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RESUMO

LOPES, C. Da producdo da proteina verde fluorescente a sua extragcdo
utilizando sistemas aquosos bifasicos. 2018. 64 F. Dissertacdo (Mestrado em
Bioprocessos e Biotecnologia)- Faculdade de ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, 2018.

A proteina verde fluorescente (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein) € um
biomarcador utilizado na producéo de proteinas de fusdo, amplamente empregado in
vivo e in vitro. Este trabalho avaliou a producdo da GFP expressa em Escherichia
coli BL21 (DE3) [pLysS; pET28(a)] em mesa incubadora rotativa e biorreator, e sua
posterior extracdo utilizando Sistemas Micelares de Duas Fases Aquosas (SMDFA).
Na etapa de producdo em mesa incubadora rotativa, estudou-se a influéncia da taxa
de agitacéo, tempo de inducédo e concentracdo do composto indutor, isopropil-B-1-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), sobre a producdo da GFP, e apenas a variacdo da
taxa de agitacdo e o tempo de inducao alteraram a producédo de GFP. A melhor
producdo de GFP (314,59 mg/L) foi obtida a 30°C apés 22 h de cultivo a uma
agitacdo de 150 rpm, induzindo com 0,5 mM de IPTG realizada 10 h apds o inicio do
cultivo (meio da fase exponencial de crescimento). Posteriormente, avaliou-se
menores concentragdes de IPTG (0,25; 0,125 mM) na producdo de GFP e observou-
se que os niveis de producao foram mantidos. Estes estudos iniciais, foram a base
para as condicbes empregadas em biorreator tanque agitado, que operou no modo
batelada a uma agitacdo de 200 rpm, aeracdo de 2 vwm (volume de ar/ volume de
meio) e indu¢do com 0,125 mM de IPTG apo6s 6 h de cultivo. Nas condigfes citadas,
obteve-se apenas uma producéo de 128,13 mg/L de GFP, desse modo, apesar da
potencialidade da ampliacdo de escala na producdo desta biomolécula, estudos
posteriores sdo ainda necessarios. Apos os estudos de producéo, realizou-se o
rompimento das células bacterianas por ciclos continuados de congelamento/
descongelamento. A GFP do lisado celular foi entdo submetida a estudos de sua
estabilidade perante diferentes pHs (3 - 12) e temperaturas (25°, 37° e 50°C),
mostrando-se estavel entre os pHs 7 a 11 e em temperaturas de 25°C e 37°C, mas
ndo estavel a uma temperatura de 50°C. Nos estudos de extracdo foram utilizados
0s SMDFA compostos por tampao Mcllvaine pH 7, Triton X-114, e o liquido iénico
[Pe.6,6,14]Cl como adjuvante. O melhor coeficiente de particdo (K = 30,91) foi obtido
no sistema formado por 2,5 % (m/m) de Triton X-114; 0,5% (m/m) de [Ps,,6,14]Cl. Os
resultados obtidos demonstraram que uma escolha apropriada das melhores
condi¢gbes de cultivo permitem um aumento da produgéo de GFP utilizando a cepa
de E. coli BL21 (DE3) [pLysS; pET28(a)]. Além disso, os estudos com SMDFA
mostraram alta influéncia dos seus componentes na particdo da GFP, demonstrando
a potencialidade de sistemas aquosos na purificacdo da GFP.

Palavras-chave: Proteina Verde Fluorescente. Biomarcador. Producao. Extracao.
sistemas micelares de duas fases aquosas.



ABSTRACT

LOPES, C. From the production of green fluorescent protein up to their
purification using aqueous biphasic systems. 2018. 64 F. Dissertation (Master
degree in Bioprocess and Biotechnology)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista, 2018.

Green Fluorescent Protein (GFP) is a in vivo and in vitro biomarker widely used in the
production of fusion proteins. This work evaluated the production of GFP expressed
in Escherichia coli BL21 (DE3) [pLysS; pET28 (a)] in shaker and bioreactor, and its
subsequent extraction using Aqueous Micellar Two-Phase Systems (AMTPS). The
influence of the agitation rate, induction time and concentration of the inductor,
isopropyl-B-1-D-thiogalactopyranoside (IPTG), on GFP production, was studied using
a shaker. The results shown that only the agitation rate and the induction time have
affect the GFP production. The best GFP production (314.59 mg/L) was obtained at
30°C after 22 h of culture at 150 rpm, induced with 0.5 mM IPTG after 10 h after of
the start of cultivation (at half of exponential growth). Subsequently, lower IPTG
concentrations (0.25, 0.125 mM) were evaluated for the GFP production, being
maintained the production levels. From these conditions, a cultivation using agitated
tank bioreactor was then carried out. The bioreactor operated in batch mode at 200
rom with a 2 vvm aeration (air volume / volume of medium), being the GFP
production induced with 0.125 mM IPTG after 6 h of microorganism’ growth. Under
that conditions, a production of 128.13 mg/L of GFP was obtained. Thus, despite the
potential of scale-up in the production of this biomolecule, further studies are still
required. After the GFP production studies, the bacterial cells were disrupted using
continuous freezing / thawing cycles. GFP recovered from the cell lysate was then
used to perform stability studies at different pHs (3 - 12) and temperatures (25°, 37°
and 50°C). The stability studies shown that GFP was stable between pHs 7 to 11 and
at temperatures of 25°C and 37°C, but not stable at a temperature of 50°C.
Afterwards, liquid-liquid extraction studies using AMTPS composed of Mcllvaine
buffer (pH 7), Triton X-114, and the ionic liquid [Ps6,6.14]Cl as an adjuvant, were
performed. The best partitioning coefficient (K = 30.91) was obtained with the system
composed of 2.5% (w/w) of Triton X-114 and 0.5% (w/w) of [Ps,6,6,14]Cl. The set of
results have demonstrated that a proper choice of the cultivation conditions allows
the increase of GFP production using the E. coli BL21 (DE3) [pLysS; pET28(a)]
strain. Furthermore, the partitioning studies using AMTPS have shown a high
influence of their phase-forming components in the GFP partitioning, demonstrating
the potentiality of AMTPS in the GFP extraction and purification.

Keywords: Green fluorescent protein. Biomarker. Production. Extraction. Aqueous
micellar two-phase systems.
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1 INTRODUCAO

Os diversos avancos da induastria biotecnolégica com pesquisas de
tecnologia do DNA recombinante permitiram o surgimento de distintas oportunidades
na producdo de biomoléculas em larga escala, a partir da fermentacdo de
microrganismos. Este progresso proporcionou o desenvolvimento e utlizagdo de
proteinas como terapias inovadoras e vitais para o tratamento de doencas
complexas, como por exemplo, a diabetes. (LEADER; BACA; GOLAN, 2008).
Seguindo o0 mesmo progresso, 0 desenvolvimento e a pesquisa de novos
biomarcadores sdo fundamentais para a deteccao de doencas especificas (PARIKH;
VASAN, 2007) e para a identificacdo e controle da producdo de biofarmacos
(RUCKER et al., 2001). Dentre os biomarcadores fluorescentes, um representante
de destaque é a proteina verde fluorescente (GFP, do inglés Green Fluorescent
Protein) (PEREZ-ARELLANO; PEREZ-MARTINEZ, 2003).

A GFP é uma proteina globular de 27 kDa que possui intensa e natural
fluorescéncia verde e é muito utilizada como biomarcador e biossensor. Sua
expressao ja foi demonstrada para uma larga gama de microrganismos, como por
exemplo, Aspergillus niger e Lactobacillus casei (DONNELL et al., 2001; PEREZ-
ARELLANO; PEREZ-MARTINEZ, 2003). No entanto, a sua producdo se destaca
pela sua utilizacdo em sistemas heterdlogos de expressdo, particularmente
utilizando a bactéria Escherichia coli, o qual é o sistema de expressao procariotico
mais frequentemente aplicado (JOHANSSON et al., 2008; LOPES et al., 2011,
WANG et al.,, 2014). Nos processos fermentativos de producdo de proteinas
heterdlogas, é de suma importancia que os parametros de cultivo sejam estudados
de modo a maximizar a producéo da proteina alvo, no caso a GFP, para a obtencao
de valores apreciaveis (BERLEC et al., 2008).

Devido sua aplicacdo como biomarcador e biossensor, a comercializagéo da
GFP exige altos indices de pureza, o que requer a aplicagdo de uma série de
metodologias de purificagdo que encarecem o produto final, sendo 0s processos de
purificacdo responsaveis por cerca de 80% dos custos totais de producao (WALSH,
2010). Com o intuito de diminuir os custos de processo associados as etapas
cromatograficas e assim aumentar o rendimento de producdo, a utilizacdo de

extracdo liquido-liquido utilizando sistemas micelares de duas fases aquosas
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(SMDFA) pode ser aplicada de modo a permitir a extragdo e concentragdo de
proteinas (LOPES et al., 2013).

Desse modo, considerando todos 0s pressupostos apresentados, o presente
trabalho visou avaliar a producdo da GFP a partir de E. coli BL21 (DES3) [pLysS;
pET28(a)] de forma a aumentar sua producdo e posteriormente, utilizar a
metodologia de extracdo liquido-liquido, em particular utilizando sistemas micelares
de duas fases aquosos com liquidos i6nicos (LIs), para a extracdo e concentracéo
de GFP. Esta abordagem tem como objetivo confirmar a efetividade deste tipo de
sistemas como uma metodologia alternativa mais sustentavel e biocompativel para a

extracao de proteinas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no decorrer do presente trabalho permitiram concluir
que, para o crescimento bacteriano da E. coli BL21 (DE3) [pLysS; pET 28(a)], a
melhor condi¢do de agitacdo observada foi de 250 rpm, onde foram alcancados os
maiores valores de DOesoonm, apresentando um aumento de 50% quando comparado
com os valores obtidos para o cultivo a 100 rpm. Porém, para a producédo da GFP,
foram obtidas maiores concentracfes da biomolécula alvo empregando a taxa de
agitacao de 150 rpm, ao confrontar a producdo de GFP com 150 rpm de rotacao, a
condicao de 250 rpm, houve um aumento de 15% nessa producdo. Ao variar o ponto
de inducéo do cultivo, o melhor resultado obtido foi no meio da fase exponencial de
crescimento, onde ha um numero satisfatorio de células viaveis e observou-se a nédo
interferéncia da concentracdo do composto indutor na concentracéo final de GFP
produzida, sendo a concentracao de IPTG adicionada ao cultivo reduzida ao valor de
0,125 mM, sem o comprometimento da producao de GFP.

O rompimento foi realizado pelo método de congelamento/descongelamento,
verificando-se a total liberacdo da proteina para o meio extracelular em apenas dois
ciclos. A estabilidade da GFP recuperada no lisado celular foi avaliada, tendo se
concluido que a GFP mantém sua fluorescéncia entre os pHs 7 e 11 e nas
temperaturas de 25, 37 e 50°C, apresentando uma ligeira perda de fluorescéncia ao
longo do tempo na temperatura de 50°C, sob condi¢cdes mais béasicas (pH 11).

Os ensaios de particdo de GFP em SMDFA mostraram que esta técnica pode
ser utilizada como uma plataforma valida na separacdo e concentracdo da GFP,
tendo sido obtidos altos valores para o coeficiente de particdo (K=30,91 £ 3,90) para
o sistema composto por 2,5% (m/m) TX-114 e 0,5% (m/m) [Pss.6,14][Cl], € uma
recuperacdo de 62,8% + 6,17, observando-se a inversdo no comportamento da
particdo da GFP ao adicionar o LI.

Desta maneira, os resultados observados neste trabalho apresentam um
aumento na producdo de GFP, quando comparada as fermentagdes iniciais, através

da analise dos parametros de fermentacdo e, os SMDFA se mostraram viaveis para
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a extracdo da GFP produzida por E. coli BL21(DE3) [pLysS; pET28(a). Os
promissores resultados observados no trabalho devem servir de apoio para futuros
estudos, como por exemplo: aumento de escala da producédo, com a otimizacdo da
producdo de GFP em biorreator; estudo de purificacdo da GFP em SMDFA, com a
variacdo das concentracbes de tensoativos e LIs, bem como a alteracdo do LI
utilizado.
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