a
correlagdo Cx = 0,4132*DOsoonm.

Os resultados do ensaio e a curva de calibracdo podem ser encontrados no
APENDICE A 1.

4.6.2 Determinacéo da concentracgdo de proteina

Para andlise da concentragdio de GFP nas amostras, uma aliquota foi
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centrifugada a 10000 rpm por 20 minutos em centrifuga UNIVERSAL 320R,
HETTICH®. O sobrenadante foi armazenado para posterior quantificacdo da
concentracéo de lactose e o aglomerado celular ressuspendido em 1 mL de tampé&o Tris-
HCI pH 8. As amostras foram congeladas e a concentracdo de GFP foi lida somente
apos um ciclo de descongelamento para que ocorresse a lise celular.

Para leitura, as amostras foram adicionadas em placas de 96 pogos e a unidade
de fluorescéncia (UF) foi medida em leitor de placas Multimode Plate Reader
PERKINELMER ENSPIRE® em comprimento de onda de excitacdo da molécula de
488 nm e de emisséao de fluorescéncia de 507 nm.

A curva de calibragdo para conversdo da UF registrada em concentragéo de GFP
(mg/L) forneceu a correlagio GFP = UF/18552 (APENDICE A.2).

4.6.3 Determinacdo da concentracdo das fontes de carbono
» Lactose

As concentracdes de lactose do meio de cultura foram analisadas atraves de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando aparelho SHIMADZU, com
controladora CBM20A, bomba NexeraXR LC20AD, fluxo de 1 mL/min, coluna Amino
CLC-NH2 Shimpack, utilizando acetonitrila:dgua (75:25) como fase movel, tempo de
corrida de 14 minutos, tempo de retencdo (Rt) de 10,8 minutos, detector RID 20A,
temperatura de 30°C e volume de injecdo da amostra de 20 pL.

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 A.3.

> Glicose

As concentracbes de glicose do meio de cultura foram analisadas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando aparelho SHIMADZU, com
controladora CBM20A, bomba NexeraXR LC20AD, fluxo de 0,9 mL/min, coluna
Aminex® HPX 87 P BIO RAD, utilizando agua como fase mével, tempo de corrida de
10 minutos, tempo de retencdo (Rt) de 8,3 minutos, detector RID 20A, temperatura de
70°C e volume de injecdo da amostra de 20 pL.

A curva de calibragdo utilizada para conversdo da area sob a curva em

concentracédo de glicose (g/L) forneceu a correlacdo Glicose = area/124023, e pode ser
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encontrada no APENDICE A.4.

4.6.4 Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) e
da taxa de transferéncia de oxigénio dissolvido (Oxygen Transfer Rate — OTR)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kia) foi determinado em
biorreator do tipo tanque agitado e aerado com volume de 4 litros de 4gua destilada a
25°C, na auséncia de microrganismos, testando diferentes aerac¢bes (0,5 vvm e 0,75
vvm) e velocidade de agitagdo (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
liguido usando um eletrodo, com sistema de aquisi¢cdo de dados em tempo real. Pelo
método proposto, é possivel estimar o valor de ke (sensibilidade do eletrodo), a partir da
medida de kLa pelo tempo de resposta do eletrodo (g), sendo ke = 1 / g, através de
métodos numericos sem necessidade de ensaios adicionais.

A concentracdo de oxigénio dissolvido foi monitorado por um eletrodo
polarografico (série Mettler-Toledo InPro6000). Os valores foram registrados em
funcdo do tempo, sendo o intervalo do tempo zero até a saturacao ser atingida (100%).
As condicBes de agitacdo e aeracdo foram as mesmas condigdes realizadas nos cultivos
realizados em biorreator.

A taxa de transferéncia de oxigénio dissolvido (Oxygen Transfer Rate — OTR)

foi calculada com base nas Equacdes 4 (Eqg. 4) e 5 (Eq. 5).
C* =X0,.Pym. H Eq. 4
OTR = k,a.C* Eq.5

onde, H é a constante de Henry, X0 é concentracdo de oxigénio no ar e C* é a saturacdo

do oxigénio no liquido.

4.6.5 Enriquecimento com oxigénio puro

Foram realizados dois experimentos utilizando oxigénio puro a fim de avaliar a
possivel presenca de moléculas proteicas ndo oxidadas.

O primeiro experimento foi realizado com a biomassa celular congelada de
cultivos anteriores. Uma aliquota da mesma foi diluida em &gua e outra em tampéao Tris-

HCI 50 mM pH 8,0 e tiveram sua fluorescéncia emitida verificada. Posteriormente, as
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duas amostras foram submetidas a aeracdo com O2 puro na vazéo de 1 L/min durante 8
horas em temperatura controlada a 22°C.

Durante as duas primeiras horas foram coletadas amostras para verificacdo da
fluorescéncia emitida a cada 15 minutos e posteriormente passaram a ser coletas em
intervalos de uma hora, até a finalizacdo do experimento (HEIM et al., 1994).

No segundo experimento seguiu-se a mesma metodologia, porém desta vez uma
aliquota foi medida antes da aeragdo com O e ap6s uma hora retirou-se outra aliquota
para afericdo da concentracdo de GFP. Apos a constatacdo das duas medidas, foram
retiradas 4 aliquotas das amostras e congeladas em freezer para determinacdo da
estabilidade da concentragdo de GFP quanda armazenadas em agua e no tampdo Tris-
HCI.

4.7 Determinacdo dos parametros cinéticos

4.7.1 Determinacéo da velocidade especifica maxima de crescimento celular (imax)
A velocidade especifica de crescimento é definida por meio de um balanco de

massa em reator em batelada representado pela Equacéo 6 (Eq. 6).

d(Cx.V)/dt = n.Cx.V Eq. 6

Na fase exponencial do crescimento (i = pmax portanto, apds integrar e rearranjar
a Equacdo 4, a velocidade especifica de crescimento pode ser calculada através da

Equacéo 7 (Eq. 7).
In Cx/Cxo = Umax - b Eq.7

onde Cx, é a concentracdo celular no tempo zero e t é o tempo de cultivo.

4.7.2 Determinacao do coeficiente de rendimento de substrato em células (Ys)
Para o calculo do coeficiente de rendimento de substrato em células (Yys) foi
utilizada a Equacdo 8 (Eq. 8).

Ye/s = Cx — Cxo/(Csg — Cs) Eq. 8

onde Cx, € a concentragdo celular no tempo zero, Cs, € a concentragdo inicial do
substrato, e Cx e Cs s&o as concentraces celular e de substrato, respectivamente,

variando com o tempo.
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A partir do célculo do consumo de lactose e da producdo de biomassa
correspondente para cada intervalo de tempo, foi possivel calcular o valor do Yss.
4.7.3 Determinacao da producdo especifica (Ypix) € produtividade (Pr)

Para o calculo da producdo especifica (Ypx) € produtividade (Pr) foram

utilizadas as Equaces 9 (Eq. 9) e 10 (Eqg. 10), respectivamente.
Yp, =(Cp— Cpy)/Cx — Cx, Eq. 9
Pr= Cp/t Eqg. 10

onde Cp € a concentracao de GFP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo da fonte de carbono e agente indutor

Foram realizados ensaios preliminares a fim de obter-se resultados iniciais sobre
a influéncia da lactose e da glicose sobre o crescimento e producdo da E. coli
recombinante em estudo, além de avaliar o comportamento da lactose e do IPTG como
agentes indutores.

Como relatado anteriormente, a temperatura 6tima de crescimento para E. coli é
de 37 °C, entretanto, reduzindo-se a temperatura para entre 26°C e 30°C, apesar de
notar-se uma reducdo na capacidade de consumo de nutrientes e na velocidade
especifica de crescimento, é possivel promover uma redugdo na demanda de oxigénio e
nos possiveis efeitos toxicos gerados por metabdlitos secundarios (LEE, 1996). Sendo
assim, 30 °C foi a temperatura escolhida para condug@o dos ensaios preliminares.

O primeiro ensaio realizado foi o cultivo em microplaca de 96 poc¢os no qual foi
utilizado meio LB adicionado de glicose e lactose nas mesmas concentragdes de 5 g/L,
10 g/L, 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L. J& o IPTG foi utilizado nas
concentragdes de 0,050 mM, 0,075 mM, 0,125 mM, 0,250 mM, 0,500 mM, 0,750 mM e
1 mM. O meio LB foi preparado de acordo com as instru¢cbes do fabricante, na
concentragéo de 25 g/L.

As Figuras 11 e 12 apresentam as melhores condi¢Oes observadas para o
crescimento celular e emissdo de fluorescéncia (medida indireta da GFP),
respectivamente, frente aos trés compostos testados.

Figura 11. Curvas de crescimento celular dos melhores resultados observados frente a adigdo de
diferentes concentrac@es de glicose, lactose e IPTG em ensaio realizado em microplaca.
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Figura 12. Emissdo maxima de fluorescéncia frente a adicéo de diferentes concentragdes de glicose,
lactose e IPTG em ensaio realizado em microplaca.
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FONTE: dados da pesquisa.

Os dados apresentados nos graficos ndo estdo expressos em concentracdo de
GFP (mg/L) e biomassa (g/L) pois o ensaio foi realizado em equipamento diferente do
utilizado para a realizacéo das curvas de calibracao.

Pdde-se observar que o cultivo contendo glicose apresentou menor crescimento
celular, quando comparado a resposta observada frente a adicdo de lactose, e semelhante
a observada no grupo no qual houve adi¢cdo do IPTG. Além disso, apresentou emissao
de fluorescéncia em torno de 20 vezes menor quando comparado com as respostas
obtidas na presenca da lactose e do IPTG.

A glicose ¢ um dos substratos mais utilizados em cultivos de E. coli por ser
facilmente metabolizada, apresentar baixo custo e ser fonte de carbono e energia.
Entretanto, como descrito anteriormente, pode ocorrer ativagdo do ‘“metabolismo
overflow” levando a formacéo de acetato.

Sabe-se que concentracGes de acetato acima de 5 g/L sdo capazes de levar a uma
diminuicdo da velocidade de crescimento e concentracdo de biomassa (LULI;
STROHL, 1994). Como resultado, ocorre diminuicdo da expressdo da proteina
recombinante desejada, o que explica o resultado observado no ensaio aqui descrito, ja
que a formacdo de acetato se da durante a via glicolitica (RIESENBERG, 1991), ndo
havendo assim formacdo do mesmo no metabolismo da lactose e nem frente a presenga
do IPTG.

Dessa forma, apesar de seu uso ser amplamente descrito na literatura para
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crescimento de E. coli, nesse caso sua utilizacdo ndo se apresentou promissora, nao
justificando a continuidade na sua utilizag&o no trabalho.

A fim de avaliar se 0 aumento de escala iria alterar de alguma forma o resultado
observado para o crescimento celular e emissdo de fluorescéncia (expressao proteica),
foram realizados ensaios em frasco agitado e em biorreator.

O ensaio em frasco agitado foi realizado em duplicata, com leitura também em
duplicata, a 30°C e 150 rpm, utilizando-se meio LB na concentragdo de 25 g/L
adicionado de IPTG na concentracdo de 0,05 mM ou lactose nas concentracdes de 5 g/L
e 40 g/L. Todos os frascos foram iniciados com DOsoonm de aproximadamente 0,1 a
partir de indculo preparado como descrito no item 4.5.2 e tiveram adicionados ao meio
os antibidticos cloranfenicol e canamicina na concentragdo de 50 pg/mL.

A indugdo com o IPTG ocorreu quando a DOgoonm Chegou em torno de 2,5, com
aproximadamente 8 horas de cultivo, enquanto a lactose foi adicionada ao meio de
cultivo durante o preparo do mesmo.

O momento para indugcdo com o IPTG foi determinado de forma que o
crescimento do microrganismo estivesse, aproximadamente no meio da fase
exponencial.

Meio LB na concentragédo de 25 g/L foi utilizado no grupo controle.

Os resultados obtidos para crescimento celular e concentracédo de GFP produzida
sdo apresentados nas Figuras 13 e 14, respectivamente. A seta preta indica 0 momento

em que foi realizada a inducdo com IPTG.

Figura 13. Curvas de crescimento celular frente a adigéo de lactose e IPTG em cultivo realizado em
frasco agitado.
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Figura 14. Expressao proteica frente a adicdo de lactose e IPTG em cultivo realizado em frasco agitado.
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O cultivo em biorreator foi realizado em modo de operacdo batelada utilizando-
se meio LB adicionado de IPTG (0,05 mM) ou lactose (5 g/L), a 30°C, 300 rpm e
aeracdo de 0,5 vvm. Foi preparado um inéculo como descrito no item 4.5.2 que foi
utilizado para inocular o reator em quantidade suficiente para obtencdo de DOeoonm
inicial de 0,1. A indugdo com IPTG na concentracdo de 0,05 mM foi realizada quando
atingida DOsoonm média de 2,44, com 6 horas de cultivo. Assim como no ensaio
anterior, a lactose na concentracdo de 5 g/L esteve presente desde o inicio do cultivo.

Os antibioticos canamicina e cloranfenicol foram adicionados ao biorreator em
quantidade suficiente para obtengdo da concentracéo final de 50ug/mL.

A Figura 15 apresenta a comparacdo entre as curvas de crescimento celular e
producdo de GFP, observadas apds utilizacdo da lactose e do IPTG, além de indicar o

momento no qual foi realizada a indu¢do com IPTG (linha pontilhada).
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Figura 15. Curvas de crescimento celular e expressao proteica frente a adi¢do de lactose e IPTG em
cultivo realizado em biorreator em modo de operagdo batelada a 30°C, 300 rpm e aeraggo de 0,5 vvm .
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FONTE: dados da pesquisa.

A partir dos resultados apresentados pdde-se observar que a resposta para o
crescimento celular, tanto em ensaio em frasco agitado como no ensaio realizado em
biorreator, manteve a mesma relacdo observada no ensaio em microplaca, na qual a
lactose promoveu maior crescimento bacteriano quando comparado ao IPTG.
Entretanto, no caso da producdo de GFP houve uma inversdo dos resultados observados,
onde a lactose levou a uma maior producédo de GFP do que o IPTG.

No ensaio em frasco agitado a concentracdo maxima de biomassa formada nos
cultivos utilizando-se lactose foi de 1,73 g/L (5 g/L) e 1,58 g/L (40 g/L), enquanto que
para o que se utilizou IPTG a maxima biomassa observada foi de 1,43 g/L. No caso do
biorreator, onde a concentracdo de lactose utilizada foi apenas a de 5 g/L, a
concentracdo maxima de biomassa observada foi de 2,45 g/L, contra 2,30 g/L no
biorreator induzido com IPTG.

Diferente do cultivo em microplaca, tanto no ensaio em frasco agitado quanto no
biorreator, observa-se maior producdo de GFP quando utilizada a lactose, e nédo o IPTG.

No ensaio em frasco agitado a producdo de GFP foi de 142,21 mg/L quando
utilizada lactose na concentracdo de 5 g/L, e 129,55 mg/L quando utilizada lactose na
concentracéo de 40 g/L, contra 91,76 mg/L quando induzido com IPTG 0,05 mM. No
caso do biorreator, a utilizacdo de lactose na concentragdo de 5 g/L levou a producgéo de

164 mg/L, enquanto que a utilizacdo de IPTG na concentragdo de 0,05 mM promoveu a
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expressao de 105 mg/L de GFP.

Até 12 horas de cultivo no biorreator, ou seja, aproximadamente 6 horas apés a
inducdo com IPTG, nota-se as duas curvas (de lactose e de IPTG) com perfis e
resultados bastante semelhantes, tanto para crescimento celular quanto para producao
proteica. A partir de entdo pode-se observar uma diminuicdo no crescimento celular e,
consequentemente, diminui¢do na inclinagdo da curva de producdo proteica, sugerindo
uma atividade inibitdria no crescimento celular promovida pelo IPTG, condizente com
alguns relatos da literatura (BENTLEY et al., 1991; STUDIER, 1991; XU et al., 2012).

Sé&o relatados na literatura alguns resultados comparativos do uso de lactose e
IPTG na produgdo de proteinas heterdlogas utilizando-se E. coli como microrganismo
recombinante. Em estudos publicados em 2002 e 2005, Menzella et al. (2002) e Silva
(2005), descreveram producdo proteica com resultados semelhantes quando utilizado
IPTG ou lactose como agentes de inducdo (SILVA, 2005; MENZELLA et al., 2002).
Utilizando E. coli BL21, Tomazetto (2006) relata que a lactose pode ser utilizada como
agente indutor de expressdo proteica em substituicdo ao IPTG (TOMAZETTO, 2006),
além de ser capaz de promover o crescimento celular (NEUBAUER et al., 1991),
caracteristica que o IPTG néo apresenta.

Mesmo em estudos nos quais a inducdo realizada utilizando-se IPTG levou a
obtengédo de maiores concentragdes proteicas, a utilizacdo de lactose ainda se apresentou
mais vantajosa por levar a formacdo de menos metabdlitos, promovendo assim maior
estabilidade do plasmideo (KILIKIAN et al., 2000).

Sendo assim, a Figura 16 apresenta as curvas de crescimento celular e producéo
de GFP quando utilizada lactose na concentracdo de 5 g/L versus a curva de consumo
da mesma.

De acordo com o apresentado na Figura 16, pOde-se observar que com
aproximadamente 4 horas de cultivo ocorre um brusco decaimento na concentragdo de
lactose presente no meio, momento que coincide com um aumento na expressao de GFP
e inicio da fase exponencial de crescimento. Entretanto, a lactose é praticamente toda
consumida até esse momento, tornando-se presente no meio apenas em torno de 15% do

tempo de cultivo.
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Figura 16. Curva de crescimento celular (biomassa g/L) e producéo de GFP (mg/L) versus consumo de
lactose (g/L) em ensaio realizado em biorreator em modo de operacdo batelada.
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FONTE: dados da pesquisa.

Em estudo utilizando-se E. coli para producdo de penicilina acilase, Ramirez e
colaboradores (RAMIREZ et al., 1994) observaram que um aumento na expressao
proteica pode ser alcangado quando a inducdo é realizada ao longo de toda a fase
exponencial do crescimento celular bacteriano. Portanto, pode-se concluir que 5 g/L de
lactose € uma gquantidade insuficiente tornando-se fator limitante no cultivo.

Uma das preocupacdes é o fato da lactose estar presente ja na preparacdo do
meio de cultivo, podendo portanto exercer atividade indutora da expressdo proteica
desde o inicio do ensaio, comprometendo o crescimento bacteriano. E comum de se
encontrar na literatura trabalhos com o objetivo de determinar qual o melhor momento
para se realizar a inducdo, sendo este normalmente no meio da fase exponencial de
crescimento. Entretanto, Penna e colaboradores (2004) relatam que quando a inducéo é
realizada com DOegoonm de 0,01, utilizando-se IPTG, os maiores rendimentos de GFP
funcional sdo atingidos (PENNA et al., 2004). No mesmo sentido, Chew e
colaboradores (2012) descrevem que uma inducdo realizada no inicio da fase
exponencial, também utilizando IPTG, ndo promove influéncia significativa no
crescimento celular, diferente do esperado, ja que com o inicio da expressao proteica o
crescimento celular tende a desacelerar (CHEW et al., 2012).

De acordo com os resultados da literatura apresentados até entdo, a presenca de
lactose desde o inicio do crescimento bacteriano, realizando concomitantemente papel

de fonte de carbono ao microrganismo e de agente indutor da expressdo proteica, pode
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levar a uma melhora na producéo, ao contrario do que se pode imaginar inicialmente.

Portanto, a lactose pode substituir o IPTG como agente indutor, levando muitas vezes a
melhores resultados, além de apresentar vantagens como menor custo e auséncia de

toxicidade.

5.2 Determinacéo do meio de cultivo

A fim de avaliar a influéncia de diferentes meios de cultivo para o crescimento
celular e para producéo da proteina GFP, foram realizados ensaios em frasco agitado e
em biorreator utilizando-se os meios MA_Lac (WANG et al., 2018), HCD (SILVA,
2011) e LB(25g/L) Lac(20g/L) Glico(10g/L) _Glice(60g/L).

521 Ensaio em frasco agitado

> Meio HCD

Estudos realizados por Carvalho et al. (2012) apresentam grande vantagem na
utilizacdo de glicerol como fonte de carbono e energia ao invés de glicose,
frequentemente empregada (CARVALHO et al., 2012). Portanto, este experimento foi
realizado com o objetivo de testar as condi¢6es de cultivo de E. coli utilizando glicerol,
mencionadas na literatura (KORZ et al., 1995; SEEGER et al., 1995), e comparéa-las aos
resultados obtidos utilizando-se a lactose.

Foi realizado pré-indculo em meio LB(25g/L), como descrito no item 4.5.2.
Posteriormente, foi realizado in6culo em meio HCD, utilizando-se o pré-indculo para
inocula-lo em quantidade suficiente para obtencdo de DOgoonm inicial de 0,1, mantido a
30°C e 150 rpm.

Todos os frascos receberam os antibidticos canamicina e cloranfenicol na
concentragdo de 50 pg/mL.

As curvas de crescimento celular observadas para o meio HCD e controle (meio
LB(25g/L) Lac(5g/L)) sdo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17. Curvas de crescimento celular bacteriano observadas quando utilizado meio HCD e meio
LB(25¢/L) Lac(5g/L) em ensaio realizado em frasco agitado.
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FONTE: dados da pesquisa.

Enquanto o indculo realizado utilizando-se meio LB(25 g/L) atinge DOgoonm €m
torno de 3 - 3,5 em aproximadamente 14 horas, o indculo realizado utilizando-se HCD,
nas mesmas condicdes, levou 36 horas pra chegar a DOgoonm de 2,6. Dessa forma, o
cultivo foi iniciado com DOgoonm de 0,1 e mantido a 30°C e 250 rpm, levando a
formacédo de 1,23 g/L de biomassa versus 1,73 g/L observado no grupo controle.

Apos 8 horas de cultivo, quando a DOsoonm atingiu 1,99, foi realizada a indugéo
com IPTG na concentracdo de 0,05 mM promovendo a expressdo de GFP na
concentracdo maxima de 40 mg/L.

Como descrito anteriormente, 0 melhor momento para inducéo foi determinado
em ensaios prévios ndo apresentados.

Portanto, de acordo com os resultados apresentados, o uso do meio HCD ndo se
justificou devido a dificuldade e aumento no tempo de cultivo até obtencdo de um
crescimento satisfatério. Além disso, ndo apresentou expressdo de GFP que justificasse

sua utilizag&o.

5.2.2 Ensaio em biorreator

Em estudo publicado por Studier em 2005 é relatada a utilizacdo de meio de
autoinducdo contendo lactose, a partir do qual tornou-se possivel produzir a proteina de
interesse sem necessidade da adicdo de indutor em determinado momento (STUDIER,
2005).

Tal proposta é baseada na preferéncia da bactéria em consumir outras fontes de
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carbono presentes no meio durante 0 crescimento e somente com 0 esgotamento da

mesma se daria inicio ao consumo de lactose, promovendo assim a inducdo da
expressdo proteica (STUDIER, 2005; TYLER et al., 2005).

Dessa forma, foi realizado experimento a fim de avaliar o crescimento e
producdo proteica pela E. coli, utilizada no presente trabalho, frente a utilizacdo do meio
baseado no meio de autoindugdo. Neste caso, foi realizada uma adaptagéo, onde foram
mantidas as concentracdes de glicose, lactose e glicerol descritas por Studier, entretanto
tais substancias foram adicionadas diretamente ao meio LB(25g/L), sendo portanto aqui
chamado de meio LB(25g/L) Lac(20g/L)_Glico(10g/L)_Glice(60g/L).

Tal ensaio foi realizado em biorreator em modo batelada e ndo em frasco agitado
devido a necessidade de controle do pH por conta da formacdo de acetato durante o
metabolismo da glicose.

O reator foi preparado com 4 L de meio e mantido com aeracdo de 0,5 vvm,
25°C e 1000 rpm, e foi inoculado a partir de indculo preparado como descrito no item
4.5.2 em quantidade suficiente para obtencdo de DOsgonm de 0,1.

A curva de crescimento celular observada é apresentada na Figura 18.
Juntamente esta apresentada, apenas para fins comparativos, a curva de crescimento

observada no reator utilizando-se meio LB(25g/L)_Lac(5g/L), descrito no item 5.1.

Figura 18. Curva de crescimento celular observadas em ensaios realizados em biorreator utilizando-se
eio LB(25¢/L)_Lac(20g/L)_Glico(10g/L) Glice(60g/L) e LB(25g/L)_Lac(5¢/L).
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FONTE: dados da pesquisa.

Tal figura permite observarmos o resultado inferior obtido quando utilizado o
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meio LB(25g/L)_Lac(20g/L)_Glico(10g/L)_Glice(60g/L), em comparacdo ao biorreator
utilizando meio LB(25¢/L) Lac(5g/L). Além disso, com aproximadamente 50 horas de
cultivo foi realizada quantificacdo da glicose presente no meio, utilizando-se HPLC, a
qual forneceu como resultado que a concentracdo de glicose ainda se encontrava em
5¢/L.

Como a glicose ainda ndo havia sido completamente consumida para que se
iniciasse 0 consumo de lactose, ndo foi observada expressao proteica durante o cultivo.

Apesar dos resultados bastante promissores apresentados na literatura, no
presente trabalho a utilizacdo do meio baseado no meio de autoindugdo nédo apresentou

resultado superior ao meio LB contendo lactose, néo justificando sua utilizagéo.

5.3 Planejamento Experimental

Iniciando-se um ensaio € crucial que os resultados obtidos sejam coletados e
analisados de forma correta. Uma maneira de se valorizar a pesquisa, diminuir o seu
tempo de desenvolvimento e gastos é a utilizacdo de ensaios previamente planejados
estatisticamente (SEM; SWAMINATHAN, 1997).

O planejamento fatorial para a realizacdo de processos fermentativos permite a
avaliacdo de diversas variaveis, seus efeitos individuais e intera¢cbes, com um ndmero
reduzido de ensaios.

Partindo-se de uma situacdo na qual ndo h& conhecimento das varidveis
interferentes do sistema a ser estudado, o primeiro passo é a realizacdo de uma triagem
das variaveis e eliminacdo das que nao sdo significativas.

A partir dos resultados obtidos apresentados previamente, foi possivel a
determinacdo do meio de cultivo e da fonte de carbono, a fim de determinar-se as
varidveis que interferem significativamente no crescimento da E. coli e no processo de
producio de GFP, foi realizado um Planejamento Fatorial 2* em duplica e com 3
repeticdes no ponto central, totalizando 35 ensaios com cada agente de indugéo. Apesar
da superioridade da lactose quando comparada ao IPTG, j& observada até entdo, o
estudo foi realizado também utilizando-se IPTG a fim de garantir que mesmo em
condigdes otimizadas a utilizagdo do IPTG né&o se apresentaria mais interessante.

As variadveis independentes empregadas foram temperatura do cultivo (Xi),
agitacdo (X2), preenchimento do frasco Erlenmeyer de 500 mL (X3) e concentragéo do
indutor (X4), podendo ser esse, lactose ou IPTG.

Os resultados obtidos referentes a formagdo de biomassa sdo apresentados nas
Tabelas6e 7.
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Tabela 6. Formagéo de biomassa observada no planejamento experimental Planejamento fatorial 2*
quando utilizada a lactose como agente indutor.

Tem?f (rj;xtu ra Agitacdo (rpm) F:jroei?;?;?;;t)o Lactose (g/L)  Biomassa (g/L)
20 150 5 5 2,21
30 150 5 5 1,49
20 250 5 5 1,96
30 250 5 5 1,67
20 150 15 5 2,26
30 150 15 5 2,21
20 250 15 5 2,46
30 250 15 5 2,03
20 150 5 40 254
30 150 5 40 2,04
20 250 5 40 2,44
30 250 5 40 2.64
20 150 15 40 2,49
30 150 15 40 2,92
20 250 15 40 2,49
30 250 15 40 2,49
25 200 10 22,5 2,58

FONTE: dados da pesquisa.

Tabela 7. Formagéo de biomassa observada no planejamento experimental Planejamento fatorial 2*
quando utilizado IPTG como agente indutor.

Temperatura Preenchimento

Agitacdo (rpm) IPTG (mM) Biomassa (g/L)

(&9) do frasco (%)
20 150 5 0,05 1,33
30 150 5 0,05 0,96
20 250 5 0,05 1,36
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Continuacdo da Tabela 7. Formaco de biomassa observada no planejamento experimental
Planejamento fatorial 2* quando utilizado IPTG como agente indutor.

Temperatura Preenchimento

Agitacado (rpm) IPTG (mM) Biomassa (g/L)

&9) do frasco (%)
30 250 5 0,05 1,43
20 150 15 0,05 1,48
30 150 15 0,05 1,60
20 250 15 0,05 1,42
30 250 15 0,05 1,46
20 150 5 0,2 1,43
30 150 5 0,2 0,96
20 250 5 0,2 1,40
30 250 5 0,2 1,29
20 150 15 0,2 1,38
30 150 15 0,2 1,57
20 250 15 0,2 1,43
30 250 15 0,2 1,32
25 200 10 0,125 1,30

FONTE: dados da pesquisa.

Quando utilizada a lactose, a concentracdo de biomassa formada variou entre
1,49 g/L e 2,92 g/L, quando nas condigdes de 30°C, 150 rpm, 5% de preenchimento e 5
g/L de lactose, e 30°C, 150 rpm, 15% de preenchimento e 40 g/L de lactose,
respectivamente. No caso da utilizacdo do IPTG, os resultados observados para a
biomassa variaram entre 0,96 g/L (30°C, 150 rpm, 5% de preenchimento e 0,05 mM e
0,2 mM de IPTG) e 1,60 g/L (30°C, 150 rpm, 15% de preenchimento e 0,05 mM de
IPTG).

Com relacgéo a expressdo de GFP, os resultados observados séo apresentados nas
Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8. Expressdo de GFP observada no planejamento experimental Planejamento fatorial 24
quando utilizada a lactose como agente indutor.

ey Aitagao rpm) [IERCTE Lastose @) oo man)
20 150 5 5 385,98
30 150 5 5 175,49
20 250 5 5 355,13
30 250 5 5 174,20
20 150 15 5 376,96
30 150 15 5 216,64
20 250 15 5 461,73
30 250 15 5 152,11
20 150 5 40 466,95
30 150 5 40 195,32
20 250 5 40 433,08
30 250 5 40 212,86
20 150 15 40 475,39
30 150 15 40 198,79
20 250 15 40 476,39
30 250 15 40 173,83
25 200 10 225 335,57

FONTE: dados da pesquisa.

Tabela 9. Expressdo de GFP observada no planejamento experimental Planejamento fatorial 24
quando utilizado IPTG como agente indutor.

Temperatura o Preenchimento Concentracdo
Agit IPTG (mM
&) gitagao (rpm) do frasco (%0) (mM) de GFP (mg/L)
20 150 5 0,05 148,06
30 150 5 0,05 56,21
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Continuacéo da Tabela 9. Expressdo de GFP observada no planejamento experimental Planejamento
fatorial 2* quando utilizado IPTG como agente indutor.

Fee a0 (o) ST PTEOM) Gt o)
20 250 5 0,05 106,46
30 250 5 0,05 36,67
20 150 15 0,05 101,94
30 150 15 0,05 97,56
20 250 15 0,05 125,27
30 250 15 0,05 41,43
20 150 5 0,2 142,95
30 150 5 0,2 54,35
20 250 5 0,2 119,91
30 250 5 0,2 36,39
20 150 15 0,2 163,34
30 150 15 0,2 103,69
20 250 15 0,2 114,38
30 250 15 0,2 44,33
25 200 10 0,125 76,63

FONTE: dados da pesquisa.

A expressdo de GFP variou de 152,11 mg/L (30°C, 250 rpm, 15% de
preenchimento e 5 g¢g/L de lactose) a 476,39 mg/L (20°C, 250 rpm, 15% de
preenchimento e 40 g/L de lactose) quando utilizada a lactose como agente indutor, e
entre 36,39 mg/L (30°C, 250 rpm, 5% de preenchimento e 0,2 mM de IPTG) e 163,34
mg/L (20°C, 150 rpm, 15% de preenchimento e 0,2 mM de IPTG) quando utilizado o
IPTG.

O momento da indugdo realizada pelo IPTG foi determinado em ensaios
anteriores ndo apresentados neste trabalho, nos quais varias inducdes foram realizadas
em diferentes DOsoonm, € 0Observou-se que o melhor momento para tal era com DOgoonm
de aproximadamente 2.

Os resultados observados no planejamento experimental foram condizentes com
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0s ja relatados no item 5.1, nos quais 0 ganho promovido pela adi¢do de lactose, tanto

no crescimento celular bacteriano quanto na expressdo proteica, foi evidente. Desta

forma, serdo apresentados e discutidos apenas os resultados estatisticos referentes ao

planejamento experimental realizado utilizando-se a lactose como agente indutor.

O Diagrama de Pareto (Figura 19) apresenta os resultados observados para a
resposta concentracdo de biomassa (g/L) quando utilizada lactose como agente indutor e
fonte de carbono, considerando um nivel de significancia de 0,1.

Figura 19. Diagrama de Pareto referente a formacéo de biomassa quando utilizada a lactose.
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FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

*X1 = temperatura do cultivo; X, = agitagdo; X3 = preenchimento do frasco Erlenmeyer; X4 =

concentracdo do indutor.

A Tabela 10 apresenta o erro padrdo e o teste t de Student para a resposta

concentracdo de biomassa (g/L) quando utilizada lactose.

Tabela 10. Erro Padréo e teste t de Student para a resposta concentragdo de biomassa, de acordo com o
Planejamento fatorial 2*

Variavel ng:go t calculado p-valor
Média 0,12 47,13 0,0000
Xa 0,12 -1,58 0,1272
X 0,12 0,13 0,8982
X3 0,12 2,98 0,0066
X4 0,12 4,50 0,0001
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Continuacéo da Tabela 10. Erro Padrdo e teste t de Student para a resposta concentra¢éo de biomassa,
de acordo com o Planejamento fatorial 24

Erro

Variavel Padrio t calculado p-valor
X1.Xo 0,12 0,31 0,7616
XiXs 0,12 1,48 0,1522
X1. X4 0,12 2,07 0,0492
X2.X3 0,12 -1,12 0,2723
X2.X4 0,12 0,26 0,7961
X3.X4 0,12 -1,04 0,3076

FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

Através da analise da Tabela 10 verifica-se que tanto o efeito do preenchimento
do frasco Erlenmeyer (X3) quanto o efeito da concentragdo de lactose adicionada ao
meio (Xa4) sdo estatisticamente significativos ao nivel de confianca de 99%, uma vez que
seus respectivos valores de tcac (2,98 e 4,5, respectivamente) apresentaram-se maiores
do que o twb para o nivel de confianga de 99% e graus de liberdade desse estudo (twab =
2,7284).

O efeito da interacdo entre as varidveis temperatura e concentracdo de lactose
(X1.X4) também apresentou significancia estatistica, entretanto, nesse caso, ao nivel de
confianga de 95% (tcaic = 2,07 € twab = 2,0322).

O efeito das outras variaveis avaliadas e suas interacfes ndo foi estatisticamente
significativo quando avaliados pelo teste t de Student uma vez que os valores de tcalc
apresentaram-se inferiores aos valores de twb para o nivel de confianga de 90%
(ttab = 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 condicGes

estatisticamente significativas é expresso pela Equacdo 11 (Eqg. 11).

Y, = 5,55 + 0,37X5 + 0,55X, Eq. 11

onde, Y1 € a concentracdo de biomassa (g/L), X3 o0 preenchimento do frasco Erlenmeyer

e X4 a concentracdo de lactose.
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A Tabela 11 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos,
na qual podemos observar que a regressao foi altamente significativa (p-valor < 0,0001)
e 0 Fcarc foi aproximadamente 2,5 vezes maior que 0 Ftab (Fcalc=13,1216 € Ftab = 5,39).

Tabela 11. ANOVA para a resposta concentracdo de biomassa (g/L), de acordo com planejamento

fatorial 24,
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F
variagao guadrados liberdade medio calculado p-valor
Regressao 14,1454 2 7,0727 13,1216 0,0000689
Residuos 17,2483 32 0,5390

Total 31,3938 34
FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

Dessa forma, foi possivel a construcdo das superficies de resposta e curvas de
contorno, ilustradas na Figura 20, referentes & concentracdo de biomassa (g/L) em
funcdo da concentracdo de lactose e preenchimento do frasco.

Figura 20. Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta concentragéo de biomassa (g/L) em
funcdo do preenchimento do frasco (%) e concentracdo de lactose (g/L).
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FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

Analisando a superficie de resposta e curvas de contorno, pode-se verificar que
um aumento nas duas variaveis significativas, preenchimento do frasco Erlenmeyer e
concentracdo de lactose, acarretam um maior crescimento celular.

Para a resposta producdo proteica expressa em concentracdo de GFP (mg/L),
quando utilizada lactose como agente indutor e fonte de carbono, o erro padrdo e o teste
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t de Student podem ser observados na Tabela 12. O Diagrama de Pareto (Figura 21)

apresenta os resultados observados considerando um nivel de significancia de 0,1.

Figura 21. Diagrama de Pareto referente a formagdo de biomassa quando utilizada a lactose.
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FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

*X1 = temperatura do cultivo; X, = agitagdo; X3 = preenchimento do frasco Erlenmeyer; X4 =
concentracdo do indutor.

Tabela 12. Erro Padrdo e teste t de Student para a resposta produgdo de GFP (mg/L), de acordo com o

Planejamento fatorial 2*

Variavel chrjnr’go t calculado p-valor
Média 10,96 28,34 0,0000
Xi 11,46 -10,54 0,0000
X2 11,46 -0,28 0,7784
X3 11,46 0,72 0,4757
X4 11,46 1,82 0,0807
Xi1. X2 11,46 -0,51 0,6117
XiX3 11,46 -0,90 0,3747
X1.X4 11,46 -1,14 0,2641
X2.X3 11,46 0,24 0,8092
X2.X4 11,46 -0,15 0,8783
X3. X4 11,46 -0,55 0,5889

FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.
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Observando-se a Tabela 12 verifica-se que apenas a temperatura (X1) apresenta
interferéncia estatisticamente significativa ao nivel de confianga de 99%, uma vez que
seu valor absoluto de tcac (10,54) apresenta-se maior do que 0 twb para o nivel de
confianca de 99% e graus de liberdade desse estudo (ttan = 2,7284).

O efeito da concentracdo de lactose (X4) também apresentou significancia
estatistica, entretanto, nesse caso, ao nivel de confianca de 90% (tcarc = 1,82 e
ttab = 1,6909).

O efeito das outras variaveis avaliadas e suas interacbes ndo foi
significativamente estatistico quando avaliados pelo teste t de Student uma vez que 0s
valores absolutos de tcaic apresentaram-se inferiores aos valores de twab para o nivel de
confianca de 90% (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 a condicao

estatisticamente significativa é expresso pela Equacéo 12 (Eq. 12).

Y, = 310,52 — 120,77X, Eq.12

onde, Y2 é a concentracdo de GFP (mg/L) e X; € a temperatura.

A Tabela 13 apresenta a ANOVA dos resultados obtidos, na qual podemos
observar que a regressdo foi altamente significativa (p-valor < 0,0001) e 0 Fcarc foi

aproximadamente 15 vezes maior que 0 Ftab (Fcalc= 119,38 € Ftab = 7,56).

Tabela 13. ANOVA para a resposta producéo de GFP (mg/L), de acordo com Planejamento fatorial 24,

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F

variacao guadrados liberdade médio calculado p-valor
Regressdo  466761,5580 1 466761,5580 119,3852 1,68.10*
Residuos 129020,4399 33 3909,7103

Total 595781,9980 34

FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

Dessa forma, foi possivel a construcdo do grafico de resposta apresentado na
Figura 22, expresso em concentracdo de GFP (mg/L) em funcdo da temperatura (°C),

onde fica evidente que temperaturas de cultivo mais amenas sdo capazes de promover
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um aumento na fluorescéncia emitida.

Figura 22. Gréfico resposta da influéncia da temperatura na producéo de GFP (mg/L).
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FONTE: dados obtidos utilizando-se o software Protimiza Experimental Design.

Sabe-se que temperaturas mais baixas durante os cultivos favorecem a
fluorescéncia emitida pela proteina GFP. Vera et al., (2007) descreveram que a
fluorescéncia especifica da proteina é inversamente proporcional a temperatura,
chegando a ser 4 vezes maior a 16°C, se comparado a cultivos realizados a 30°C (VERA
et al., 2007). Além disso, a reducdo da temperatura diminui a demanda celular de
oxigénio permitindo a obtencdo de altas densidades celulares sem a necessidade de
adicionar-se oxigénio puro (CHEW et. al., 2012).

No presente trabalho pode-se observar uma producdo maxima de GFP quando a
20°C, fornecendo 476,39 mg/L de proteina. Nas mesmas condigdes (250 rpm, 15% e
preenchimento e 40 g/L de lactose), entretanto utilizando a temperatura de 30°C, a
producéo observada foi de 173,83 mg/L.

Chew e colaboradores (2012) descrevem um estudo no qual o planejamento
experimental foi realizado a fim de determinar as melhores condicdes para producédo
também de GFP, entretanto, relatam como sendo estatisticamente significativos a
velocidade de agitacdo, temperatura e tempo de inducéo, ja que foi utilizado IPTG como
agente indutor de expressdo proteica. Contudo, assim como no presente trabalho, a
temperatura foi a varidvel que apresentou maior influéncia na producéo da proteina de
interesse (CHEW et. al., 2012).

Tais resultados apontando a melhora da fluorescéncia emitida pela GFP quando
realizados cultivos em temperaturas mais amenas também foram observados utilizando-
se Lactobacillus casei (30°C) (PEREZ-ARELLANO; PEREZ-MARTINEZ, 2003),
Lactococcus lactis (30°C) (ODDONE et al., 2007), Bacillus subtilis (25°C) (WEBB et
al., 1995) e Saccharomyces cerevisiae (15°C) (LIM et al., 1995).
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Sabe-se que a GFP s0 € capaz de emitir fluorescéncia quando a proteina teve sua
estrutura tercidria formada corretamente (WALDO et al., 1999) o que pode ficar
comprometido quando em temperaturas mais elevadas (SIEMERING et al., 1996)
resultando na formacédo de corpos de inclusdo na E. coli (KANE; HARTLEY, 1988).
Sendo assim, 20°C foi a temperatura definida para dar prosseguimento aos ensaios.

A variagdo na concentracdo de lactose ndo apresenta interferéncia
estatisticamente significativa para a expressdo da proteina GFP quando em um nivel de
significancia de 0,1. Entretanto, quando se trata do crescimento celular bacteriano, as
concentracdes de lactose apresentaram interferéncia significativa na resposta de modo
que quanto maior a concentracdo, melhor o crescimento celular bacteriano observado.
Além disso, pode-se observar que em ensaio realizado em biorreator utilizando-se 5g/L
de lactose, a mesma foi completamente consumida em aproximadamente 5 horas. Tais
resultados justificam a escolha da concentracdo de 40 g/L de lactose para realizacdo dos
ensaios subsequentes.

Apos a realizacdo do planejamento experimental pode-se observar um aumento
expressivo na emissdo de fluorescéncia pela GFP com resultados condizentes com a
literatura. Anteriormente a otimizacdo das variaveis, a maxima expressao de GFP
observada foi de 91,76 mg/L, enquanto que apés o planejamento foi possivel obter
476,39 mg/L de GFP.

5.4 Variacao de temperatura

Como ja descrito, sabe-se que temperaturas mais amenas favorecem a producao
da proteina alvo, entretanto, levam a perdas na velocidade de crescimento celular
bacteriano. Além da interferéncia de temperaturas mais altas na emissdo de
fluorescéncia pela GFP, é sabido que tais temperaturas afetam também a estabilidade do
plasmideo (ZHANG et al., 2003). Dessa forma, a utilizacdo de diferentes temperaturas
durante o cultivo, de forma a fornecer condi¢es iniciais favoraveis ao crescimento, com
posterior diminuicdo da mesma durante a fase de indugéo, representa uma alternativa
para se aumentar a producéo proteica (SHOJAOSADATI et al., 2008).

Sendo assim, foi realizado um ensaio em triplicata, em mesa incubadora rotativa
a 200 rpm, utilizando-se meio LB(25¢/L) Lac(40g/L). Inicialmente o cultivo foi
mantido a 31°C com posterior reducdo da temperatura para 25°C, enguanto 0 grupo
controle foi mantido a 25°C durante todo o cultivo.

Apesar do presente trabalho ndo apresentar condig¢Oes de se definir o momento

exato em que se inicia a fase de inducdo, a temperatura foi alterada quando obtida uma
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DOsoonm de aproximadamente 2,5 (9 horas de cultivo), valor esse que se encontra no

meio da fase exponencial.
Os resultados observados para o crescimento celular (g/L) e expresséo de GFP
(mg/L) séo apresentados na Figura 23.

Figura 23. Curvas de concentracdo de biomassa (g/L) e producéo de GFP (mg/L) em ensaio realizado em
frasco agitado frente a variagio de temperatura durante o cultivo.
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FONTE: dados da pesquisa.

As temperaturas selecionadas ndo foram as melhores condi¢cbes observadas para
crescimento e producdo (37°C e 20°C, respectivamente) a fim de avaliar-se inicialmente
0 comportamento do microrganismo frente uma variagdo de temperatura mais branda.

A partir dos resultados apresentados pode-se observar que um aumento na
temperatura inicial do cultivo ndo trouxe ganhos com relacdo ao crescimento celular e
consequentemente, também néo foi observada melhora na producéo proteica.

Apos o periodo de 9 horas no qual o cultivo foi mantido a 31°C, a concentragdo
de biomassa observada foi de 1,02 g/L contra 0,74 g/L do grupo controle mantido a
25°C. Com relac¢do a producdo de GFP, apds 12 horas o grupo controle apresentava
concentracdo proteica de 79,77 mg/L, enquanto o grupo a 31°C apresentava 102,26
mg/L de GFP.

Apesar do resultado inicial promissor, no qual o cultivo a 31°C apresentava-se
com melhores resultados de crescimento e producdo, apds a mudanca de temperatura é
possivel observarmos uma reducdo na inclinagdo de ambas as curvas de forma que a
partir de 20 horas de cultivo a biomassa se igualou ao grupo controle (aproximadamente

1,70 g/L) e a concentracdo de GFP foi superada pelo mesmo (165,83 mg/L de GFP no
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grupo que teve a temperatura reduzida versus 180,93 mg/L no grupo controle).

Portanto, devido aos resultados insatisfatorios, sugerindo que a bactéria ndo
consiga se recuperar de forma satisfatoria apds a variacdo da temperatura, ndo foi dada

continuidade aos testes com variacdo de temperatura.

5.5 Biorreatores em modo de operacdo batelada

Partindo-se dos resultados obtidos nos ensaios anteriormente descritos, foram
realizados 5 ensaios em biorreator no modo de operacdo batelada a fim de avaliar-se a
influéncia da velocidade de agitacdo/aeracdo e temperatura.

As condicdes avaliadas estdo descritas na Tabela 14.

Tabela 14. Condi¢des de cultivo dos reatores de A a E realizado em modo de operacéo batelada.

Cddigo A?:;?E?O Vaiisr:;} ar Temperatura (°C) Meio de cultura
A 600 0,75 20 LB(25g/L)_Lac(40g/L)
B 600 0,75 25 LB(25g/L)_Lac(40g/L)
C 400 0,5 25 LB(25g/L)_Lac(40g/L)
D 800 0,5 25 LB(25g/L)_Lac(40g/L)
E 1000 0,5 25 LB(25g/L)_Lac(40g/L)

FONTE: dados da pesquisa.

Inicialmente foram realizados os reatores A e B, com velocidade de agitacdo de
600 rpm, sendo um a 20°C e outro a 25°C, ambos com 0,75 vvm de aeracgao.

Durante o planejamento experimental foi observado que a diminuicdo da
temperatura do cultivo leva a um ganho significativo em relacédo a fluorescéncia emitida
pela GFP. Entretanto, os resultados absolutos obtidos quando realizados cultivos a 25°C
(ponto central do Planejamento fatorial) foram bastante promissores. Dessa forma, o
objetivo deste ensaio foi avaliar o comportamento do microrganismo, com relacdo ao
crescimento bacteriano e producdo de GFP, frente a essas diferentes temperaturas, em
biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado no modo de operacgéo batelada.

A Tabela 15 apresenta os resultados maximos observados.
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Tabela 15. Concentraces maximas de biomassa e GFP e parametros cinéticos dos reatores A e B
realizados a 600 rpm e 0,75 vvm.

Biorreator Temperatura Biomassa Concentracdo  Hmax Yp/x  Produtividade

(°C) (g/L) de GFP (™) (ma/g) (mg/L.h)
(mg/L)
A 20 1,49 368,14 0,0895 249,85 511
B 25 2,29 383,50 0,2196 169,55 8,34

FONTE: dados da pesquisa.

Observando-se os resultados apresentados pode-se perceber uma semelhanca
com relacdo a producgdo de GFP frente as duas temperaturas avaliadas (383,50 mg/L a
25°C enquantoque a 20°C obteve-se 368,14 mg/L). Entretanto, como era de se esperar, a
temperatura mais elevada de 25°C levou a uma acelera¢do do cultivo fornecendo a
maxima expressao proteica em 46 horas, entretanto a 20°C concentra¢fes semelhantes
foram obtidas apenas com 72 horas de cultivo. Tal resultado pode explicar a maior
produtividade observada no cultivo realizado a 25°C (8,34 mg/L.h versus 5,11 mg/L.h
do cultivo a 20°C).

A diminuicdo no tempo de cultivo pode ser explicada pela maior proximidade da
temperatura 6tima de crescimento bacteriano, favorecendo o metabolismo bacteriano e
seu crescimento. A maior biomassa apresentada quando o cultivo foi realizado a 25°C ¢
um dado a mais corroborando com tal hipétese.

Apesar de apresentar maior concentracdo da proteina desejada e uma velocidade
especifica maxima de crescimento celular (lmax) maior (0,2196 ht versus 0,0895 h't a
20°C), o cultivo a 25°C apresentou menor produgdo especifica (Ypx) (169,55 mg de
GFP/g de células, enquanto a 20°C foi de 249,85 mg de GFP/g de células). Isso se deve
ao fato de que ambos forneceram concentragcbes muito proximas de GFP, entretanto a
biomassa formada a 20°C foi aproximadamente 35% menor do que a 25°C.

Vale ressaltar que a diferenca do Ypx entre os dois reatores sugere que a
producdo de GFP ndo estd unicamente relacionada ao aumento da biomassa, ja que o
aumento no crescimento celular observado no cultivo realizado a 25°C néo levou a um
aumento na produgédo de GFP de maneira proporcional.

Dessa forma, levando-se em conta 0 Pmax € as produtividades observadas,
definiu-se 25°C como melhor temperatura de cultivo.

Foram entdo realizados novos ensaios em biorreator no modo de operagédo
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batelada a fim de se avaliar a interferéncia da velocidade de agitacdo no crescimento e
producdo da proteina desejada.

A velocidade de agitacdo tem como papel principal no cultivo promover a
melhora na transferéncia de massa e calor, além de influenciar na concentracdo e
transferéncia do oxigénio, podendo, portanto, afetar o crescimento e expressdo proteica
pela célula bacteriana (CHEW et. al, 2012).

Sabendo-se disso, foram avaliadas as rotag6es de 400 rpm, 800 rpm e 1000 rpm,
entretanto, nestes casos foi utilizada aeracao de 0,5 vvm.

A Tabela 16 apresenta os resultados observados juntamente com os resultados

do reator B (600 rpm, 25°C, 0,75vvm), apenas para fins comparativos.

Tabela 16. Concentracfes méaximas de biomassa e GFP e parametros cinéticos dos reatores realizados nas
rotacdes de 400 rpm, 600 rpm, 800 rpm e 1000 rpm.

Rotacéo Biomassa Concentragdo  pmax(h™)  Yp/x(mg/g)  Produtividade

(rpm) (o/L) de GFP (mg/L) (mg/L.h)
400 2,34 359,39 0,2888 154,90 7,81
600 2,29 383,50 0,2196 169,55 8,34
800 2,66 483,37 0,2095 184,84 9,30
1000 3,57* 529,70 0,2022 150,09* 11,52

FONTE: dados da pesquisa.

(*)Durante o ensaio a 1000 rpm houve um problema na malha de controle de
nivel e ocorreu uma grande adicdo de substancia antiespumante no cultivo durante a
noite, interferindo na leitura da DOsoonm a partir de 20 horas de cultivo, ja que tal
substancia apresenta absorcdo no comprimento de onda utilizado. Sendo assim, 0s
resultados de DOesoonm € consequentemente, de biomassa, ndo sdo confiaveis,
necessitando que esse ensaio seja repetido. Entretanto, o calculo do pmax, a
quantificacdo de GFP e, consequentemente, a produtividade, ndo foram comprometidos.
O umax foi calculado utilizando-se o intervalo de tempo do cultivo anterior & adigdo do
antiespumante e a leitura da fluorescéncia nao apresenta interferéncia pelo mesmo.

Quando comparados os reatores mantidos a 600 rpm e 800 rpm, pode-se
observar que apesar da diminuicdo da aeracdo do meio (de 0,75 vvm a 600 rpm, para
0,5 vvm a 800 rpm) houve um aumento na expressao da proteina GFP com o aumento

da velocidade de rotagdo (383,5 mg/L com 46 horas de cultivo a 600 rpm e 483,37
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mg/L com 52 horas de cultivo a 800 rpm). Resultado semelhante pode ser observado
quando comparamos os reatores de 400 rpm e 800 rpm, onde a aeragdo foi mantida,
entretanto a producdo de GFP diminuiu juntamente com a velocidade de rotagéo (de
483,37 mg/L caiu para 359,39 mg/L com 46 horas de cultivo a 400 rpm).

Apesar da diferenca expressiva na producdo de GFP apresentada entre o0s
reatores, é possivel observar-se uma similaridade na formacdo de biomassa entre os
mesmos, com exce¢do do ensaio realizado a 1000 rpm. Portanto, podemos observar
novamente, que a expressdo proteica ndo apresenta relacdo direta com o aumento no
crescimento celular bacteriano. Além disso, tais resultados sugerem pouca influéncia da
velocidade de agitacdo no crescimento celular, como j& havia sido observado no
planejamento experimental.

Vale ressaltar, que apesar dos diferentes resultados observados entre os reatores,
o consumo da fonte de carbono se manteve praticamente constante entre eles, sendo de
aproximadamente 20 g/L de lactose.

O fato da expresséo proteica ndo acompanhar a formacao de biomassa de forma
proporcional, e sim a velocidade de agitacdo, explica 0 Ypix diferente entre os reatores e
sugere que 0 aumento na taxa de transferéncia de oxigénio gerada pelo aumento na
velocidade de agitacdo seja o responsavel pelo ganho na concentragdo proteica.

Como descrito anteriormente, a biossintese do grupamento cromdforo da
proteina GFP se d& através da ciclizacdo e oxidacdo dos residuos de aminoacidos
Serina65-Tirosna66-Glicina67 que leva a formacdo de um grupo p-hidroxi benzilideno
imidazolidina, responsavel pela fluorescéncia intrinseca da molécula (HEIM et. al,
1994) (Figura 24).

Figura 24. Estrutura quimica do grupamento cromdforo da GFP, p-hidroxi benzilideno imidazolidina,

destacado em verde.
'd N\

FONTE: adaptado de HEIM et al., 1994,

Sendo assim, a molécula de GFP ndo ira emitir fluorescéncia quando a
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quantidade de oxigénio disponivel na célula for insuficiente para a etapa de oxidacao.

Portanto, o aumento na velocidade de agitagcdo, promovendo aumento na transferéncia
de oxigénio do meio para a célula, pode explicar o ganho observado na produtividade.

O kra das condicdes utilizadas nos ensaios em biorreator em modo de operagao
bateada (400, 800 e 1000 rpm na vazédo de ar de 2 L/min ar - 0,5 vvm - e em 600 rpm
com vazdo de ar de 3 L/min - 0,75vvm) foi medido e através deste pardmetro péde-se
calcular a taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) a fim de avaliar a relacdo entre o
aumento da velocidade de agitacéo e a transferéncia de oxigénio.

A Figura 25 apresenta o resultado observado na relacéo entre a concentracéo de
GFP (mg/L) e o valor de OTR.

Figura 25. Curva da concentracdo de GFP em funcdo da OTR (taxa de transferéncia de oxigénio)

(mmol/L.h ™).
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FONTE: dados da pesquisa.

Como pode ser visto na Figura 25, a relacdo entre OTR e concentracdo de GFP
se deu de forma linear, dessa maneira é possivel afirmar que, para as condi¢des testadas,
quanto maior a velocidade de agitacdo, melhor é a transferéncia de oxigénio no meio,
levando a uma maior fluorescéncia da proteina de interesse.

A relacdo destas duas varidveis é apresentada pela Equacdo 13 (Eq. 13).
OTR = 2,2198.[GFP] + 192,17 Eq. 13
onde, [GFP] é a concentracdo de GFP em mg/L.

E interessante observar que durante o planejamento experimental realizado em
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frasco agitado, descrito no item 5.3, a velocidade de agitacdo ndo apresentou
interferéncia estatisticamente significativa para nenhuma das respostas, divergindo do
resultado aqui descrito. A hipdtese sugerida é de que a variacao entre as velocidades de
agitacdo empregadas durante o planejamento experimental ndo tenha sido suficiente
para promover diferenca expressiva na transferéncia de oxigénio de modo a alterar
significativamente a concentracdo de GFP.

Apesar de tal divergéncia, varios relatos disponiveis na literatura corroboram
com o observado no presente trabalho durante os ensaios realizados em biorreator.

Realizando um planejamento fatorial fracionado 2*%, utilizando Aspergillus
niger recombinante para producdo de GFP, Wang e colaboradores descrevem que a
velocidade de agitacdo é a varidvel que mais afeta a producdo de GFP, dentre as
varidveis analisadas durante o estudo (WANG et. al, 2009). No mesmo sentido, Chew
et. al. (2012) relatam que em estudo utilizando E. coli para producdo de GFP, com IPTG
como agente indutor, a producdo de GFP apresentou ganho quando a velocidade de
agitacdo passou de 100 rpm para 206 rpm, de forma que a producdo de GFP passou de
0,025 g/L para 0,241 g/L (CHEW et. al, 2012).

Tais resultados observados sugerem que o oxigénio disponivel no meio ndo esta
sendo um fator limitante na formacdo de GFP, e sim a taxa de transferéncia do mesmo
entre o meio de cultivo e a célula bacteriana.

Sendo assim, utilizando apenas os valores observados para expressao de GFP,
Mmax € produtividade, para que o problema na malha de controle de nivel ndo interfira na
deciséo, os reatores de 800 rpm e 1000 rpm foram selecionados como as condi¢des mais
promissoras para realizacdo dos préximos ensaios.

A Figura 26 apresenta fotos do reator realizado a 1000 rpm em diferentes

momentos do cultivo.
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Figura 26. Fotos do reator realizado em modo batelada com velocidade de agitacdo de 1000 rpm nos

FONTE: dados da pesquisa.

Sabendo-se que o pH 6timo de crescimento da E. coli € de aproximadamente 7,
foram realizados ensaios em biorreator convencional no modo batelada com as
melhores velocidades de agitacdo observadas (800 rpm e 1000 rpm), entretanto, neste
ponto foi feito o controle de pH utilizando-se solugdes de &cido cloridrico 2M (HCI) e
hidréxido de sddio 2M (NaOH).

Os resultados obtidos para concentragdo maxima de biomassa, concentracdo

méaxima de GFP e os parametros cinéticos calculados podem ser encontrados na Tabela

17.

Tabela 17. Concentracdo de biomassa e GFP, pardmetros cinéticos e consumo de lactose observados em
ensaio realizado em biorreator nas condi¢des de 800 rpm e 1000 rpm com e sem controle de pH.

Rotacdo Biomassa Concentracdo  max Yp/x Yx/s  Produtividade Consumo

(rpm) (9/L) de GFP (hYy  (mg/g) (9/9) (mg/L.h) de lactose

(mg/L) (g/L)

Sem 800 2,66 483,37 0,2095 184,84 0,153 9,30 18,31
controle de

pH 1000 3,67* 529,70 0,2022 150,09* 0,200* 11,52 17,84

Com 800 2,71 405,79 0,2057 147,24 0,143 7,25 18,92
controle de

pH
1000 3,10 481,50 0,2574 158,23 0,175 10,03 17,59

FONTE: dados da pesquisa.

A partir dos resultados apresentados pode-se observar que a manutencdo do pH
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em torno de 7 ndo trouxe ganho significativo durante o cultivo, pelo contréario, levou a
uma diminuigéo dos valores da maioria dos parametros.

Analisando-se 0s ensaios realizados a 800 rpm é possivel perceber uma queda
em quase todos os parametros, com excecdo da biomassa e Hmax, que Se mantiveram
praticamente constantes.

Para analise dos resultados obtidos nos ensaios realizados a 1000 rpm deve-se
levar em consideragéo a excessiva adi¢do de antiespumante relatada, o que compromete
0s resultados de biomassa, Yws € Ypx do experimento onde ndo houve controle de pH.
Nesse caso pode ser observado um aumento no pmax, que de 0,2022 h passou para
0,2574 hl e no consumo de lactose, entretanto, observa-se uma diminuicdo na expressao
de GFP.

Sendo assim, os melhores resultados foram observados nos reatores a 800 rpm e
1000 rpm sem controle de pH, sendo escolhida para realizacdo dos proximos
experimentos a condig@o de 800 rpm sem o controle de pH.

Foi observado que em todas as velocidades de agitacdo e aeracédo testadas nédo
foi obtido consumo total da lactose. Dessa forma, ensaios posteriores foram realizados a
fim de definir o que poderia estar limitando o crescimento celular bacteriano ja que a

fonte de carbono ainda né&o havia se esgotado.

5.6 Suplementacéo do meio de cultivo

Sabe-se que o excesso de nutrientes pode prejudicar o crescimento bacteriano
por inibicdo por substrato, porém sua limitacdo pode levar ao mesmo resultado,
limitando a obtencdo do produto final desejado.

Como observado no ensaio descrito anteriormente, a lactose adicionada ao meio
de cultivo ndo estava sendo completamente consumida. A fim de determinar se poderia
ter algum nutriente agindo como limitante, foram realizados ensaios nos quais
diferentes substéncias foram adicionadas ao meio de cultivo com o objetivo de
promover o consumo total da lactose.

Todos o0s ensaios descritos neste item foram realizados em frasco agitado a
25°C, 200 rpm, 15% de preenchimento do frasco, utilizando-se meio LB. A DOsoonm
inicial foi de 0,1 utilizando-se in6culo preparado como descrito no item 4.5.2.

As substancias adicionadas ao meio LB, bem como suas concentrages,
variaram de acordo com o0 ensaio a ser realizado, entretanto, todos eles tiveram a adigéo

de lactose na concentragédo de 40 g/L.
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
» Concentrac¢éo do meio LB

Neste primeiro ensaio ndo houve preocupacdo em determinar qual o nutriente
especifico poderia estar limitando o crescimento celular e a producéo proteica, e sim,
apenas avaliar se realmente havia auséncia de algum nutriente ou se algum outro fator
externo poderia estar influenciando no cultivo. Sendo assim, foi realizado um ensaio
onde diferentes concentracdes de meio LB foram avaliadas.

Os resultados observados e as condicOes testadas estdo apresentadas na Tabela
18.

Tabela 18. Ensaio realizado em frasco agitado para avaliar a influéncia da concentra¢do do meio LB no
consumo de lactose pela célula bacteriana.

Concentragdo Biomassa Concentracdo  Consumo de
de LB (g/L) (o/L) de GFP (mg/L) lactose (g/L)

12,5 2,34 152,68 15,13
25 (controle) 2,29 340,61 23,65
37,5 2,66 457,05 33,63

FONTE: dados da pesquisa.

A partir dos resultados obtidos pdde-se perceber que a concentracdo de LB
realmente exerce influéncia expressiva na producdo de GFP (340 mg/L no grupo
controle LB(25g/L) Lac(40g/L) Versus 457,05 mg/L no grupo
LB(37,59/L) Lac(40g/L)) e no consumo de lactose (23,65 g/L de lactose consumida
pelo grupo controle versus 33,63 g/L consumidos pelo grupo utilizando meio LB na
concentracdo de 37,5 g/L). Dessa forma, sugere-se que realmente exista algum nutriente

no meio LB que quando esgotado prejudique o crescimento bacteriano.
» Fosforo

Lima e colaboradores (LIMA, 1993) descrevem que a limitagdo de carbono,
nitrogénio, fésforo e outros elementos podem ser prejudiciais a estabilidade do
plasmideo além de, em alguns casos, limitar o metabolismo celular (SCHUHMACHER
et. al, 2014). Como ensaios anteriores aqui descritos revelaram excesso na fonte de
carbono, foi iniciada a pesquisa por outros macroelementos que pudessem estar agindo

como limitante ao crescimento e expressao proteica bacteriana. Para isso, 0 primeiro
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elemento a ser avaliado foi o fosforo.

Sabe-se que o fosforo representa entre 2-3% da massa da E. coli (BAUER ; ZIV,
1976), entretanto, apesar de aparentar ser de baixa influéncia quando comparado, por
exemplo, aos niveis observados de C, N e O, sua forma oxidada (fosfato) desempenha
papel fundamental na manutencdo do crescimento e geracdo de energia pela célula
(MAKINO et al., 2003).

A interferéncia do fosfato foi avaliada através de um delineamento fatorial 22 no
qual foi utilizado fosfato dissédico (NazHPO4) em quantidade suficiente para fornecer
2 g/L de fosfato ao meio de cultivo.

A definicdo da concentracdo utilizada foi baseada em estudo publicado por
Schuhmacher e colaboradores no qual, utilizando-se duas cepas de E. coli K12, foi
observada limitagdo no crescimento e expressao proteica apenas em concentracdes
abaixo de 0,3 g/L de fosfato, ndo relatando limitacdo pela saturacdo com o nutriente
(SCHUHMACHER cet. al, 2014).

Juntamente a concentracdo de fosfato, foi variada a concentragdo do meio LB,
desta vez utilizada a 50 g/L para avaliar se fornecia resultados superiores aos ja
observados com 37,5 g/L.

As condicOes analisadas e seus respectivos resultados sdo apresentados na
Tabela 19.

Tabela 19. Delineamento fatorial 22 realizado em frasco agitado para avaliagdo da influéncia da
concentracdo de fosfato e do meio LB no consumo de lactose pela célula bacteriana.

(-1; 1) 25 2 2,40 287,48
(-1; -1) 25 - 2,44 368,28
1; 1) 50 2 2,47 301,43
(1; -1) 50 - 2,79 389,91

FONTE: dados da pesquisa.

Quando observados os resultados obtidos com a adicdo de fosfato dentro do
grupo contendo a mesma concentracdo de LB, pode-se perceber uma diminui¢cdo na
formagéo de biomassa e na producgédo de GFP.

Avaliando-se o comportamento frente a adigdo de fosfato entre os grupos com
diferentes concentracdes de LB, pode-se perceber que o aumento na concentragdo do
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meio complexo, quando em auséncia do fosfato, leva a um ganho de biomassa (2,44 g/L
quando utilizado LB(25g/L) e 2,79 g/L quando utilizado LB(50g/L)) e de GFP (368
mg/L versus 389,91 mg/L). Entretanto, quando o aumento da concentracdo de meio LB
se da na presenca do fosfato, o0 ganho em biomassa e em concentracdo de GFP é menos
expressivo.

Tais resultados sugerem que, neste caso, a suplementagdo do meio de cultivo
com fosfato levou a uma diminuicdo de rendimento. Portanto, devido ao resultado

insatisfatorio, ndo foi realizada a quantificacdo de lactose.
» Amonio

O ensaio foi realizado adicionando-se sulfato de aménio (NH4).SO4 ao meio LB
em quantidade suficiente para fornecer 1 g/L e 2 g/L de amonio (REYES-RAMIREZ et.
al, 2001).

As condic¢es avaliadas e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Ensaio realizado em mesa incubadora rotativa para avaliacdo da influéncia da concentragéo de
amdnio no consumo de lactose pela célula bacteriana

Amonio (g/L) Biomassa (g/L) dioglcze; E::;;?E)
0 (controle) 1,49 199,20
1 1,61 231,60
2 1,44 233,90

FONTE: dados da pesquisa.

Os resultados obtidos evidenciam que a adi¢cdo de amdnio promoveu aumento na
producdo de GFP e na formacdo de biomassa, entretanto, ndo tdo expressivos quanto o0s
observados com o0 aumento na concentracdo do meio LB, sugerindo que ndo é auséncia

de aménio o fator limitante neste caso.
> Extrato de levedura

A utilizacdo 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 crescimento de 2 a 3 vezes maior quando comparado a
utilizacdo de meios quimicamente definidos composto apenas por sais e uma fonte de

carbono (normalmente a glicose). Entretanto, uma grande variedade de metabdlitos,
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incluindo carboidratos complexos, e nutrientes é fornecida pelo extrato de levedura,
tornando uma tarefa bastante dificil e cara definir com precisdo qual substéncia esta
levando ao ganho de rendimento (STUDIER, 2005).

Apesar do extrato de levedura ja estar presente no meio LB, adicionar uma
maior concentracdo de tal substancia pode levar a uma melhora nos resultados
observados. Em estudo realizado utilizando-se E. coli BL21 (DE3), Studier relata que a
adicdo de 0,5% de extrato de levedura ao meio levou a duplicagdo na concentracdo de
biomassa (STUDIER, 2005).

Sendo assim, foi realizado ensaio onde houve adicdo de 2,5 g/L de extrato de
levedura ao meio LB (LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(2,5¢/L)), utilizando-se meio
LB(25g/L)_Lac(40g/L) como controle negativo e meio LB(37,5g/L)_Lac(40g/L) como
controle positivo.

Quando realizado ensaio para avaliacdo da influéncia da concentracdo de LB, foi
verificado que o meio LB(37,59/L) Lac(40g/L) levou a obtencdo dos melhores
resultados, dessa forma, a concentracdo de 2,5 g/L foi estabelecida a fim de fornecer ao
meio a mesma quantidade de extrato de levedura presente no meio
LB(37,50/L) Lac(40g/L), entretanto, sem haver aumento da concentracdo de triptona e
cloreto de sodio presentes no meio LB.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia do aumento na concentracéo
de extrato de levedura no consumo de lactose pela célula bacteriana.

Meio Biomassa Concentragao Consumo de

(g/L) de GFP (mg/L) lactose (g/L)
LB(25g/L)_Lac(40g/L) 1,89 222,15 21,01
LB(37,5g/L)_Lac(40g/L) 3,42 394,45 31,28
LB(25g/L)_Lac(40g/L)_EL(2,5g/L) 4,21 470,75 32,52

FONTE: dados da pesquisa.

Como pode ser observado pelos resultados presentados na Tabela 18, a adigéo
do extrato de levedura levou a um aumento na formagdo de biomassa de
aproximadamente 2,5 vezes quando comparado ao grupo controle negativo (de 1,89 g/L
passou para 4,21 g/L), onde ndo houve suplementacdo com o extrato de levedura.
Quando comparado ao grupo controle positivo, 0 aumento foi de aproximadamente 1,2

vezes (de 3,42 g/L passou para 4,21 g/L).
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Em relacdo a producéo de GFP, o grupo controle negativo apresentou expressao
de 222,15 mg/L, enquanto no grupo suplementado com extrato de levedura a
concentragéo foi mais que o dobro, obtendo-se 470,75 mg/L de GFP.

Apesar do grupo controle positivo conter a mesma quantidade de extrato de
levedura que o grupo teste, apresentou menor formacéo de biomassa e menor producao
de GFP. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que neste caso o0 aumento da concentragdo
de extrato de levedura foi acompanhado do aumento na concentragéo do sal presente no
meio LB (NaCl). Essa variacdo pode ter provocado um aumento na pressdo osmotica
levando a lise celular.

Apesar de ndo ter sido observado consumo completo da lactose presente no
meio, houve um aumento de aproximadamente 50% no consumo deste aglcar. No
grupo controle foi observado aproximadamente 20 g/L de lactose presente no meio ao
final do cultivo, em contrapartida, 0s grupos com aumento na concentracdo do extrato
de levedura apresentaram aproximadamente 7 g/L. Dessa forma, novos ensaios foram
realizados com maiores concentracdes de extrato de levedura a fim de observar se o
mesmo levaria ao consumo completo da fonte de carbono disponivel no meio de
cultivo, com consequente aumento na formacéo de biomassa e producédo de GFP.

As concentracOes de extrato de levedura avaliadas foram 2,5 g/L, 5,0 g/L, 7,5
g/L e 10 g/L. Frascos contendo meio LB na concentracdo de 25g/L acrescido de 40g/L
de lactose foram utilizados como grupo controle.

As andlises foram realizadas a cada 12 h durante 72 h e os resultados observados

séo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia de diferentes concentragdes
de extrato de levedura no consumo de lactose pela célula bacteriana.

Biomassa Concentragao Consumo de

Meio @L) deGFP(mg/lL) lactose (g/L)
LB(25¢/L)_Lac(40g/L) - Controle 2,93 535,22 24,71
LB(25g/L)_Lac(40g/L)_EL(25g/L) 4,95 964,60 34,15
LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(50g/L) 5,56 683,74 30,22
LB(25g/L)_Lac(40g/L) EL(7,5¢/L) 5,71 682,15 30,74
LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(10,0g/L) 577 654,04 31,05

FONTE: dados da pesquisa.
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Como pode ser observado na Tabela 22, a utilizacdo de todas as concentracdes
de extrato de levedura levou a um aumento tanto na formagéo de biomassa quanto na
expressdo de GFP, quando comparados ao grupo controle, entretanto, com o0 aumento da
concentracdo do extrato pode ser observado aumento apenas na formacdo de biomassa.
Entretanto, com relacdo a expressdo de GFP e consumo de lactose, pode ser observada
diminuicdo, sugerindo que o mesmo possa estar exercendo atividade inibitéria em
maiores concentragoes.

Além disso, mais uma vez fica evidente a ndo relacdo entre a formacdo de
biomassa e expressdo de GFP, ja que o aumento no crescimento celular ndo foi
acompanhado do aumento na concentracdo de proteina formada.

Dessa forma, a concentracdo de 2,5 g/L de extrato de levedura apresentou maior
formacédo de GFP e biomassa, e também maior consumo de lactose, portanto, 0 meio
LB(25g/L) Lac(40g/L) EL(2,5g/L) foi escolhido para dar continuidade aos ensaios a

fim de obter-se consumo completo da lactose adicionada ao meio.
» Sulfato de Magnésio

A cepa de E. coli BL21(DE3), utilizada nesse trabalho, ndo apresenta
crescimento quando em auséncia de magnésio. Em estudo publicado em 2005, Studier
relata que meios complexos conhecidos e bastante utilizados, como o meio LB,
apresentam baixa concentragdo de magnésio, que se esgota ao longo do cultivo
limitando o crescimento (STUDIER, 2005).

Ainda nesse estudo, Studier (2005) relata a suplementacdo de diferentes meios
de cultivo com concentracdes de sulfato de magnésio (MgSQas) que variaram de 0,05
mM até 10 mM. Com a adicdo de apenas 1 mM de MgSQs, 0 autor relata ter conseguido
dobrar a formacao de biomassa (STUDIER, 2005).

Baseando-se no referido estudo, um ensaio foi conduzido a fim de avaliar a
influéncia da suplementacdo de magnésio, utilizando-se MgSOs4, na formacdo de
biomassa e expresséo de GFP. Dessa forma, frascos contendo meio LB na concentragédo
de 25g/L acrescido de 40g/L de lactose e 2,5 g/L de extrato de levedura foram utilizados
como grupo controle. As analises foram realizadas a cada 12 h durante 72 h e os

resultados observados sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23. Ensaio realizado em frasco agitado a fim de avaliar a influéncia de diferentes concentracdes
de sulfato de magnésio (MgSO4) no consumo de lactose pela célula bacteriana.

Biomassa Concentracdo  Consumo de

Meio (@/L)  deGFP(mg/L) lactose (g/L)
LB(25g/L)_Lac(40g/L)_EL(2,5g/L) 6,80 960,32 36,07
LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(2,59/L)_MgSO40,5mM) 7,47 918,52 35,03
LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(2,5g/L)_MgSO«(1,0mM) 7,39 1103,84 36,16
LB(25¢/L)_Lac(40g/L)_EL(2,5g/L)_MgSO.(2,0mM) 7,39 944,26 35,27

FONTE: dados da pesquisa.

A concentracdo mais baixa testada no estudo de Studier (2005), de 0,05 mM, foi
suficiente para fornecer a quantidade de magneésio necessaria para se atingir o maximo
crescimento, ndo demonstrando ganho na formacgédo de biomassa quando aumentada a
concentracdo de MgSO4 (STUDIER, 2005). Tal resultado foi o mesmo observado no
presente trabalho, entretanto, nesse pode ser observado um ganho com relacdo a
expressao da proteina GFP quando utilizado o sal na concentracdo de 1 mM, que levou
a formag&o de aproximadamente 1,1 g de proteina.

Quando a concentracdo de MgSO4 é aumentada para 2 mM, a formacdo de
biomassa ndo se altera, como ja& apontado, entretanto, diferente do esperado, a
concentracdo de GFP diminui. A hipotese sugerida é de que com o aumento na
concentracdo do sal houve maior disponibilidade do extrato de levedura para a célula, ja
que as digestdes enzimaticas do extrato estdo diretamente relacionadas a presenca de
magnésio no meio (STUDIER, 2005). Tal resultado se mantém em linha com o
resultado observado no ensaio anterior, onde 0 aumento na concentracdo de extrato de
levedura promoveu uma diminuig&o na expressao proteica.

Apesar de néo ter sido observado ganho no consumo de lactose presente no meio
com a adicdo de 1 mM de MgSOs, 0 aumento na expressdo de GFP justificou a
continuidade da utilizagdo do MgSO4 como suplemento do meio de cultivo. Sendo
assim, o meio escolhido para utilizacdo nos proximos ensaios foi o
LB(25g/L)_Lac(40g/L) EL(2,5g/L)_MgSO4(1,0mM).

5.7 Biorreator em modo de operacéo batelada alimentada

Apesar de ndo ter sido obtido o consumo completo do substrato ao longo dos
cultivos, situacdo necesséria para que fosse possivel realizar-se a modelagem dos

ensaios em modo de operagdo batelada alimentada com diferentes perfis de
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alimentacdo, os experimentos foram conduzidos ainda assim a fim de se avaliar a

hip6tese de que um estado de equilibrio no consumo de substrato pudesse ter sido
atingido, no qual a concentracdo de lactose se mantem em uma concentracao
residual basal.

A alimentacao foi iniciada em momentos diferentes, nos quais as concentracdes
de lactose remanescente no meio eram diferentes, a fim de avaliar a capacidade da
celula bacteriana em consumir a lactose presente no meio frente a adigdo de mais
substrato. Sendo assim, a alimentacdo foi iniciada com 30 horas de cultivo, quando o
microrganismo ainda se encontrava em fase exponencial de crescimento e com alta
concentracdo de lactose presente ainda no meio, e com 48 horas, quando ja podia ser
observado um platd no crescimento bacteriano e no momento em que a concentragao de
lactose ja encontrava-se mais baixa.

A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 24. Concentragdo de biomassa e GFP, pardmetros cinéticos e consumo de lactose observados em
ensaio realizado em biorreator em modo de operacao batelada alimentada.

Inicioda  Biomassa Concentracdo Yp/x  Yx/s Produtividade Concentracdo Concentracdo

alimentacéo (o/L) de GFP (mg/g) (g/9) (mg/L.h) de lactose de lactose
(h) (mg/L) inicial (g/L) final (g/L)
30 8,11 842,71 104,42 0,225 15,05 26,71 3,22
48 6,35 673,48 106,67 0,186 9,10 14,64 5,34

FONTE: dados da pesquisa.

Quando comparados os reatores com alimentacdo iniciada com 30 horas e 48
horas de cultivo, p6de-se observar que com o inicio tardio da alimentacdo, quando o
crescimento do microrganismo ja se encontrava em equilibrio e com uma concentragao
menor de lactose no meio de cultivo (14,64 g/L), a introducao de mais substrato ao meio
ndo trouxe ganho na formacdo de biomassa e , tampouco, na producéo de GFP.

A concentracdo de células presentes no meio quando do inicio da alimentagéo
era de 6,00 g/L, chegando apenas a 6,35 g/L 50 horas apds o inicio da alimentacéo.
Além disso, quando a alimentacdo foi iniciada, a concentracdo proteica era de 662,51
mg/L, permanecendo praticamente inalterada até o final do cultivo quando atingiu a
concentracédo de 673,48 mg/L.

Quando comparado ao experimento com inicio de alimentacdo com 30 horas de
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cultivo, o mesmo apresentou-se mais promissor. Quando do inicio da alimentacéo,
durante a fase exponencial de crescimento do microrganismo no qual a concentragdo de
lactose presente no meio ainda era de 26,71 g/L, a biomassa formada até entdo era de
3,35 g/L de células chegando a 8,11 g/L ao final do experimento. Com relacdo a
expressao de GFP, foi observado um aumento de aproximadamente 1,9 vezes, passando
de 450,3 mg/L para 842,71 mg/L do inicio da alimentagdo até o final do experimento.
Além disso, com o inicio da alimentacdo com 30 horas de cultivo foi observada
produtividade aproximadamente 1,65 vezes maior do quando iniciada com 48 horas.
Com relacdo ao consumo do substrato, a alimentacdo iniciada mais
precocemente levou a um maior consumo do mesmo, restando ao final do experimento
apenas 3,22 g/L de lactose no meio, corroborando com a hipdtese de que exista uma
concentracdo basal de lactose que permanece no meio ao final do experimento, a qual

ndo sera consumida mesmo frente a adi¢do de novos suplementos ao meio.

5.8 Enriquecimento com oxigénio

Ao longo dos ensaios foi possivel observar uma grande influéncia da velocidade
de agitacdo na producdo de GFP, sugerindo que o aumento na transferéncia de oxigénio
estivesse levando a uma melhora na fluorescéncia. Sabe-se que a proteina GFP pode se
formar corretamente, entretanto ndo emitird fluorescéncia se em condi¢bes de
quantidades insuficientes de oxigénio presentes na célula, jA& que para fluorescer
necessita de uma ultima etapa onde ocorre oxidacdo de sua molécula (HEIM et al.,
1994).

Em estudo no qual Heim e colaboradores sugerem a biossintese da GFP (1994),
o0s autores afirmam que a auséncia do oxigénio nao interfere na biossintese da molécula,
apenas em sua fluorescéncia, de forma que é possivel adicionar oxigénio puro ao final
do cultivo, mantendo-se 0 mesmo a 22°C por 4 horas, e promover a fluorescéncia das
proteinas ja formadas (HEIM et al., 1994). Portanto, em ensaios nos quais a
quantificacdo da proteina é realizada de forma indireta através da quantificacdo da
fluorescéncia emitida, como ocorre no presente trabalho, a quantificacdo da proteina de
interesse pode ficar subestimada.

Nesse sentido, a fim de identificar a presenca de possiveis moléculas formadas e
ndo oxidadas no meio de cultivo, um ensaio de enriquecimento do meio com oxigénio
puro foi conduzido conforme descrito no item 4.6.5, utilizando-se agua e tampéao Tris-

HCI para diluicdo das amostras.

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



Resultados e Discussao 92

A Figura 27 apresenta os resultados referente a concentracdo de proteina em

funcéo do tempo nas duas amostras.

Figura 27. Concentracdo de GFP em funcdo do tempo em experimento realizado para enriquecimento
com oxigénio puro.
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FONTE: dados da pesquisa.

Como pode ser observado na Figura 27, durante as duas primeiras horas do
experimento houve aumento expressivo na fluorescéncia emitida pelas moléculas
presentes na amostra, sendo que quando diluida em tampéo Tris-HCI a fluorescéncia
emitida, na primeira hora de experimento, aumentou em aproximadamente 115%,
enquanto que a amostra em agua aumentou em aproximadamente 105.

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
concentragéo final de GFP foi menor ou igual a inicial.

Tais resultados corroboram com a hipétese previamente levantada de que
haviam proteinas formadas porém com limitacdo de transferéncia de oxigénio para a
célula, de maneira que ndo ocorria a etapa de oxidacdo ndo sendo possivel, portanto, sua
quantificacdo indireta através da emissdo de fluorescéncia do croméforo.

Sabendo-se que ao longo de todos os ensaios a quantidade de oxigénio
dissolvido se manteve acima de 95%, sugere-se que 0 oxigénio ndao foi um fator
limitante para os cultivos realizados em biorreator e sim que a transferéncia de oxigénio
nos cultivos, mesmo nos casos em que as velocidades de agitacdo foram altas, nédo foi
suficiente para fornecer o oxigénio necessario a oxidacdo completa de todas as

moléculas presentes no meio.
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6. CONCLUSAO

A partir dos ensaios realizados ficou evidente a superioridade da utilizagcdo da
lactose como fonte de carbono frente a glicose, e como agente indutor quando
comparada ao IPTG. Apds a analise estatistica, p6de-se inferir que de todas as variaveis
analisadas nesse estudo, apenas a temperatura foi estatisticamente significativa,
exercendo grande influéncia na producdo da proteina de interesse. Tal resultado
apresentou-se condizente com o descrito na literatura e permitiu a definicdo das
melhores condicdes de temperatura e agente indutor para producéo da proteina GFP. A
producdo de GFP quando sob condicdes estabelecidas previamente a este estudo foi de
aproximadamente 90 mg/L. Sob condi¢fes Otimas, foi observado aumento no
rendimento de GFP de aproximadamente 12 vezes, em ensaios realizados em frasco
agitado, e de aproximadamente 8 vezes quando em biorreator. A Tabela 25 apresenta 0s
resultados observados e suas condi¢es.

Tabela 25. Concentragdo de GFP (mg/L) observada nas condi¢des otimizadas e ndo otimizadas em
ensaios realizados em frasco agitado e em biorreator convencional em modo batelada.

Frasco agitado Biorreator
Condicoes de cultivo Pré estudo Po6s estudo Pré estudo Po6s estudo
Temperatura 30°C 20°C 30°C 25°C
Agitacgéo 150 rpm 250 rpm 300 rpm 800 rpm

Concentracdo de indutor  IPTG 0,05 mM  Lactose 40 g/L | IPTG 0,05 mM  Lactose 40 g/L

Concentracdo de GFP 91,76 mg/L 1103,84 mg/L 105 mg/L 842,71 mg/L

FONTE: dados da pesquisa.

Os cultivos realizados em biorreator em modo batelada alimentada sob
condicdes Otimas levaram a uma producdo de 842,71 mg/L de GFP. Essa é uma
melhora bastante expressiva quando comparado ao resultado de 91,76 mg/L obtidos em
condigdes prévias ao estudo.

Em estudo apresentado por Chew e colaboradores (2012) no qual foi realizada a
otimizacdo das condicdes de producdo de GFP por E. coli, entretanto utilizando IPTG
com agente indutor, foi relata producdo maxima da proteina desejada de 241 mg/L
quando em ensaio realizado em frasco agitado, e de 315 mg/L quando em biorreator,

também em modo de operagdo batelada (CHEW et al., 2012). Portanto, é possivel
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observar resultados superiores obtidos no presente trabalho.

Vale ressaltar que além do aumento observado apds a realizagdo do estudo a fim
de estabelecer condicBes 6timas de cultivo, a adi¢do de oxigénio puro a biomassa ja
formada levou a um aumento de aproximadamente 2,15 vezes quando diluido em
tampdo Tris-HCL e 2,05 vezes maior quando diluido em &gua, corroborando com a
suspeita da expressdo de maior numero de moléculas do que foi indiretamente
quantificado.

Sendo assim, frente a todos os resultados aqui apresentados, conclui-se que o
aumento da concentracdo de GFP utilizando-se Escherichia coli recombinante, objetivo
proposto no presente trabalho, foi alcancado de maneira satisfatoria.

Dessa forma, propde-se ainda para esse trabalho a realizagdo de novos
experimentos em biorreator no modo de operacdo batelada alimentada a fim de se
avaliar maior nimero de varidveis com relagdo ao momento de inicio da alimentacdo e
sua taxa. Além disso, a realizacdo da quantificacdo direta das proteinas expressas e

presentes no meio de cultivo a fim de obter uma concentragéo proteica real.
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APENDICE
APENDICE A

Neste apéndice sdo apresentadas as curvas de calibracdo referentes aos

diferentes métodos analiticos descritos no item 4.
A.1. Curva de calibragdo de biomassa.

A curva de calibragdo da densidade dptica versus massa seca para a biomassa foi
determinada por leitura da densidade Optica de suspensdes, em duplicata, obtidas por
diluicdo de uma suspensdo de células de densidade Optica e de concentracdo em peso
seco conhecidas. A densidade dptica destas suspensdes esta compreendida entre 1,085 e
20,05 unidades de absorvancia (Tabela A.1.1).

Tabela A. 1.1. Resultados obtidos em ensaio realizado para construgdo da curva de calibragdo da
densidade Optica versus massa seca (g/L).

DOsoonm Massa Seca (g/L)

Repeticéo Média Repeticdo Média
1,09 1,08 1,08 0,50 0,40 0,50 0,46
510 6,00 5,55 2,10 2,00 2,10 2,06
9,70 10,50 10,10 4,10 4,30 4,30 4,20
1490 1555 15,22 6,30 6,30 6,40 6,33
19,60 20,50 20,05 8,30 8,30 8,30 8,30

FONTE: dados da pesquisa.
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Figura A. 1.1. Curva de calibragdo da densidade Optica versus massa seca (g/L).
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FONTE: dados da pesquisa.

A.2. Curva de calibragdo para conversdo de Unidades de Fluorescéncia (UF) em
concentracdo de GFP (mg/L)

A curva de calibracdo da unidade de fluorescéncia (UF) versus concentracdo de
GFP foi determinada pela leitura da UF em leitor de placas Multimode Plate Reader
PERKINELMER ENSPIRE® em comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e de
emissdo de fluorescéncia de 507 nm. Foi utilizado padrdo para preparo das solucdes de
concentracdo conhecida de GFP, compreendidas entre 0 e 3,2 mg/L.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela A.2.1.

Tabela A. 2.1. Resultados obtidos em ensaio realizado para construgdo da curva de calibracéo da
concentracdo de GFP (mg/L) versus a unidade de fluorescéncia emitida.

GFP (mg/L) UF
0 9
08 16022
1,6 31362
2.4 44592
3.2 58182

FONTE: dados da pesquisa.
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Figura A. 2.1. Curva de calibracdo da concentracdo de GFP (mg/L) versus a unidade de fluorescéncia
emitida.
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A.3. Curva de calibracdo da lactose

A curva de calibracdo da concentracdo de lactose versus a area sob a curva foi
realizada em HPLC através do preparo de 5 solugdes de concentragdes conhecidas
lactose em agua.

A lactose foi previamente seca, pesada e diluida em &gua em quantidade
suficiente para fornecer as concentra¢des 0,125 g/L, 0,250 ¢g/L, 0,5 g/L, 1 g/L e 2 g/L.
As leituras foram realizadas em triplicata e apresentaram tempo de retencdo de 10,8
minutos.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela A.3.1.
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Tabela A. 3.1. Resultados obtidos em ensaio realizado para construcdo da curva de calibracédo da
concentracdo de lactose (g/L) versus a area sob a curva.
Concentracao de Area; Area,  Areas Média Desvio Padréo
lactose (g/L)
0,125 20517 18018 20035 19523,3 1325,7
0,250 34067 34076 34271 34138,0 115,3
0,500 68468 70713 69607 69596,0 11225
1,000 140644 146116 142595 143118,3 2773,3
2,000 276710 287282 278591 280861,0 5639,7
FONTE: dados da pesquisa.
Figura A. 3.1. Curva de calibracdo da concentracdo de lactose (g/L) versus a area sob a curva.
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FONTE: dados da pesquisa.

A.4. Curva de calibragéo da glicose

A curva de calibracdo da concentracdo de glicose versus a area sob a curva foi

realizada em HPLC através do preparo de 5 solugdes de concentragbes conhecidas

glicose em agua.

A glicose foi previamente seca, pesada e diluida em &gua em quantidade

suficiente para fornecer as concentragdes 0,125 g/L, 0,250 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L e 2 g/L.

Aylime Castanho Bolognesi Melchior Jesuino



APENDICE 116

As leituras foram realizadas em triplicata e apresentaram tempo de retencdo de 8,31
minutos.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela A.4.1.

Tabela A. 4.1. Resultados obtidos em ensaio realizado para construgdo da curva de calibracéo da
concentragdo de glicose (g/L) versus a area sob a curva.

Concentragéo de Area; Area;  Areas Média Desvio Padréo
glicose (g/L)

0,125 21278 21083 21326 21229 97,33

0,250 41644 41864 43421 42309,7 740,89
0,500 88079 82979 84313 85123,7 1970,22
1,000 171112 170890 171452 171151 200,44
2,000 333450 337450 337512 336137 1791,56

FONTE: dados da pesquisa.

Figura A. 4. 1. Curva de calibracdo da concentracdo de glicose (g/L) versus a area sob a curva.
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FONTE: dados da pesquisa.
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