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RESUMO

Nos ultimos anos, a aplicacdo de linhagens atenuadas de Salmonella spp. vem sendo
amplamente investigada para o desenvolvimento de diversos produtos biotecnoldgicos,
principalmente vacinas. No entanto, a implementacao de processos industriais para a obtencéo
destes produtos depende do desenvolvimento de estratégias para o cultivo em alta densidade
celular (CADC) deste microrganismo. Para isso, um dos grandes desafios a ser superado se
refere as limitacdes metabdlicas da Salmonella, uma vez que esta apresenta elevada producéo
de &cidos organicos (principalmente acido acético) que inibem a formacéo de biomassa. Neste
contexto, este trabalho propde duas abordagens para lidar com este problema e implementar
CADC de Salmonella: estudar o crescimento de Salmonella typhimurium em glicerol avaliando
seu metabolismo como uma fonte de carbono menos propensa a geracao de &cidos organicos; e
estudar a producdo destes acidos por uma cepa de S. typhimurium geneticamente modificada
para diminuir o acimulo de acetato (super-expressao do gene acs, de Escherichia coli, que
codifica a enzima acetil-CoA sintetase (ACS) responsavel pela assimilacdo de acetato).
Inicialmente foram realizados cultivos em frascos agitados em meio minimo para duas fontes
de carbono (glicose ou glicerol), para a cepa selvagem e para a cepa recombinante. Apos 0s
experimentos preliminares, foram realizados cultivos em biorreator operado em modo batelada
com a cepa modificada em meio minimo formulado com glicerol, glicose ou acido acético,
como fonte de carbono, a fim de avaliar a producéo e a assimilacdo de acetato. Foram realizados
cultivos em biorreator em modo continuo com a cepa selvagem em meio minimo com glicerol
com D=0,10; 0,17 e 0,22 h'! para avaliar o metabolismo do glicerol pela S. typhimurium. Ao
longo dos cultivos foram coletadas amostras do caldo e analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia para quantificar a producdo de acidos organicos e o consumo de substrato. Para
quantificar a biomassa produzida, foram realizadas medidas de densidade 6tica (600 nm) e de
massa seca. Os resultados dos cultivos em frascos agitados e das bateladas indicam que, para
ambas as cepas, a producdo de acetato é reduzida em meio formulado com glicerol, e que as
células modificadas geneticamente apresentam um fen6tipo de menor acumulo de acetato
comparadas a linhagem selvagem. Os cultivos continuos realizados com a cepa selvagem
mostraram que n&o houve acimulo de acetato para a taxa de dilui¢do de 0,1 h™t. J& nas taxas de
0,17 hte 0,22 h?, apesar de haver acimulo, o fluxo de producéo de acetato foi cerca de 2 vezes
menor que 0 observado em quimiostato em meio formulado com glicose. Foram realizadas
simulacdes com o modelo STM_v1.0, tendo como dados de entrada os fluxos de glicerol e de
oxigénio estimados a partir dos dados experimentais. O modelo descreveu bem os fluxos de
biomassa, CO; e acetato para as taxas de diluicdo mais altas. Os resultados obtidos sugerem o
cultivo em batelada alimentada com glicerol como fonte de carbono, e alimentacéo exponencial
definida para manter a velocidade especifica de crescimento em 0,1 h™t, como uma estratégia
promissora para obter altas concentraces celulares de S. typhimurium selvagem. Para a S.
typhimurium recombinante, devido a sua eficiente assimilacéo de acetato, valores ainda maiores
de velocidade especifica de crescimento poderiam ser impostos, com elevado aumento de
produtividade em biomassa.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella typhimurium. Cultivos em biorreator. Quimiostato.
Metabolismo do carbono central. Glicerol. Acetil-CoA sintetase.






ABSTRACT

In recent years, the application of attenuated Salmonella spp. has been investigated for
development of several biotechnological products, mainly vaccines. However, the
implementation of industrial processes to obtain these products depends on the development of
strategies for this microorganism high-cell density cultures (HCDC). One of the HCDC’s
greatest challenges is overcoming Salmonella’s metabolic limitations, as it presents a high
organic acids production (mainly acetic acid) that inhibits biomass formation. In this context,
this work proposes two approaches to deal with this problem and implement Salmonella’s
HCDC: studying the cultivation of S. typhimurium using glycerol as carbon source to reduce
the generation of organic acids; studying the cultivation of a recombinant strain of S.
typhimurium expressing the enzyme acetyl-CoA synthetase (ACS) from E. coli, for improved
acetate assimilation). Initially, cultures were grown in agitated flasks in minimal media for two
carbon sources (glucose or glycerol) for the wild-type and the recombinant strain. After the
preliminary experiments, the recombinant strain was cultivated in bioreactor operated in batch
mode with minimal medium formulated with glycerol, glucose or acetic acid as carbon source,
to evaluate acetate production and assimilation. The wild-type strain was cultivated in a
continuous-mode bioreactor on minimal medium with glycerol at D=0.10; 0.17 and 0.22 h"* to
evaluate the S. typhimurium glycerol metabolism. During the cultivations, samples were
collected and analyzed by high-performance liquid chromatography to quantify the production
of organic acids and substrate consumption. To quantify the concentration of biomass, optical
density (600 nm) readings of culture broth and dry cell weight measurements were performed.
Agitated flasks and batch cultivations results indicated that the acetate production is reduced in
medium with glycerol for both strains, and that the genetically modified cells present a lower
acetate accumulation phenotype compared to the wild-type. Continuous cultures of the wild-
type strain showed no acetate accumulation for a 0.1 h* dilution rate. At rates of 0.17 h! and
0.22 h! acetate accumulation was observed, but acetate flux was 2-fold lower than the flux
reached in chemostat with glucose-formulated medium. Simulations were performed with the
STM_v1.0 model using as input data the glycerol and oxygen fluxes estimated from the
experimental results. Good predictions were obtained for the biomass, CO. and acetate fluxes
at the higher dilution rates. The results suggest that fed-batch culture using glycerol as carbon
source along with an exponential feed to maintain a 0.1 h* specific growth rate as a promising
strategy to obtain high cellular concentrations of wild-type S. typhimurium. The efficient acetate
uptake observed for the recombinant S. typhimurium cells may allow higher values of specific
growth rate to be used for this strain, resulting in a higher productivity of biomass.

KEYWORDS: Salmonella typhimurium. Bioreactor cultivation. Chemostat. Central carbon
metabolism. Glycerol. Acetyl-CoA synthetase.
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1. INTRODUCAO

As vacinas surgiram em 1796 com os estudos de Edward Jenner, e desde entao
tém sido de grande importancia para a prevencao de doencas. Por isso, sdo realizadas pesquisas
e investimentos no desenvolvimento de novas formulagdes, resultando numa maior
disponibilizacdo de novas vacinas e contribuindo de forma expressiva para a redugdo da
mortalidade mundial por doencas infecciosas, tais como: pneumonia, gripe, tuberculose,
difteria, variola, coqueluche, sarampo, febre tifoide (ANDRE, 2003; RAPPUOLI et al., 2014).

Tendo em vista a importancia das vacinas, avan¢os biotecnolégicos em relacao
a biologia molecular, microbiologia, imunologia e vacinologia vém sendo aplicados no
desenvolvimento de novas estratégias para producdo de vacinas eficazes para a imunizagédo
humana e animal (RILEY; STEWART, 2013).

Dentre 0s avangos biotecnoldgicos, a utilizacdo de microrganismos Vivos
(Vetores Bacterianos Vivos - VBV) para veiculacdo de antigenos vacinais heter6logos vem
sendo muito estudada nos ultimos anos (SILVA et al., 2014). Por meio de linhagens atenuadas
de algumas bactérias patogénicas ou espécies bacterianas comensais pode se obter vacinas com
larga aplicacdo, devido a facilidade de manipulacdo genética das mesmas e a alta resposta
imune induzida por estes microrganismos (GENTSCHEV et al., 2002). Além disso, 0 uso desta
tecnologia para a vacinacdo leva a um menor custo de preparacdo, devido a reducéo de etapas
complexas de purificacdo e a auséncia de adjuvantes, em compara¢do com outras tecnologias
de producéo de vacinas recombinantes. A capacidade natural de induzir resposta imunoldgica
mediada por células, além da possibilidade de administragdo nas mucosas, por via oral ou nasal
sdo outras vantagens dessas formulagfes. Com isso a aplicagéo se torna mais pratica, tendo um
menor risco de reacdes adversas apds a imunizagdo e reduzindo os custos de aplicagdo, além da
estimulagdo da resposta imune das mucosas, prevenindo a colonizacao dos tecidos que servem
como porta de entrada para a maioria dos agentes infecciosos (MCGHEE et al., 1992; SHATA
et al., 2000; DETMER; GLENTING, 2006).

As bactérias do género Salmonella vém sendo muito estudadas como vetores
bacterianos vivos (CHIN’OMBE, 2013; KONG; CLARK-CURTISS; CURTISS Ill, 2013;
GALEN; CURTISS, 2014). Porém, para viabilizar seu uso na producdo de vacinas faz-se
necessario o desenvolvimento de estratégias de cultivo para este microrganismo que permitam
a obtencéo de altas densidades celulares e elevadas produtividades. Este ponto representa um
desafio tecnoldgico a ser superado para o uso de células de Salmonella como VBVs, uma vez

que o crescimento celular deste microrganismo € inibido pela formacdo de &cidos organicos
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gerados em grande quantidade pelo préprio metabolismo deste género de bactérias (SARGO,
2015).

De forma geral, existem duas principais estratégias para contornar a alta
producdo de metabolitos tdxicos pelas células: a) introducdo de modificacdes genéticas no
microrganismo para alteracdo de seu fenotipo; b) alteracBes nas condic6es de cultivo como, por
exemplo, utilizagdo de fontes de carbono cuja assimilagéo seja mais eficientemente direcionada
para a producdo de energia. Na primeira estratégia, a modificacdo genética de uma cepa de
Salmonella typhimurium LT2 através da super-expressdao do gene acs (responsavel pela
assimilacdo de acetato), ja realizada em Escherichia coli (LIN et al., 2006), foi estudada no
presente trabalho para reducéo no acimulo de acetato. Na segunda estratégia, o uso do glicerol
como fonte de carbono alternativa foi explorado, pois, em trabalhos anteriores do grupo, o
metabolismo deste substrato pelas células de Salmonella apresentou uma baixa producao de
acetato (SARGO, 2015), que é o principal composto relacionado com a inibicdo do crescimento
celular para este microrganismo.

O uso dos modelos metabolicos em escala gendmica disponiveis para S.
typhimurium é um recurso fundamental no estudo do metabolismo do organismo. Com o
suporte das simulacdes do modelo metabdlico, estratégias de cultivo podem ser aperfeicoadas
e os alvos para modificagdes genéticas podem ser escolhidos de maneira mais objetiva
(FRANCKE et al., 2005).

Ambas as estratégias propostas no presente trabalho sdo inéditas na literatura
para células de Salmonella, até onde vai nosso conhecimento. Juntamente com o emprego de
ferramentas da Biologia de Sistemas, os resultados obtidos com a aplicacdo destas estratégias
contribuirdo ainda para um melhor entendimento do metabolismo de S. typhimurium e o

aperfeicoamento das técnicas de cultivo.

1.1 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar duas estratégias para reduzir o
acumulo de acetato em cultivos de S. typhimurium: a utilizagdo de glicerol como uma fonte de
carbono em potencial para cultivos de alta densidade celular; e a utilizagdo de uma cepa
geneticamente modificada para intensificar a assimilacdo de acetato.

Para alcancar este objetivo foram definidos os seguintes objetivos especificos:

o Estudar o metabolismo do glicerol por S. typhimurium em cultivos em

biorreator operado em modo continuo;
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o Incorporar a0 modelo metabolico STM_v1.0 os resultados obtidos nos
cultivos continuos para aprimorar a precisao das previsdes do modelo e sua posterior utilizacao;
o Avaliar o acumulo de acetato em cultivos em biorreator em modo
batelada com uma cepa de S. typhimurium modificada geneticamente para super-expressar o

gene acs.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As bactérias do género Salmonella sdo consideradas um dos principais
patdgenos intracelulares, transmitidas por alimentos tanto para humanos quanto para animais,
e causam inimeras infeccOes gastrointestinais, desde diarreia e vomitos até doencas que podem
levar a morte, como a febre tifoide (HENSEL, 2004).

O género Salmonella faz parte da familia das Enterobacteriaceae e esta
proximamente relacionado aos géneros Escherichia e Shigella, também pertencentes a esta
familia. A sua caraterizacdo é dada por bactérias na forma de bacilos, Gram-negativas, nao-
esporulantes, sendo anaerobias facultativas, com didmetro médio entre 0,7 a 1,5 um e
comprimento de 2 a 5 um (HEGAZY; HENSEL, 2012). Apresentam ainda flagelos, associados
a sua motilidade, que também auxiliam na fase inicial de colonizacdo e vem sendo estudados
como um dos possiveis fatores de viruléncia (JOSENHANS; SUERBAUM, 2002; RAMOS;
RUMBO; SIRARD, 2004; STECHER et al., 2004).

Figura 2.1 - Imagem de uma cepa selvagem de Salmonella typhimurium ATCC

14028, obtida por microscopia eletrdnica de transmissao (MET)

T

FONTE: Frahm e colaboradores (2015)

O crescimento 6timo dessas bactérias se da a uma temperatura de 37 °C e seu pH
6timo varia entre 6,5 a 7,5, sendo que valores de pH superiores a 9,5 e inferiores a 4,5 apresenta
efeito bactericida. So lactose e sacarose negativas, podendo consumir mais de 70 compostos
como fonte de carbono, como glicose, glicerol, maltose, sorbitol, xilose, entre outros,
produzindo CO. (GUTNICK et al., 1969; LE MINOR, 1992). Muitas sdo capazes de crescer
em meio minimo de glicose-aménia, chamadas de prototroficas, enquanto outras sdo chamadas
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de auxotréficas necessitando de suplementacdo do meio com aminoacidos ou vitaminas,
variando de acordo com seu sorotipo (NEIDHARDT et al., 1987).

Os organismos deste género sdo extremante heterogéneos apresentando 2610
sorotipos até agora descobertos, divididos em duas espécies: Salmonella enterica (2587
sorotipos) e Salmonella bongori (23 sorotipos) (KAUFMANN; RAUPACH; FINLAY, 2001;
GUIBOURDENCHE et al., 2010; KONG; CLARK-CURTISS; CURTISS Il1, 2013).

A espécie Salmonella enterica possui 6 subespécies (GUIBOURDENCHE et al.,
2010), das quais os sorotipos mais importantes para a saide humana séo: Salmonella enterica
sorotipo Typhi, que infecta apenas uma espécie, é a causadora da febre tifoide em humanos
(IVANOFF; LEVINE; LAMBERT, 1994; CRUMP; LUBY e MINTZ, 2004) e Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium, capaz de infectar uma variedade de hospedeiros tais como
roedores, animais domésticos e humanos, sendo considerada como um dos principais agentes
causadores das gastroenterites (GARMORY; BROWN; TITBALL, 2002).

2.1 METABOLISMO DA Salmonella typhimurium LT2

O genoma da S. typhimurium LT2 foi sequenciado completamente em 2001 por
McClelland e colaboradores e esta disponivel no GenBank (AE006468), com cerca de 4,86
milhdes de nucleotideos (4,86 Mb). Ha a presenca de ilhas de patogenicidade na Salmonella
que codificam varios fatores de viruléncia permitindo a colonizacéo e infec¢do dos organismos

hospedeiros.

Existem poucos estudos do metabolismo da Salmonella na literatura. Uma
alternativa para contornar essa escassez de informacdes sobre o metabolismo da Salmonella de
forma a viabilizar seu entendimento é a utilizacdo de modelos metabolicos de microrganismos
que possuam similaridade em suas redes metabolicas, e cujo metabolismo ja estd bem
caracterizado na literatura (SARGO, 2015).

A Escherichia coli € uma Enterobacteriaceae muito proxima da Salmonella,
compartilhando cerca de 85% do seu genoma (MCCLELLAND et al., 2001; ABUOUN et al.,
2009; GOTZ et al., 2010). Por essa razdo, ha uma grande similaridade entre suas redes
metabdlicas, que possuem 0s mesmos genes envolvidos nas principais vias metabolicas do
carbono central, como, a glicolise (GL), a via Entner-Doudoroff (ED), a via das pentose fosfato

(PP), o ciclo do acido citrico (TCA), as vias responsaveis pela biossintese de todos o0s
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aminoacidos, além das principais reacfes anapleréticas. Assim muito do que se conhece do
metabolismo da E. coli pode ser aplicado para o metabolismo da S. typhimurium.

As Salmonellas podem assimilar varios compostos como fontes de carbono, no
entanto, a glicose é sua fonte de carbono preferencial. Como mostra a Figura 2.2, a glicose é
transportada para dentro das células atraves do sistema da fosfotransferase fosfoenolpiruvato-
dependente (PTS) e ao mesmo tempo é fosforilada, produzindo a glicose-6-fosfato (POSTMA,;
LENGELER; JACOBSON, 1993). A glicose-6-fostato entdo é oxidada pela via glicolitica,
gerando, piruvato, energia e metabolitos intermediarios, precursores de outras vias metabdlicas,
ou entdo, € oxidada por vias alternativas a glicolise, como a via das pentoses fosfato e a via
Entner-Doudoroff (NEIDHARDT et al., 1987, LEHNINGER, NELSON e COX, 2006).

A via das pentoses fosfato (PP) € uma via alternativa de oxidagdo da glicose-6-
fosfato, convertendo hexoses em pentoses, podendo ocorrer juntamente com a glicolise. Esta
via converte a glicose-6-fosfato em ribose-5-fosfato, importante na composicao de nucleotideos
e de acidos nucléicos (DNA e RNA) e que também ¢ precursor da biossintese do aminoacido
histidina, de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), além de importantes
metabdlitos intermediarios utilizados na GL (como a frutose-6-fosfato e o gliceraldeido-3-
fosfato) e na biossintese de alguns aminoacidos aromaticos, como a L-fenilalanina, L-tirosina
e L-triptofano, a partir do metabdlito corismato (SARGO, 2015; CASPI et al., 2016).

A via Entner-Doudoroff é uma via exclusiva de algumas bactérias Gram-
negativas, que possibilita a oxidacdo da glicose em piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. Sabe-se
que para a E. coli, a via ED é importante por permitir que compostos como gluconato e
glucuronato possam ser metabolizados, possibilitando seu crescimento, por exemplo, no
intestino de mamiferos ou em ambientes aquaticos (FLAMHOLZ et al., 2013; CASPI et al.,
2016).

A via da glicolise, ou via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), € a principal via de
oxidacdo da glicose, cujo produto final sdo duas moléculas de piruvato. Além disso, durante a
glicolise, é gerada energia, conservada na forma de ATP (trifosfato de adenosina) e da coenzima
reduzida NADH (LEHNINGER, NELSON e COX, 2006).

Dependendo da quantidade disponivel de oxigénio dissolvido, o piruvato gerado
a partir da oxidacao da glicose pode seguir por duas vias: a via respiratoria (em aerobiose),

seguindo para o ciclo do &cido citrico (TCA) e a cadeia respiratoria, gerando energia e para
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biossintese de varios compostos; ou a via fermentativa (em anaerobiose), onde piruvato é
convertido em diferentes &cidos organicos.

O produto da oxidacgéo do piruvato pela via aerobia € o acetil-CoA, que participa
de varias reacGes como substrato ou produto, podendo seguir para 0 TCA, ou ser direcionado
para a producdo de acidos graxos ou acetato. O acetil-CoA &, portanto, um intermediario muito
importante na sintese de biomassa e no rendimento energético.

No caso do glicerol como fonte de carbono (Figura 2.2), o mesmo é fosforilado
pela enzima glicerol quinase, resultando em glicerol-3-fosfato, o qual é oxidado a
dihidroxiacetona fosfato pela glicerol-3-fosfato desidrogenase. A dihidroxiacetona fosfato é
convertida em gliceraldeido-3-fosfato pela agdo da enzima glicolitica triose fosfato isomerase,
e 0 mesmo é oxidado pela via da glicdlise (LEHNINGER, NELSON e COX, 2006).

Figura 2.2 - Metabolismo da Salmonella typhimurium LT2 em vérias fontes de carbono

¥
| Glicose-6-fosfato

| Frutose-6-fosfato

!

| Frutose-1,6-fosfato

!

Glicerol |——b| Dihidroxiacetona fosfato |<—>| Gliceraldeido-3-fosfato |

/
Glioxilato

Succinato

!

Y

;

|

Fosfoenolpiruvato |

Oxaloacetato

!

Piruvato

!

Acetil-CoA

Acetato

TCA

a-cetoglutarato

N Acety*l

Fonte: Adaptado de Andersson e colaboradores (2007); Durnin e colaboradores (2008) e

Isocitrato

Caspi e colaboradores (2014).

O ciclo do glioxilato desempenha papel fundamental na converséo do acetato (e
dos compostos degradados até acetato) em carboidratos, sendo, portanto, essencial para o
aproveitamento do acetato como fonte de carbono. No ciclo do &cido citrico (TCA) o acetil-
CoA se condensa com oxaloacetato para formar citrato. Isso também ocorre no ciclo do
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glioxilato, no entanto a conversdo do isocitrato ndo ocorre pela acdo da enzima isocitrato
desidrogenase, mas pela clivagem catalisada pela enzima isocitrato liase, formando succinato e
glioxilato. O glioxilato por sua vez se condensa com outra molécula de acetil-CoA formando
malato, pela acdo da enzima malato sintase (LEHNINGER, NELSON e COX, 2006).

Algumas bactérias como a E. coli e a S. typhimurium possuem um conjunto
completo de enzimas tanto do ciclo do acido citrico como do glioxilato (localizadas no citosol),
0 que as torna capazes de crescer tendo o acetato como Unica fonte de carbono e energia
(LEHNINGER, NELSON e COX, 2006).

2.1.1 Overflow

Mesmo em condicdes de aerobiose, para fontes de carbono como a glicose, em
celulas de Salmonella, assim como de outros anaerdbios facultativos, ocorre o fendmeno
chamado metabolismo overflow. Esse fenémeno ocorre quando ha um desequilibrio entre o
fluxo de glicose assimilada e os fluxos de producéo de energia e de biossintese, resultando em
uma sobrecarga do TCA, levando a conversédo do acetil-CoA em acetato, ao invés de entrar no
TCA, seguida pela secrecdo deste composto para o meio de cultura (RIESENBERG,1991;
LEHNINGER, NELSON e COX, 2006; VALGEPEA et al, 2010).

O metabolismo overflow é acentuado em velocidades mais altas de crescimento,
onde as celulas precisam gastar mais energia com a sintese de proteinas ribossomais,
aminoéacidos, etc, e economizar energia que era gasta para outras fun¢es. Como a sintese das
proteinas do metabolismo aerobio € bastante custosa energeticamente, a célula acaba
diminuindo a producéo destas proteinas (do TCA, glicolise, fosforilacdo oxidativa e proteinas
transportadoras). Essa mudanca no proteoma, além de questfes regulatérias, acaba levando a
célula ao metabolismo de overflow (BERNAL, CASTANO-CEREZO E CANOVAS, 2016).

Para compreender os mecanismos de assimilacdo e producdo de acetato,
principal produto do overflow novamente tomando um microrganismo similar a Salmonella,
sabe-se que a E. coli possui trés mecanismos distintos para a producéo e assimilacéo de acetato
a partir de acetil-CoA (Figura 2.3). No entanto, apesar de muitos estudos terem sido realizados
para E. coli, ainda ha divergéncias sobre qual via é responsavel pela assimilagéo e producao de
acetato (KAKUDA et al., 1994; KUMARI et al., 1995; OH et al, 2002; VALGEPEA et al,
2010). Para alguns, o complexo enzimatico acetato quinase - acetil fosfotransferase (ACKA-
PTA) é o principal responsavel pelo consumo do acetato, em glicose como fonte de carbono
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(KAKUDA et al., 1994). Em contrapartida, Oh e colaboradores (2002) relataram que a acetil
coenzima-A sintetase (ACS) é a enzima responsavel pela assimilagdo do acetato. E existem
ainda estudos que indicam que a via utilizada pela E. coli para a assimilacdo deste metabolito
depende de sua concentracdo, ou seja, quando a bactéria esta exposta a elevadas concentracdes
de acetato (acima de 25 mM), a via responsavel pelo consumo do acetato seria a ACKA-PTA,
mas se a concentracdo de acetato for baixa (abaixo de 10 mM), sua assimilagdo ocorrera pela
enzima ACS (KUMARI et al., 1995).

Para a Salmonella a assimilacdo e producéo de acetato foi pouco estudada. Starai
e colaboradores (2005) cultivaram S. typhimurium em frascos agitados, utilizando etanolamina
como fonte de carbono e avaliando a a¢do das enzimas envolvidas. Os resultados mostraram
que, nas condi¢des estudadas, a producao de acetato € realizada pelas enzimas PTA-ACKA e

POXB enquanto a assimilacéo é feita pelas enzimas ACS e ACKA-PTA.

Figura 2.3 - Via metabdlica de producéo e assimilacdo de acetato por Escherichia coli.
POXB, Piruvato desidrogenase; ACKA, acetato quinase; PTA, fosfotransacetilase; ACS,

acetil coenzima-A sintetase.
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Fonte: Adaptado de Castafio-Cerezo e colaboradores (2009) e Valgepea e colaboradores
(2010)

Como estratégia para obter menor acimulo de acetato é possivel fazer-se uso da
engenharia genética para deletar ou super-expressar 0s genes responsaveis pela atuagao dessas
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enzimas. Dentre as estratégias existentes para diminuir o acimulo de acetato, é possivel que a
super-expressao do gene acs que codifica a enzima acetil-CoA sintetase possa acarretar uma
melhor reassimilacao de acetato, como observado para E. coli por Lin et al, 2006. Outra possivel
alternativa seria 0 nocaute dos genes responsaveis pela fosfotransacetilase (PTA) ou da acetato
quinase (ACKA), no intuito de reduzir a producéo de acetato. No entanto, alterar a expresséo
da PTA pode gerar efeitos secundarios indesejados, uma vez que ela é responséavel pela
producdo do acetil fosfato, uma importante molécula sinalizadora para varias funcdes celulares
(VALGEPEA et al, 2010) (Figura 2.4).

Figura 2.4 - Acetil fosfato, importante molécula sinalizadora de fun¢des celulares
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Fonte: Adaptado de Valgepea e colaboradores (2010)

2.2 S. typhimurium E SUAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

A Salmonella enterica € um importante patdgeno bacteriano intracelular e por
iSS0 0s mecanismos de interacdo e patogenicidade da Salmonella com as células hospedeiras
vém sendo muito estudados (KAUFMANN, RAUPACH e FINLAY, 2001). O conhecimento
sobre a habilidade de invasao e replicacao dentro das células do organismo hospedeiro foi muito
importante para o desenvolvimento de linhagens atenuadas de Salmonella que sdo utilizadas
como vetores vacinais vivos (VBVs) permitindo a prevencdo de salmonelose em animais e
humanos (GERMANIER e FURER, 1983).
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Por isso, as linhagens atenuadas de Salmonella tém sido utilizadas, além da
imunizacdo contra doengas causadas por ela propria, para a construcdo de veiculos vacinais
vivos entregando antigenos heterdlogos (NAKAYAMA, KELLY e CURTISS Ill, 1988; SUN
et al 2013).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo de vacinas baseadas em VBVs esta
ligada a facilidade de administracdo, seja por via oral ou nasal, que torna a aplicacdo mais
pratica quando comparada com as tradicionais vacinas injetaveis, além de apresentar um baixo
custo de preparagdo, fazendo com que sua administracdo em larga escala seja mais viavel
(BRANGER et al., 2009; WANG et al., 2009).

Apesar de existir uma certa dificuldade de aceitacdo da imunizacao por VBVS,
ja existem diversos estudos que mostram que linhagens atenuadas de Salmonella constituem
um potencial veiculo de entrega de antigenos heterélogos de outras doengas ao sistema imune
do hospedeiro, sem causar uma infeccdo real, induzindo uma resposta imune local na mucosa e

estimulando respostas humorais e celulares (ZHANG et al., 2013).

As atenuac0es realizadas na Salmonella sdo manipulagdes genéticas para que o
microrganismo induza no hospedeiro uma resposta imune ao antigeno carregado por ele, no
entanto de forma que ndo gere uma grave infeccdo. Desta forma os genes manipulados séo
responsaveis pela sintese de fatores relacionados com a viruléncia, envolvidos com o
metabolismo biossintético de compostos importantes para replicacdo e que participam de
processos de regulacdo génica (ALMEIDA, MASSIS e FERREIRA, 2002).

Segundo Céardenas e Clements (1992), a maioria dos estudos realizados na
obtencdo de linhagens atenuadas de Salmonella utilizam mutagdes em genes envolvidos na
biossintese de compostos aromaticos (aro), impedindo a capacidade de sintese de compostos
requeridos para a producdo dos aminoacidos aromaticos (tirosina, fenilalanina e triptofano),
entre outros compostos necessarios para sua replicacdo. Uma vez que as bactérias sdo incapazes
de se reproduzir no hospedeiro, elas apenas invadem o intestino delgado do organismo vacinado
e permanecem ai pelo tempo suficiente para provocar uma resposta imune eficaz (HONE et al.,
1991; LEVINE et al., 1990; WILSON et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2011).

Atualmente, a Unica vacina licenciada baseada em linhagens atenuadas vivas de
Salmonella é a Vivotif®, criada inicialmente por Germanier e Firer (1983) e hoje, ap6s algumas
modificacfes em sua formulacdo, comercializada pela companhia Crucell Switzerland LTD

(www.crucellvaccinescanada.com). Esta vacina € composta por células vivas de S. typhi Ty21a
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e administrada oralmente, imunizando adultos e criangas com mais de 6 anos contra a febre
tifoide (GERMANIER e FURER, 1983; KANTELE et al., 2012)

Entretanto, nas Ultimas décadas inumeros estudos, principalmente utilizando
modelos murinos, comprovam que o uso de mutantes auxotroficos de S. typhi e S. typhimurium
sdo eficazes na expressdo e administracdo de antigenos heter6logos para a imunizagao contra
diversos agentes infecciosos, destacando-se: (i) diferentes espécies de bactérias, como
Helicobacter pylori, responsavel pela ocorréncia da maioria das Ulceras e das gastrites cronicas
(ANGELAKOPOULOS e HOHMANN, 2000; BUMANN et al., 2001; CHEN et al., 2012;
GOMEZ-DUARTE et al., 1999), Mycobacterium tuberculosis, causadora da tuberculose, uma
das doencas que mais causa 6bitos no mundo (JUAREZ-RODRIGUEZ et al., 2012), Salmonella
typhi (GERMANIER e FURER, 1983; HOHMANN, OLETTA e MILLER, 1996; IVANOFF,
LEVINE e LAMBERT, 1994; SPRENG, DIETRICH e WEIDINGER, 2006) e Streptococcus
pneumoniae, causando principalmente pneumonia e meningite (SEO et al., 2012; WANG e
CURTISS III, 2014); (i1) virus, como HIV (CHIN’OMBE N, 2013) e diferentes tipos de
influenza (BEN-YEDIDIA e ARNON, 2007; HUANG, ZHENG e YUEN, 2015); (iii) parasitas
patogénicos, como os géneros Plasmodium spp., parasita causador da malaria humana (TARTZ
et al., 2008), Leishmania spp., que causa a leishmaniose em humanos e cdes (SALJOUGHIAN,
TAHERI e RAFATI, 2014; SCHROEDER et al., 2011).

Linhagens atenuadas de Salmonella também estdo sendo muito estudadas no
tratamento e vacinagdo contra doencas nao infecciosas, como diferentes tipos de cancer
(melanoma, cancer de mama, colo do Utero, pancreas, préstata, entre inimeros outros) e em
diferentes fases desta doenca (BOLHASSANI e ZAHEDIFARD, 2012; FORBES et al., 2010;
HEIMANN e ROSENBERG, 2003), para avaliagdo do controle do crescimento tumoral e da

sobrevivéncia em diversos modelos animais.

Além disso, alguns componentes das células da Salmonella, como o antigeno Vi,
a flagelina e lipossacarideos também vém sendo utilizados no campo da vacinologia: (i)
antigeno Vi: € o polissacarideo capsular presente na superficie de alguns sorotipos e utilizado
em uma das vacinas comerciais contra febre tifoide (BHUTTA et al., 2007; BRAGA et al.,
2010; LU et al., 2012; ROBBINS e ROBBINS, 1984); (ii) flagelina: proteina presente nos
flagelos desta bactéria, potente ativadora de respostas do sistema imune, e por isso vem sendo
testada em formulagdes vacinais contra gripe, peste, malaria e também como protetora celular
durante quimioterapias e radioterapias (OLIVEIRA et al., 2011; SKOUNTZOU et al., 2010);
(iii) lipossacarideo: é o principal componente da superficie da maioria das bactérias Gram-
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negativas, sendo um fator de viruléncia, como também é composto por um antigeno protetor
(antigeno “O”) que pode ser purificado e conjugado a outras proteinas, conferindo protegao

(KOTHARI et al., 2014; MICOLI et al., 2013; ROBBINS e SCHNEERSON, 1990).

Assim, as Salmonellas, seja na forma celular ou de seus componentes, vém se
tornando cada vez mais promissoras em ensaios clinicos de novas formulagdes vacinais
(PACHECO et al., 2004).

Neste contexto, o grupo de pesquisa do Departamento de Engenharia Quimica,
juntamente com pesquisadores dos Departamentos de Genética e Evolucao e de Morfologia e
Patologia / UFSCar, desde 2007, vem se dedicando ao desenvolvimento de diferentes
formulacbes vacinais contra a erisipela suina, uma das enfermidades que mais prejudica a
suinocultura mundial, cujo agente patogénico é a bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae
(MAKINO et al., 1998; SILVA et al., 2012). Dentre as formulaces ja testadas, destaca-se a
vacina de VBV baseada em linhagens recombinantes atenuadas de S. typhimurium, expressando

a proteina SpaA (Surface protective antigen A), principal antigeno da E. rhusiopathiae.

Apesar do grande potencial e interesse em produzir vacinas baseadas em
linhagens recombinantes atenuadas de Salmonella, ainda existem poucos avangos no
desenvolvimento de processos para obtencdo de uma elevada massa de células de Salmonella,
0 que poderia viabilizar a producdo destes produtos biotecnoldgicos de grande importancia para
a salde humana e veterinaria (SARGO, 2015).

2.3 CULTIVOS DE MICRORGANISMOS EM BIORREATORES

A realizacdo de cultivos em biorreatores possibilita desde a produgdo em larga
escala de microrganismos, como a producédo de diversos produtos de interesse como proteinas,
etanol e biopolimeros. A escolha do modo de operagdo do biorreator esta intimamente ligada
ao objetivo a ser alcancado no cultivo. Os diferentes modos de operacéo sdo esquematizados
na Figura 2.5.

No modo de operacdo em batelada simples o reator é carregado no inicio do
cultivo e ndo ha alimentacdo de nutrientes nem retirada de caldo ao longo do cultivo. O
fornecimento de todo substrato ocorre no inicio da operagéo e o produto formado é acumulado.
Ambos fatores podem resultar em inibicdo do crescimento. Quando o cultivo em batelada €
realizado sob condicOes controladas (presséo, temperatura, pH, aeracéo e agitacdo), os dados
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obtidos podem ser utilizados na estimativa de parametros cinéticos do microrganismo. No
entanto, ndo é adequado para mapear 0 metabolismo do mesmo, uma vez que na batelada a
concentracdo de células, produtos e substrato sdo transientes. (DORAN, 2013)

Para obter dados em estado estacionario que possibilitem o mapeamento do
metabolismo, o0 modo de operac¢do continuo se mostra mais adequado. Neste caso, uma corrente
de alimentacdo de meio fresco é fornecida continuamente ao reator e acompanhada pela retirada
simultanea do caldo de cultivo, de forma que as condi¢des ap0s estabiliza¢do do reator (quando
0 estado estacionario € alcangado) permanecem constantes. O balanco material para as células
em um reator operado continuamente, no estado estacionario e na auséncia de células na
alimentacéo, leva a um resultado muito importante: a taxa de dilui¢cdo (D), definida como a
razdo entre o vazdo de alimentacdo e o volume do meio reacional, impde a condicdo de
crescimento do microrganismo, ja que p, a velocidade especifica de crescimento, é igual a D.
Assim, realizando cultivos continuos para diferentes taxas de diluicdo, é possivel caracterizar o

metabolismo para diferentes condigdes de crescimento (DORAN, 2013).

Figura 2.5 - Modos de operacdo dos biorreatores

Batelada Batelada alimentada Continuo

Alimentacao Entrada

Para cultivos de alta densidade, 0 modo de operacdo em batelada alimentada é
geralmente empregado e a estratégia de cultivo é baseada na manutengdo do crescimento
exponencial durante a fase de alimentacéo apds a batelada inicial. Esta estratégia possibilita o
aumento da produtividade de biomassa, para um volume de cultivo reduzido, contribuindo para
diminuir a geracdo de efluentes e os custos de producdo, ja que requer menor investimento em
equipamentos (RIESENBERG e GUTHKE, 1999). No entanto, a utilizacdo desta técnica de
cultivo pode ocasionar problemas de inibicdo por substrato, dificuldade de transferéncia de

oxigénio e acumulo de metabdlitos inibitdrios (LEE, 1996).
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Portanto, o grande desafio para os cultivos de alta densidade esta em diminuir
ou evitar a formacdo de metabdlitos inibitorios para 0 microrganismo cultivado. Para tanto,
varias estratégias sao estudadas: otimizacéo do meio de cultivo (escolha de fontes de carbono
que produzam menos metabdlitos inibitorios); controle adequado da velocidade de crescimento
celular imposta pela vazéo de alimentacdo (impedindo o acimulo de substrato e minimizando
0 metabolismo overflow) e uso de estratégias de engenharia metabdlica (criacdo de linhagens
geneticamente modificadas para produzir menos metabdlitos inibitorios) (PARK et al, 1992;
MINNING et al, 2001; KIM et al, 2007; WU e SHI, 2007; SARGO, 2011; SOTO et al, 2011).

A utilizag&o do glicerol como fonte de carbono tem sido estudada para diversos
tipos de cultivos, voltados para a producéo de varios produtos biotecnoldgicos, como proteinas
recombinante, enzimas e medicamentos. (SARGO, 2011; ESCALLON, 2013). Além de ser
uma fonte de carbono de baixo custo, sua aplicacdo em CADC de E. coli é favorecida pela
menor producdo de acetato, quando comparado com a glicose, sendo assim uma estratégia ja
consolidada e muito empregada (SARGO 2011; CARVALHO et al., 2012; WEINER et al.,
2014). No entanto para cultivos de S. typhimurium, o uso de glicerol como fonte de carbono e

as condicdes de cultivo que levem a menor producéo de acetato ainda foram pouco investigadas.

2.3.1 Cultivos de Salmonella

Sdo poucos os cultivos de Salmonella em biorreator relatados na literatura.
Dentre 0s mencionados, 0s principais objetivos foram a producdo de lipossacarideos
(KOTHARI et al., 2014; MICOLI et al., 2013; SCHLECHT e GALANOS, 1994) ou entdo a
producdo e posterior estudo da purificacdo do polissacarideo capsular Vi (JANG et al., 2008;
KOTHARI et al., 2013) e da flagelina (OLIVEIRA et al., 2011; SIMON et al., 2014).

As maiores concentracOes celulares obtidas nos diferentes cultivos de
Salmonella foram na ordem de 13 gocw L, producdo muito inferior as relatadas em cultivos
de outros microrganismos, como por exemplo de Bacillus subtilis (77 gocw L em KWON et
al., 2011), de Chlorella vulgaris (117 gocw L* em DOUCHA e LIVANSKY, 2011) ou de E.
coli (100 — 190 gocw L em FUCHS et al., 2002; KNOLL et al., 2007; KORZ et al., 1995;
SARGO, 2011; SOTO et al., 2011).

As temperaturas usualmente utilizadas em cultivos de Salmonella variam entre
30 a 37 °C e o pH inicial préximo de 7, de acordo com as condigdes otimas de crescimento

deste microrganismo. A maioria dos cultivos é realizada com meio complexo, pois como
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consequéncia das mutacdes realizadas para a obtengéo de linhagens de Salmonella atenuadas,
algumas cepas apresentam deficiéncia na biossintese de alguns compostos, e estes ja se
encontram presentes nos meios ricos, possibilitando o crescimento celular (SILVA 2011;
OLIVEIRA et al., 2011, WILSON et al., 2003).

Silva (2011) realizou estudos com S. typhimurium SL7207 pMOhlyl_spaA em
frascos agitados, utilizando meio complexo, a fim de avaliar o crescimento do microrganismo
recombinante sob diferentes condi¢bes de aeracdo: com agitacdo de 200 rpm (aerobiose) ou
sem agitacdo (microaerofilia). Neste estudo, foi possivel observar um favorecimento do
crescimento celular na condigdo de maior disponibilidade de oxigénio dissolvido. Assim, a
velocidade especifica méxima de crescimento (umax) calculada a partir de dados de densidade

6tica foi de 1,0 h'* para a condicdo aerdbia e 0,83 h! para a microaerofilia.

Nos estudos realizados por Augusto (1998) em biorreatores de 0,7 e 10 L,
avaliaram-se diferentes modos de operacdo (regime descontinuo e continuo) e de meios de
cultura (meio complexo e minimo). O melhor resultado, em termos de producdo celular, foi
obtido em cultivo descontinuo com meio minimo, chegando a uma concentracéo celular de 12,7
gDCW L em menos de 9 horas. Entretanto, foi observada uma elevada producéo de acetato e
de um produto desconhecido, em todas as condic¢des estudadas, que corresponderam a cerca de

80 % do carbono consumido.

Oliveira e colaboradores (2011) avaliaram o0s parametros cinéticos de
crescimento e de producéo e purificacdo da flagelina em cultivo em batelada de S. typhimurium
SDV 322, conduzido sob condicBes aerdbias em biorreator de 3 L, contendo 2 L de meio
complexo SN (20 g de soytone, 20 g de extrato de levedura e 5 g de NaCl por litro de meio). A
concentracdo de oxigénio dissolvido foi mantida em 30% da saturacéo e durante o cultivo,
glicose foi adicionada a medida que o pH do meio aumentava, indicando que os carboidratos

presentes estavam sendo consumidos.

Outro trabalho bastante interessante relacionado com cultivos em biorreator de
S. typhimurium foi realizado por Wilson e colaboradores (2003). Nele, o crescimento do
patogeno foi investigado em cultivos em batelada, alcancando a concentracdo celular de
aproximadamente 0,33 g.L™%, com meio complexo, conduzidos em diferentes pHs iniciais (4,4,
4,8, 5,0, e 7,0), para obter dados suficientes e gerar dados estequiométricos para prevenir seu

crescimento em alimentos. Assim como observado por Augusto (1998), este estudo também
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constatou que o &cido acético foi o principal acido organico produzido, chegando a inibir o

crescimento da Salmonella.

Apenas Sargo (2015) apresenta um estudo especifico com Salmonella visando
otimizar cultivos em biorreator para alcancar elevadas concentragdes celulares, avaliando o
metabolismo de varias fontes de carbono: glicose, glicerol, xilose e &cido acético. Neste
trabalho foi avaliada a producéo de &cidos organicos para condicdes aerdbias e anaerdbias. A
producdo de acetato para os cultivos em batelada foi 50% menor em glicerol e xilose, quando
comparada com o cultivo nas mesmas condic¢des em glicose. Houve um maior direcionamento
do fluxo de substrato para a formagéo de biomassa (Y x/s=0,57 gowc.Jsubstrato -) Na batelada com
glicerol. Também foi realizado um cultivo em batelada alimentada com glicose, e mesmo
mantendo a glicose residual baixa na fase de alimentacdo, houve um grande acimulo de acetato

(17 g.L) ao final do cultivo, resultando numa concentragdo celular de apenas 3,44 g.L™.

O glicerol mostrou-se promissor nos cultivos de Sargo (2015), reduzindo o
acumulo de acetato. Desta forma, é necessaria uma melhor avaliacdo do potencial do glicerol
como fonte de carbono, o que depende de estudos mais detalhados do seu metabolismo, como
propde o presente trabalho.

2.4 ENGENHARIA METABOLICA

Inicialmente o melhoramento de diferentes organismos era realizado através de
processos iterativos de mutagéneses aleatérias juntamente com a selecdo de mutantes que
fossem capazes de otimizar o processo de obtencdo do produto de interesse. Contudo estas
mutacdes podem produzir linhagens que sdo menos estaveis do que as selvagens (WENDISCH,
BOTT e EIKMANN, 2006), podendo apresentar deficiéncias no crescimento celular, baixa
toleréncia ao estresse e que também podem produzir subprodutos que limitem a eficiéncia do
processo (BECKER et al., 2011).

Como uma alternativa aos processos de mutagdes, a utilizacdo da engenharia
metabdlica torna possivel a producdo de diferentes produtos por organismos geneticamente
modificados (OGMs), de forma direcionada e mais eficiente, através de modificacfes em uma
ou mais reacdes bioquimicas ou adicdo de novas reacOes a partir da tecnologia do DNA
recombinante, otimizando os processos metabolicos, regulatérios e de transporte da célula
estudada (STEPHANOPQULOS, ARISTIDOU E NIELSEN, 1998).
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A definicdo de engenharia metabodlica segundo Stephanopoulos, Aristidou e
Nielsen (1998) é a melhoria dirigida da formac&o do produto ou propriedades celulares através
da modificacédo de reacdes bioquimicas especificas ou a introducdo de novas reagdes com o uUso

da tecnologia de DNA recombinante.

A engenharia metabolica, termo introduzido por Bailey (1991), é um campo da
Engenharia Bioquimica que vem sendo aplicado desde a década de 90 no melhoramento
genético de inlmeros organismos e tem se mostrado muito eficiente, como exemplo permitindo:
(i) a minimizacdo da producdo de metabdlitos indesejados como o acetato por E. coli
(ARISTIDOU, SAN e BENNETT 1994; SOTO et al., 2011) e o glicerol por S. cerevisiae,
aumentando a produtividade de etanol (GUO et al., 2011); (ii) o aumento da produtividade de
algum produto de interesse como L-lisina (PARK et al., 2011), acido formico (SONG et al.,
2013) e L-fenilalanina (WEINER et al., 2014) por E. coli; (iii) a producdo de novos compostos,
como o dmega-3, através do design de vias metabolicas da levedura Yarrowia lipolytica (XUE
etal., 2013).

A aplicagdo de Engenharia Metabdlica exige analise e compreensdo do
metabolismo do organismo de interesse, permitindo identificar os melhores alvos para
modificacdes genéticas. Essas modificacdes sdo avaliadas in vivo, escolhendo-se as que
geraram os fenGtipos mais proximos do desejado (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006).

O uso da engenharia metabdlica vem ganhando cada vez mais destaque na
obtencdo de OGMs eficientes devido a rapida evolucdo dos recursos analiticos e
computacionais nos Ultimos anos, focados na analise da expressao génica, quantificacdo de
metabolitos intracelulares e extracelulares, deteccdo do carbono marcado e anélise de vias
metabolicas, assim como evolugdo na area de bioinformatica, que disponibiliza varias
ferramentas que permitem a analise in silico do metabolismo de inUmeros organismos de
interesse (SARGO, 2015).

2.4.1 Estratégias para diminuicdo da producdo de acetato baseadas em Engenharia

Metabélica

Apesar do desenvolvimento de modelos metabdlicos e diversas ferramentas
computacionais, a abordagem classica da engenharia metaboélica, baseada apenas no
conhecimento do metabolismo celular, ainda pode ser empregada com sucesso em alguns casos.

Como exemplo, pode-se citar o trabalho realizado por Miranda (2015) onde foi desenvolvida
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uma cepa de S. typhimurium recombinante: com a expressao heter6loga do gene que codifica a
enzima acetil-CoA sintetase (ACS), foi obtida uma linhagem com capacidade acentuada de
assimilacdo de acetato, reduzindo o acimulo deste metabdlito toxico as células, de maneira
analoga ao realizado por Lin e colaboradores (2006) para E. coli.

No entanto, com a obtencdo das sequéncias completas do genoma de inimeros
organismos, tornou-se possivel a reconstrucdo de redes metabolicas complexas através de
modelos computacionais, que podem ser utilizados tanto para analisar como interpretar e prever
a distribuicdo dos fluxos metabdlicos da célula, e assim auxiliarem no desenvolvimento de
estratégias da engenharia metabolica. Estes modelos sdo chamados de modelos metabdlicos em
escala gendmica (Genome-scale Metabolic Models - GSMMSs) e possuem uma compilacao das
informacdes do metabolismo de um organismo extraidas a partir do genoma, complementadas
com dados experimentais (FRANCKE et al., 2005). Existem ferramentas de bioinformatica que
vém sendo desenvolvidas para avaliacdo de dados, simulacdo, previsdo e otimizacao in silico
dos sistemas metabolicos de interesse utilizando GSMMs. Alguns softwares permitem realizar
a otimizacdo de linhagens para diversas aplicacdes baseados no knock out ou insercdo de
reacdes e/ou genes nas vias metabdlicas do organismo (ROCHA et al., 2010).

Apesar de existirem quatro modelos metab6licos em escala genémica
disponiveis para S. typhimurium (Tabela 2.1), ainda ndo foi relatada na literatura a utilizacéo
de anélise de fluxos metabdlicos aplicada a essa bactéria, havendo, assim, necessidade de dados

experimentais para validacao destes modelos.

Tabela 2.1 - Estatistica basica dos modelos metabdlicos em escala genémica de S.

typhimurium LT2

Modelo Genes Reacdes Metabdlitos Compartimentos* Referéncia
RAGHUNA

iRR1083 1083 1087 744 Cs, ex THAN et

al., 2009

_ ABUOUN
iIMAQ45 945 1964 1036 cs, €X, pp et al., 2009
THIELE et

STM_v1.0 1270 2201 1119 Cs, ex, pp al., 2011
HARTMAN

MetaSal 824 1097 1088 Cs, €X, pp etal., 2014

*cs: citosol; ex: espago extracelular; pp: periplasma.

Os dados obtidos no presente trabalho devem ajudar na compreensdo do
metabolismo do glicerol por S. typhimurium e ajudar a aprimorar a precisdo das previsdes do

modelo STM_v1.0 e sua posterior utilizag&o.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Os experimentos realizados neste trabalho estdo descritos nas tabelas 3.1, 3.2 e
3.3, experimentos em shaker (A); em biorreator em modo de operacdo batelada (B) e em
biorreator em modo de operacdo continuo (C). Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens
de S. typhimurium LT2, uma selvagem (SS) e uma recombinante (SR) que serdo descritas no
item 3.1.1. Ainda foram utilizadas trés fontes de carbono distintas (glicose, glicerol ou acetato)
de acordo com os objetivos de cada experimento.

Tabela 3.1 - Experimentos em batelada shaker (A)

Experimentos Linhagem Fonte de Objetivos
carbono
Al S. typhimurium LT2 Glicose . O.btle.ngéo de parémgtros
selvagem (SS) cinéticos para definir as
S. typhimurium LT2 . condicdes de cultivos em
2 selvagem (SS) el biorreator;
A3 S. typhlmurlum LT2 Glicose o (_:omparagao entre as
recombinante (SR) linhagens selvagem e
S. typhimurium LT2 . recombinante para as
s recombinante (SR) ligere, duas fontes de carbono
Tabela 3.2 - Experimentos em batelada Biorreator (B)
Experimentos Linhagem Fonte de Objetivos
carbono
S. typhimurium LT2 _ e Caracterizagéo do
B1 recombinante (SR)  C'/C0%e microrganismo  recombinante
em relagdo ao acimulo de
S. typhimurium LT2 . acetato;
B2 : Glicerol ’ _
recombinante (SR) e Comparagdo com cultivos
. realizados por Sargo (2015) nas
B3 S. typhimurium LT2 Acetato mesmas condicbes com o0

recombinante (SR) microrganismo selvagem
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Tabela 3.3 — Experimentos continuos em Biorreator (C)

Taxa de Fonte de
Experimentos diluigéo Linhagem Objetivos
(D) carbono
1 e Estudo do acimulo de
C1 0.1h acetato pela cepa selvagem
em glicerol para vérias taxas
co 017 ht de diluicao;
. e Comparagdo com cultivos
> ?eri?/gggrgu(gsgn Glicerol realizados por Sargo (2015)
em glicose;
e Comparagdo dos fluxos de
C3 022 h* carbono experimentais com

fluxos  simulados
Optflux

3.1.1 Microrganismos

O microrganismo utilizado nos experimentos Al, A2, C1, C2 e C3 foi a
linhagem selvagem de S. typhimurium LT2 (SS) adquirida no banco de culturas “Salmonella
Genetic Stock Centre - SGSC” da Universidade de Calgary (Canada).

O microrganismo utilizado nos experimentos A3, A4, B1l, B2 e B3 foi a
linhagem recombinante de S. typhimurium LT2 (SR) transformada com o plasmideo pUC19
contendo o gene acs de Escherichia coli que codifica a enzima acetil-CoA sintetase (ACS),

realizada por Miranda (2015), cuja clonagem esta descrita no ANEXO 1.

3.2 MEIOS DE CULTIVO

O meio utilizado para plaguear o estoque congelado das cepas SR e SS foi 0
meio LB-agar (“Luria-Bertani”), contendo a composic¢ao apresentada na tabela 3.4. Em todos
experimentos realizados com a SR foi adicionada ampicilina 50 mg.L* como marcador de

selecdo para o microrganismo recombinante.
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Tabela 3.4 - Composi¢do do meio complexo LB-agar

Componentes Concentracéo por litro
Extrato de levedura 10 g
Triptona 50
NaCl 59
Agar 159

Para preparar o meio complexo LB-&gar os reagentes foram solubilizados em

agua destilada e autoclavados, por 20 minutos a 121°C, para sua esterilizacao.

O meio utilizado para preparacao dos pré-indculos dos cultivos da cepa SS e SR

foi 0 meio LB (“Luria-Bertani”), contendo a composi¢do apresentada na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Composicdo do meio complexo LB

Componentes Concentracéo por litro
Extrato de levedura 109
Triptona 50
NaCl 59

Para preparar 0 meio complexo LB os reagentes foram solubilizados em agua
destilada e autoclavados, por 20 minutos a 121°C, para sua esterilizagao.

Todos os cultivos em shaker e biorreator foram realizados com meio minimo
M9-modificado, contendo uma Unica fonte de carbono (ROCHA e FERREIRA, 2002), com a

composicao descrita na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Composi¢do do meio minimo M9-modificado

Componentes Concentracéo por litro Solucéo
Fonte de carbono 109 1
Na2HPO4.2H20 7,539 2
KH2PO4 39 2
NH4CI 1g 2
NaCl 05¢9 2
MgS04.6H20 0,12¢g 3
Tiamina 0,349 3
CaCl>.2H0 0,015¢ 3
Solucdo de tragos de vitaminas 2mL 3
Solucao de tracos de minerais 2mL 3
PPG (30% v/V) 1mL 4
Ampicilina 50mg 5

Fonte: Adaptado de Rocha e Ferreira (2002)

As fontes de carbono utilizadas nos experimentos foram: glicerol (C3HgO3),
glicose (CsH1206) e acido acético (CH3sCOOH). A utilizagdo de cada fonte de carbono variou
de acordo com o objetivo do experimento.

As composicdes das solugdes de tracos de vitaminas e minerais que compdem o

meio minimo M9-modificado sdo mostradas nas Tabelas 3.7 e 3.8.

Tabela 3.7 - Composic¢éo da solugéo de tracos de vitaminas

Componentes Concentracéo por litro
Riboflavina 0,429
Acido pantoténico 540
Acido nicotinico 6,19
Piridoxina 1449
Biotina 0,06 g

Acido folico 0,042 g
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Tabela 3.8 - Composicdo da solucgdo de tracos de minerais

Componentes Concentracéo por litro

FeCls 279
ZnCl; 29
CoCl2 29

NaMoOg4 29
CaCl, 29
CuCl2 lg
H3BOs3 059

HCI 100 mL

Para preparar 0 meio minimo M9-modificado, a fonte de carbono foi
solubilizada em &gua destilada (solugdo 1) e esterilizada separadamente das solugbes 2
(composta por sais) e 4 (antiespumante - PPG 30 % v/v). Essas trés solugdes foram
autoclavadas, por 20 minutos a 121°C. As solucgdes 3 e 5 foram esterilizadas por filtracdo em
membrana estéril de PVDF com 22 um de porosidade (GVS), evitando a degradacdo dos
componentes. A solucdo 4 so foi utilizada nos cultivos em biorreator e a solugdo 5 (ampicilina)

foi utilizada como marcador de sele¢do em todos os cultivos com a cepa SR.

3.3 PREPARO DA CULTURA ESTOQUE

A cepa selvagem foi reativada a partir de um criotubo em tubos falcon de 50 mL
contendo 10 mL de meio LB, incubados a 37°C sob agitacdo de 200 rpm por 12 horas. Apos
reativada, a suspensdo de celulas foi transferida com uma alca de platina para placas de Petri
contendo meio LB-agar e incubadas em estufa a 37°C. Ap0s o crescimento das colénias por um
periodo de 24 horas, foi selecionada uma coldnia Unica e ressuspendida em um tubo falcon de
50 mL contendo 10 mL de meio LB, novamente a 37°C e 200 rpm. Ao atingir a densidade Otica,
no comprimento de onda de 600 nm (DOeoonm), de 1,0 (crescimento exponencial), o cultivo foi
interrompido, centrifugando todo o caldo. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 5 mL de meio LB e glicerol (para obter uma suspensdo com 10% v/v de
glicerol). A suspenséo foi distribuida em dez criotubos, armazenados em ultrafreezer a uma

temperatura de -80°C para utilizagdo nos experimentos, e trés criotubos foram armazenados em
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nitrogénio liquido. O mesmo procedimento descrito foi utilizado para o estoque das células
recombinantes de S. typhimurium LT2.

3.4 CULTIVOS EM FRASCOS AGITADOS

3.4.1 Inbculo

A partir do criotubo estocado a -80 °C, foram estriadas placas de Petri com meio
LB-agar. Apos 24 horas incubadas a 37°C, foi selecionada uma coldnia isolada da cepa SS e
transferida para um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL de meio LB. Assim foi feita a
etapa de indculo, padronizada para todos os cultivos realizados. O Erlenmeyer foi incubado em
agitador orbital (shaker) a 37 °C e 200 rpm por cerca de 12 horas, até se atingir uma DOgoonm
de aproximadamente 2.

O procedimento para a cepa SR foi realizado de maneira andloga ao descrito para
a cepa selvagem, acrescido de uma etapa de estriamento em placas de Petri com meio minimo

M9-modificado-agar incubado a 37°C por 48 horas, logo apds a etapa em meio LB-agar.

3.4.2 Cultivos

A suspensdo do indculo foi transferida para Erlenmeyers de 500 mL contendo
cerca de 50 mL de meio M9-modificado, de forma que a DOgoonm do cultivo estivesse entre 0,1
e 0,2. As culturas foram incubadas a 37 °C e 200 rpm até a estabilizacdo da DOgoonm €M trés
amostragens consecutivas a cada uma hora. Este procedimento foi realizado para os cultivos
Al, A2, A3 e A4. As amostras retiradas foram analisadas quanto a concentracdo de acidos
organicos (acetato, formato, succinato e lactato) e fonte de carbono. As metodologias analiticas

empregadas estdo descritas no item 3.6.

3.5 CULTIVOS EM BIORREATOR

3.5.1 Pré-inéculo

A partir do criotubo estocado a -80 °C, foram estriadas placas de Petri com meio

LB-agar. Apos 24 horas incubadas a 37°C, foi selecionada uma col6nia isolada da cepa SS e
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transferida para um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL de meio LB. Assim foi feita a
etapa de pré-indculo, padronizada para todos os cultivos realizados. O Erlenmeyer foi incubado
em agitador orbital (shaker) a 37 °C e 200 rpm por cerca de 12 horas, até se atingir uma DOgoonm
de aproximadamente 2,5.

O procedimento para a cepa SR foi realizado de maneira analoga ao descrito para
a cepa selvagem, acrescido de uma etapa de estriamento em placas de Petri com meio minimo

M9-modificado-agar incubado a 37°C por 48 horas, logo apos a etapa em meio LB-agar.

3.5.2 Inbculo

A suspensdo do pré-inoculo foi transferida para Erlenmeyers de 1L contendo
cerca de 80 e 100 mL de meio M9-modificado (dependendo do cultivo, calculado para
completar o volume do reator). Apos cerca de 6 horas de incubagdo em camara incubadora a 37
°C e 200 rpm, as células em crescimento exponencial foram transferidas para o biorreator de
modo que a DOsoonm inicial do cultivo estivesse em torno de 0,1 a 0,2. Este procedimento foi

realizado para os cultivos com ambas cepas, selvagem e recombinante.

3.5.3 Cultivos em modo de operacéo batelada

Os cultivos em batelada foram realizados seguindo os passos descritos no item
3.5 utilizando a cepa SR descrita no item 3.1.1 em meio minimo M9 modificado para as trés

fontes de carbono ja mencionadas (glicose, glicerol e acido acético).

3.5.3.1 Cultivos em batelada com glicose e glicerol como fonte de carbono

Os cultivos em batelada foram feitos em condicGes aerobias utilizando glicose
ou glicerol (~10 g.LY) como fonte de carbono, em biorreator tipo tanque agitado e aerado,
encamisado, com capacidade total de 2,0 L de volume (Applikon), com 1 L de volume de
operacao, dos quais 900 mL de meio M9-modificado e 100 mL de in6culo.

A temperatura do cultivo foi mantida a 37°C e o pH foi mantido em 7,0, pela
adicdo automatica de NH4sOH (5%, v/v) e H3PO4 (15%, v/v). A concentragdo de oxigénio

dissolvido (COD) permaneceu acima de 30% da saturacdo pelo controle da velocidade de
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agitacdo (entre 200 e 900 rpm) e vazdo de ar (entre 0,5 e 4L.min%) controlado por fluxémetro
(GFC ALBORG). A composicao do gas de saida foi monitorada pelo analisador de gases (Sick
/ MAIHAK S710) para aquisicdo automatica da fracdo molar de COz, e pelo sensor de oxigénio
amperométrico / polarografico (InPro 6830-12-220 / Mettler Toledo), ambos com aquisi¢édo
analégica via cFP. O controle e aquisicdo de dados foi feito pelo software SuperSys HDCD®
desenvolvido em LabVIEW® (National Instruments) e MATLAB® (MathWorks) pela equipe
de pesquisadores do Laboratério de Desenvolvimento e Automacdo de Bioprocessos
(LADABI0) do Departamento de Engenharia Quimica-UFSCar (HORTA etal, 2011; HORTA
etal., 2014).

3.5.3.2 Cultivo em batelada com acido acético como fonte de carbono

No cultivo em batelada realizado utilizando &cido acético como fonte de carbono
foi necessario um cultivo preliminar em glicose para alcancar a concentracdo celular de

aproximadamente 2 g.L™2.

Para tanto este cultivo preliminar foi realizado nas mesmas condigdes descritas
no item 3.4.3.1. Ap0s alcancar a concentracgdo celular desejada, o caldo de cultivo foi drenado
do reator assepticamente e centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 1 L de meio M9-modificado fresco contendo acido acético (~10 g.L ) como
fonte de carbono. O novo caldo foi transferido para o reator e foi realizado o cultivo em batelada
com &cido acético em condi¢des aerdbias, nas mesmas condic¢des descritas no item 3.5.3.1.

3.5.4 Cultivos em modo de operacdo continuo

Os cultivos continuos foram feitos com a cepa selvagem de S. typhimurium LT2
em condicBes aerdbias utilizando glicerol (~10 g.L ) como fonte de carbono, em biorreator tipo
tanque agitado, encamisado com capacidade total de 2,0 L de volume (Applikon), com 800 mL
de volume de operacgéo.

Inicialmente foi realizado um cultivo em batelada, apos os passos descritos nos
itens 3.5.1 e 3.5.2, até alcancar uma concentracdo de células de aproximadamente 1 g.L %, e
entdo deu-se inicio a alimentacéo.

A temperatura do cultivo foi mantida a 37°C e o pH foi mantido em 7,0, pela

adicdo automatica de NH4OH (5%, v/v) e H3PO4 (15%, v/v). A concentracdo de oxigénio
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dissolvido (COD) permaneceu acima de 30% da saturacdo, através do controle da velocidade
de agitacdo foi de 800 rpm e da vazdo de ar (0,5 L.min) e O (0,07 L.min?) através de um
fluxdmetro (GFC ALBORG) e de um rotametro, respectivamente. A composicdo do gas de
saida foi monitorada pelo analisador de gases (Sick / MAIHAK S710) para aquisicdo
automatica da fragdo molar de CO., e pelo sensor de oxigénio amperomeétrico / polarografico
(InPro 6830-12-220 / Mettler Toledo), ambos com aquisi¢do analdgica via cFP. O controle e
aquisicdo de dados foi todo feito pelo software SuperSys HDCD® desenvolvido em
LabVIEW® (National Instruments) e MATLAB® (MathWorks) pela equipe de pesquisadores
do Laboratério de Desenvolvimento e Automacdo de Bioprocessos (LADABIo) do
Departamento de Engenharia Quimica ~-UFSCar (HORTA et al, 2011; HORTA et al., 2014).

A alimentacdo foi realizada pelo bombeamento (bomba ISMATEC ISM931C)
do meio M9-modificado com glicerol (~10 g.L™) como tnica fonte de carbono e a saida pela
retirada (bomba ISMATEC 1SM444) do excesso de caldo de cultivo mantendo o volume do
reator constante. Ambas, entrada e saida, foram aferidas ao longo do cultivo, medindo a massa
de entrada e de saida de forma a garantir a vazdo constante, necessaria para a taxa de diluicdo
desejada.

Considerou-se que o estado estacionario foi atingido apds as medidas da DOgoonm
e das concentragdes de oxigénio dissolvido e gas carbdnico permanecerem constantes por trés

tempos de residéncia.

3.5. METODOS ANALITICOS

Ao longo dos cultivos foram retiradas amostras para analises de crescimento

celular, quantificacdo do consumo de substrato e producdo de metabolitos extracelulares.

3.5.1 Determinacgdo da concentracéo celular

A determinacdo do crescimento celular foi feita pela medida da densidade otica
do caldo de cultivo em espectrofotémetro no comprimento de onda de 600 nm (DOsoonm), bem

como por medidas de massa seca.

As medidas de massa seca foram feitas através da filtracdo a vacuo de um volume

conhecido de caldo de cultivo em membrana de nitrocelulose com poro de 0,22 um (UNIFIL),
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previamente pesadas. A membrana com a biomassa foi submetida a secagem por 24 horas em
estufa a 90 °C e pesada posteriormente. A diferenca entre as massas da membrana antes e apos
0 procedimento de filtracdo e secagem foi utilizada para o calculo da massa seca (JDCW). A
concentragdo celular (CX em gocw.L™?) foi estimada a partir da correlagéo linear gerada pelas
medidas de DO600nm e massa seca obtidas em todos os experimentos realizados neste trabalho
(equacdo 3.1).

Cx = (0,45 + 0,01) . DO,y (3.1)

3.5.2 Determinacdo da concentracdo de substrato e acidos organicos

Os sobrenadantes recolhidos ao longo dos cultivos de S. typhimurium foram
analisados por HPLC (Waters Corp. system) a fim de avaliar o consumo da fonte de carbono e
secrecao de &cidos organicos. Para isto, utilizou-se uma coluna de troca i6nica (coluna Aminex
HPX-87H - Bio-Rad), a 60 °C, com H2SO4 (5 mM) como fase mével e vazdo de 0,6 mL.min™.

A producao de acidos organicos (acético, formico, succinico e latico presentes
no kit de padrdes de acidos organicos da Sigma-Aldrich kit - Cat. 47264 Supelco) foi avaliada
pelo detector de UV (Waters 486) a 210 nm de comprimento de onda. Todas as fontes de
carbono, utilizadas nos cultivos foram analisadas pelo detector de indice de refracdo diferencial
(Waters 410).

A concentracdo de glicose e glicerol também foi determinada por métodos
enzimaticos (GLICOSE-PP - ANALISA e TRIGLICERIDES-PP - ANALISA).

3.6 PROCEDIMENTO DE CALCULOS

No trabalho desenvolvido foram realizados cultivos em biorreator para
diferentes modos de operacdo. Estes cultivos podem ser considerados isotérmicos e
homogéneos, com pH constante, cujo Unico substrato limitante ao crescimento celular foi a

fonte de carbono utilizada.

Os fluxos de consumo de substrato, e de produgéo de biomassa, Oz, CO> e &cidos
organicos, foram calculados a partir dos dados obtidos da concentragdo celular (Cx), fragéo
molar de O, e CO», concentracdo da fonte de carbono e de acidos organicos. O calculo dos

fluxos (equacdo 3.2) foi baseado nas velocidades de consumo de substrato ou formacdo de
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produto, obtidas pelo balanco material para cada componente, variando segundo o modo de
operacéo do biorreator (STEPHANOPOULOQOS, ARISTIDOU e NIELSEN, 1998).

Ji=n (3.2)

=
onde:

Ji € 0 fluxo de consumo ou producdo do componente i (substrato, produto, CO2 e Oy), em
mmol.gocw.h%; 1i é a velocidade de consumo ou produgdo do componente i, em mmol.L™L.h-

1. e Cx é a concentragéo celular, em gocw™.L™.

Outra maneira de calcular os fluxos é a partir de umax € coeficientes de conversao
Yxss, Yeix (SAUER, 1999).

Para experimentos em batelada na fase exponencial de crescimento p apresenta
valor constante e igual a pumax, sSendo véalidas as equagdes 3.3; 3.4 e 3.5 para o célculo do fluxos

de biomassa, substrato e produto.

Jx = Hmax (3-3)

Jx € o fluxo de produgao de células, em mmol.gocw™.h™; umax € a velocidade especifica maxima

de crescimento em ht.

Js = Jx (3.4)

Yx/s

Js € 0 fluxo de consumo de substrato, em mmol.gocw™.h™; Yxis é o coeficiente de conversio de

substrato em células.

Jp = Yp/x-Jx (3.5

Jr é 0 fluxo de producdo de produto em mmol.gocw ™ .h™; Yeix é a razdo do coeficiente de

conversdo de substrato em produto pela conversao de substrato em células.

3.6.1 Balanco material
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O balanco de material geral para um componente i é dado pela equagéo 3.6:

F _F d(m;)
—.miS —;.miE iri.V—T

v (3.6)

onde:

F é a vazéo volumétrica da alimentagdo, em L.h™; V é o volume do reator, em L; m;  é a massa
do componente i na corrente de saida, em gocw; m;, € a massa do componente i na entrada; 7;

é a velocidade de consumo ou produ¢do do componente i.

A partir do balanco de material geral (equacédo 3.6) é possivel obter as expressdes
para cada componente em cada modo de opera¢do (STEPHANOPOULOS, ARISTIDOU e
NIELSEN, 1998), como mostrado na tabela 3.6. A partir dessas expressoes é possivel o célculo

dos fluxos (equacédo 3.2).

Tabela 3.9 - Balanco material para diferentes modos de operacdo do biorreator

Modo de operacao

Balanco Material Batelada Continuo
Células (X) ry = d(;r;x).% re =D.Cy
Substrato (S) o d(mg) 1 rs = D.(Cs, — Cs,)

ST dt Vv
Produto (P) _d(mp) 1 mp = D.Cp,
T4 v

3.6.2 Balanco de carbono

O balango de carbono foi realizado para verificar a consisténcia dos dados

obtidos de concentracdo celular, consumo de substrato, producéo de &cidos organicos e CO..

Nos cultivos em batelada essa recuperagéo de carbono foi feita para diferentes
tempos do cultivo, onde a somatoria do nimero de C-mols de carbono no tempo inicial (t=0) é
equivalente a Crec=100%. Para 0s outros tempos a recuperacdo de carbono (Crec) € dada pela

razdo entre a soma de C-mols de carbono no tempo i e no tempo 0 (equactes 3.7 e 3.8).
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Cie? = 100.( (25) + (25 + (22 + ngo, ) = 100% (3.7)

MMg MM x MMp

Crte=ci — 100'( (MT’IL‘;IQS)+(1‘IIHI")1(X)+(1\/TIHI‘;P)+11COZ) (3.8)

t=0
Crec

onde:

nco2 € a composicdo molar de CO2, em mols no tempo i; m; é a massa do componente j no
tempo i, em g; e MMj é a massa molar da formula elementar do componente j no tempo i, em
g.mol? (para a composicdo elementar da biomassa foi utilizada a férmula para E. coli -
CH31,7700,49No 24 - BNID 101800, MILO et al., 2010).

Para os cultivos continuos a recuperacgdo de carbono foi calculada para os dados
obtidos no estado estacionario, onde a vazao total molar (C-mols.h™) na entrada é igual a vazdo

total da saida (equacéo 3.9).

F.Cg FCx F.Cp) . )
_ 100'( (MMS)+(MMX)+<MMP hcog

Crec =

rec F
F.ck
MMg

(3.9)

onde:

F é a vazdo volumétrica de alimentacdo, em L.h'%; fico2 € a vazdo molar de CO2, em mols.h?;
Ci ¢ a massa do componente i, em g.Lt; Cs™ é a concentracio de substrato no meio de
alimentacdo, em g.L'*; e MM é a massa molar da formula elementar do componente i, em

g.mol™.

3.6.3 Determinacdo da velocidade especifica de crescimento celular (p)

A velocidade especifica de crescimento celular é definida pela equagéo 3.10.

d(cx.v)

M'CX'V:F'CXS_F'CXO-I_ dt

(3.10)

Como néo houve alimentagdo de biomassa nos cultivos realizados, resulta na

equacéo 3.11.
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d(cx.v)
dt

u.Cy.V =F.Cxg + (3.11)

Utilizando a regra do produto para resolver a derivacéao, o calculo de u para os

cultivos € dado pela equacdo 3.12.

Cx 1 dCx ., 1 d(V)
u= F.—S +— —2+-.—
V.Cx Cx dt vV o dt

(3.12)

Nos cultivos continuos a concentracdo celular no biorreator é constante quando
se atinge o estado estacionario, e é igual a concentracdo de células no efluente do reator.
Portanto, a velocidade de crescimento celular pode ser calculada pela equagéo 3.13.

F 1
p=f=p=1 (313)

onde:
D é a taxa de diluicdo (h™); e  é o tempo de residéncia (h)

Para os cultivos em batelada, considerando o volume constante, a equacgéo 3.12

ficaria
_ 1 dcx
- CX. dt (314)

3.6.4 Determinacdo da velocidade especifica maxima de crescimento celular (pmax)

Nos experimentos em batelada é possivel calcular, na fase exponencial do
crescimento celular, a velocidade especifica de crescimento, pois ela € maxima e constante. A

equacdo 3.14 resulta na equacéo 3.15.

1 dcC
U= Umax = ad_tx (3.15)
Integrando a equacéo 3.15 e possivel obter a velocidade especifica maxima de
crescimento atraves da equagéo 3.16.

U t = INX (3.16)
Cx,

onde:

Cxi € a concentracdo no inicio da fase exponencial; e t € o tempo de cultivo da fase exponencial
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A equacdo 3.16 € linear permitindo o calculo de umax graficamente com auxilio
de um software obtendo coeficiente da reta do grafico t versus In(Cx/Cxi), ou entdo, através de

métodos numeéricos, como o método dos minimos quadrados.

3.6.5 Determinagdo dos fatores de conversdo de substrato em células (Yxs) e de
conversao de substrato em produto (Ypss)

Para obter os fatores de conversao de substrato em células (Yxss) e de conversao
de substrato em produto (Yess) foram utilizados dados da fase exponencial dos cultivos em
batelada, conforme as equacgdes 3.17 e 3.18.

_ (CX_CXO)
Ye/s = coco) (3.17)
Ypg = —2 — (3.18)
P/ = (Csy—Cs) '

A partir dos dados de consumo da fonte de carbono e da producéo de biomassa
e acido acético foi possivel calcular o Yxss € 0 Ypss graficamente com auxilio de um software
obtendo coeficiente da reta do gréafico (Cx-Cxo) versus (Cso-Cs) e Cp versus (Cso-Cs),
respectivamente, ou entdo, através de métodos numéricos, como o método dos minimos

quadrados.

3.7. SIMULACOES NO OPTFLUX

Os fluxos metabdlicos para a cepa SS foram simulados utilizando o software
livre Optflux 3.3.0, desenvolvido pelo grupo de pesquisa coordenado pelos professores Isabel
Rocha e Eugenio Ferreira da Universidade do Minho/Portugal, juntamente com a empresa
SilicoLife (ROCHA et al, 2010).

O modelo STM_v1.0 utiliza uma equagdo de biomassa derivada de dados
experimentais da composicéo das células de S. typhimurium para os componentes de membrana,
componentes da parede celular e compartimentos solUveis extraidos do modelo iRR1083
(RAGUNATHAN et al, 2009), juntamente com a composic¢ao e contribui¢do de ions iguais aos
da E. coli K-12 MG1655 no modelo iAF1260 (FEIST et al, 2007). O modelo
STM_v1.0_nova_biomassa possui modificagdes na equacao de biomassa do modelo STM_v1.0
adicionando a composicao e contribuicdo de proteinas, nucleotideos e glicogénio determinados

para células de S. typhimurium por Santos e Rocha (2015).
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Na Tabela 3.10 sdo apresentadas as condigdes utilizadas nas simulacGes
realizadas no presente trabalho.

Tabela 3.10 - Resumo das condic¢des das simula¢bes no Optflux

Modelo metabdlico STM_v1.0 (THIELE et al, 2011)
) Fluxos calculados de O e substrato a partir
Dados fornecidos ) )
dos dados experimentais
Dados obtidos Fluxo de biomassa, CO- e produto

Variaveis manipuladas ATP de manutencéo

As estratégias e objetivos das simulacdes em comparacdo com os dados dos
cultivos estéo descritas na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Estratégias e objetivos das simulagfes no Optflux

Cultivos Estratégia Objetivo
Manipulando o valor de
ATP de manutencdo, Comparar os dados simulados
aproximar o fluxo de com os dados experimentais,

Continuos (cepa SS) ) . _
biomassa, CO- e acetato para verificar a capacidade de

dos valores obtidos previsdo do modelo

experimentalmente

O valor de ATP de manutengdo em mmolate.gowc™>.h™ é um pardmetro que foi
manipulado para aproximagdo do modelo aos dados experimentais, no entanto esse valor néo
exprime o valor do coeficiente de manutencéo (ms) em mmolsubstrato.gowe™.h ™.

Empregou-se nas simulacdes o método pFBA (parsimonious Flux Balance
Analysis), descrito por Lewis e colaboradores (2010), para maximizagcdo da formacdo de

biomassa (funcdo objetivo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CULTIVOS EM FRASCOS AGITADOS

Estes experimentos foram realizados para obtencdo de resultados preliminares
sobre a cinética de crescimento da cepa SR, e compara¢do com a cepa SS. Para isso foram
realizados cultivos em Erlenmeyers de 500 mL, seguindo os procedimentos descritos nos itens
3.4.1 e 3.4.2 e utilizando glicerol e glicose como fontes de carbono. Os cultivos foram
conduzidos até a concentracdo celular se manter constante de acordo com a leitura da densidade
6tica (DOsoonm), indicando o final da fase exponencial e inicio da fase estacionéria.

A Figura 4.1 mostra os resultados obtidos nos quatro cultivos em frascos

agitados, realizados com as cepas SS e SR, nas duas fontes de carbono (glicose e glicerol).

Figura 4.1 - Consumo de substrato, producdo de biomassa e acetato nos cultivos realizados
em frascos agitados. a) Cepa SS em glicose b) Cepa SS em glicerol ¢) Cepa SR em glicose d)
Cepa SR em glicerol
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Observando os perfis de crescimento mostrados na Figura 4.1 € possivel
perceber que, apesar do crescimento celular se estabilizar, entrando em fase estacionaria, em

nenhum dos cultivos houve o consumo total do substrato. Em contrapartida, em todas as
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condi¢bes estudadas houve acumulo de acetato, que possui carater inibitério ao crescimento,
sendo a provavel causa da desaceleracdo do crescimento. Observou-se ainda que, nos cultivos
com glicerol como fonte de carbono a producéo de acetato foi mais baixa e, para 0 caso da cepa
recombinante, a producao de acetato foi cerca de 50% menor do que em meio formulado com
glicose.

Na tabela 4.1 séo apresentados alguns pardmetros cinéticos dos experimentos

realizados, com os desvios padrdes calculados para os parametros.

Tabela 4.1 - Resultados obtidos nos cultivos em frascos agitados com as cepas SS e
SR cultivadas em meio definido com glicose ou glicerol

Cepa SS SR
Fonte de carbono Glicose Glicerol Glicose Glicerol
Tempo total de cultivo (h) 10 11 10 12
Consumo total de substrato (g.L™) 6,7 8,7 6,2 8,3
Produtividade celular maxima
(@oow.LLhY) 0,17 0,14 0,17 0,17
Cxmax (gocw.L™) 1,70 1,61 1,67 2,09
Cacetatomax (Qacetato. L ™) 2,72 2,45 5,21 2,29
tmax (ht) * 0,88+0,06 0,61+0,04 0,74%0,03 0,65+0,03
Yxis (gocw.Gsubstrato ™) * 0,46+0,02 0,25+0,04 0,45%0,02 0,29+0,03
Yess (Qacetato. Gsubstrato =) * 0,46+0,03 0,22+0,05 0,40+0,03 0,19+0,01

* dados calculados na fase exponencial de crescimento

Para ambas as cepas o consumo de substrato foi semelhante, e suas velocidades
especificas méximas de crescimento (umax) foram superiores em glicose como fonte de carbono,
cerca de 40% na cepa selvagem e 15% na cepa recombinante.

Analisando o coeficiente de rendimento em produto (Yrss) observa-se que houve
um menor direcionamento de substrato para a formacdo de acetato para ambas as cepas em

glicerol. Este resultado confirma o que foi observado por Sargo (2015) em cultivos com a cepa
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selvagem em meio minimo formulado com glicerol, onde o acimulo de acetato foi duas vezes
menor quando comparado em meio formulado com glicose.

As produtividades celulares foram parecidas para ambas as cepas nas duas fontes
de carbono.

Estes estudos prévios forneceram dados cinéticos da cepa recombinante que
serviram como base para o planejamento de sua caracterizacdo em biorreator, em condic¢oes

controladas de pH e aeracéo.

4.2 CULTIVOS EM BIORREATOR EM MODO BATELADA PARA DIFERENTES
FONTES DE CARBONO

Sargo (2015) realizou cultivos em biorreator para avaliar a influéncia de
diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol, xilose e acido acético) no crescimento de células
de S. typhimurium LT2. Entdo, para avaliar a cepa SR, foi escolhido realizar cultivos em
biorreator nas mesmas condi¢des para trés fontes de carbono distintas (glicose, glicerol e acido
acético) possibilitando a comparacéo das linhagens quanto a producao e assimilacdo de acetato.

Na figura 4.2 sdo mostrados os perfis de consumo de substrato e producéo de
biomassa e acetato obtidos nos cultivos em biorreator realizados. Glicerol e acetato foram
totalmente consumidos pelas células (Figuras 4.2b e ¢) em 6 e 10 h de cultivo, respectivamente.
O cultivo em glicose teve duracdo de cerca de 5 horas, quando se observou a estabiliza¢éo do
crescimento (Figura 4.2a). A concentracdo de biomassa final atingida nos cultivos com glicerol
e glicose foi similar. Ja a formacéo de acetato foi 50 % menor no cultivo tendo glicerol como
substrato em comparag¢do com a observada com a glicose.

A partir dos perfis de crescimento é possivel observar que a cepa SR cresceu de
maneira similar ao relatado nos cultivos de Sargo (2015) com a cepa SS (Tabela 4.2), nas trés
fontes de carbono utilizadas, alcancando concentracdes celulares de aproximadamente 3
gvac.L'l.

Foi observada uma fase lag de cerca de 6 horas no cultivo em acetato como fonte
de carbono, mesmo comportamento observado nos cultivos com a cepa SS que apresentou uma
fase lag de cerca de 13 horas (SARGO, 2015). Este comportamento pode relacionado a
repressao catabdlica causada pela glicose, uma vez que o indculo para o cultivo em acetato foi
obtido em glicose como fonte de carbono, devido ao lento crescimento do microrganismo em

acetato. Em presenca de glicose como fonte de carbono as vias de assimilacdo de outras fontes
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de carbono tém a expressdo de alguns genes e operons reprimidas, causando a chamada
repressdo catabolica (BORIRAK, BEKKER, HELLINGWERF, 2014), resultando em um
periodo de adaptacdo do microrganismo, caracterizado também pelo consumo de substrato sem

crescimento, observado na Figura 4.2 no cultivo em acetato.

Figura 4.2 - Consumo de substrato, producgéo de biomassa, acetato e recuperacao de carbono
nos cultivos em batelada com a cepa SR em diferentes fontes de carbono: a) Glicose b)

Glicerol ¢) Acetato.
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A recuperagéo de carbono foi de 80 a 102% para os trés cultivos, para a fase
exponencial de crescimento celular. Nas analises do sobrenadante por cromatografia liquida,
foram identificados os metabolitos formato e lactato. No entanto, a concentracdo desses acidos
organicos atingiu, no maximo, 0,2 g/l, ndo contribuindo significativamente para a recuperagéo
de carbono. A diminuicdo na recuperacgdo de carbono no final da fase exponencial pode estar
relacionada a liberagdo de polissacarideos sollveis no meio, comportamento ja observado em
cultivos de E. coli recombinante (SILVA, 2015).

A Tabela 4.2 mostra os principais resultados dos cultivos em batelada com a
cepa SR em comparagdo com os cultivos de Sargo (2015) com a cepa SS em termos de
parametros de desempenho como rendimento em produto, em biomassa, consumo de substrato

e produtividade de células.



Tabela 4.2 - Comparacéo dos resultados obtidos nos cultivos em batelada com a cepa SR com os dados obtidos por Sargo (2015) com a cepa SS
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Fonte de carbono Glicose Glicerol Acido acético
Cepa SS* SR SS* SR SS* SR
Tempo total de cultivo (h) 6 5,21 7,95 6,15 19,25 11,71
Consumo total de substrato (g.L™) 5,2+0,3 8,5+0,2 9,6£0,1 10,6+0,1 5,5£0,7 12,1+0,5
Cxmax (gocw.L™) 2,35+0,03 3,36+0,03 2,79+0,03 3,02+0,03 3,30+0,03 5,12+0,03
Produtividade celular maxima

(goew. L) 0,39+0,03 0,64+0,03 0,48+0,03 0,49+0,03 0,08+0,03 0,25+0,03

Cacetatomax (Qacetato. L ™) 2,240,1 1,01+0,03 0,92+0,07 0,46+0,05 - -
Hmax (0 0,65+0,06 0,79+0,01 0,69+0,01 0,74+0,02 0,13+0,01 0,18+0,01
Y xss (gocw. Gsubstrato™) 0,41+0,01 0,43+0,02 0,57+0,06 0,39+0,03 0,31+0,09 0,32+0,01

Ypss (Gacetato-Jsubstrato ™) 0,54+0,05 0,16+0,01 0,02+0,01 0,004+0,001 - -

*Fonte: Sargo (2015)
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Os cultivos em glicose e glicerol com a cepa SR apresentaram uma producao de
acetato cerca de 50% menor quando comparados com os dados obtidos por Sargo (2015) com
a cepa SS. Este resultado também contrasta com o obtido nos cultivos em shaker, onde a
linhagem recombinante, em meio formulado com glicose, produziu mais acetato que a cepa
selvagem. Analisando as condigdes de cultivo, é provavel que o resultado em shaker tenha sido
influenciado pelas limitacdes de agitacdo e aeracdo, bem como pela auséncia de controle do
pH, fatores estressantes para as células que podem resultar num maior acimulo de metabdlitos,
que ndo séo observados em biorreator, onde todas essas condi¢fes foram controladas.

Ainda comparando os resultados apresentados na Tabela 4.2, nota-se que a
produtividade celular foi semelhante nos cultivos em glicerol com ambas cepas. No entanto, foi
cerca de 40% maior no cultivo da recombinante em glicose, resultado provavelmente
relacionado ao fato do acumulo de acetato ter sido duas vezes menor para a recombinante,
resultando numa menor inibicdo deste metabdlito sobre o crescimento. Esse aumento de
produtividade ndo foi evidenciado para a cepa recombinante em glicerol, provavelmente por
esta ser uma fonte de carbono que j& propicia um menor acimulo de acetato, de forma que a
super-expressao da enzima ACS nao se torna tdo vantajosa.

Analisando os coeficientes de rendimento Yxis € Ypss, percebe-se que o
direcionamento da fonte de carbono para a formacao de células foi muito semelhante para as
duas cepas, exceto para a cepa selvagem em glicerol, onde o valor de Yxs foi cerca de 45%
maior que para a recombinante. No entanto o direcionamento de carbono para a producao de
acetato foi cerca de 3 vezes menor na cepa recombinante em glicose.

Este resultado promissor com a glicose como fonte de carbono usando a cepa
recombinante de SR confirma ser valido para Salmonella o observado em E. coli por Lin e
colaboradores (2006) onde a super-expressdo da enzima ACS levou a melhor reassimilacdo do
acetato em meio minimo com glicose como fonte de carbono. Estudos recentes indicam que a
enzima ACS tem um papel fundamental no metabolismo overflow: essa enzima tem sua
expressao altamente regulada e, em cultivos com glicose, é reprimida na fase exponencial de
crescimento por repressdo catabolica. Como essa € uma importante via de assimilacdo de
acetato, na fase de crescimento com glicose o acetato produzido é acumulado. Em seguida, na
fase estacionaria, a sintese da ACS ¢ induzida para que a célula passe a consumir o acetato
como fonte de carbono (VALGEPEA et al, 2010).

O menor acumulo de acetato nos cultivos com glicerol também pode estar

relacionado ao fato do glicerol ndo apresentar repressao catabolica para o acetato (como pode
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ser observado nos cultivos continuos em glicerol, na Figura 4.3, onde ha o consumo simultaneo
de glicerol e acetato) entdo a expressao da enzima ACS néo € reprimida na fase de crescimento
exponencial (EPPLER et al, 2002; BETTENBROCK et al, 2006), e dessa forma, pode haver
menor ou nenhum acumulo de acetato no meio, como observado para a linhagem de E. coli W,
que é capaz de crescer em sacarose sem acumular acetato (BERNAL, CASTANO-CEREZO E
CANOVAS, 2016).

Outra hipotese provavel, ja observada para E. coli, esta relacionada ao
rendimento energético do glicerol, que por ser uma fonte pobre de energia, gera uma condicéo
de crescimento estressante para a célula, alterando a transcricdo dos genes relacionados a
reassimilacdo de acetato, redirecionando o metabolismo e propiciando o consumo de outras
fontes de carbono como o acetato (MARTINEZ-GOMEZ et al, 2012).

No cultivo realizado para avaliar a assimilacdo do acetato pela cepa SR, em
comparacgéo aos cultivos de Sargo (2015) com a cepa SS, o consumo total de acetato foi duas
vezes maior e em um tempo de cultivo duas vezes menor na cepa recombinante. 1sso evidencia
uma melhor assimilacéo de acetato pelas células recombinantes.

Os resultados mostram que a cepa SR pode ser uma alternativa vidvel para
contornar o problema do acimulo de acetato, tendo em vista que com apenas uma modificacdo
genética obteve-se uma reducdo expressiva da producdo de acetato sem comprometer a
formacdo de biomassa.

A Tabela 4.3 apresenta os fluxo calculados a partir dos dados experimentais para
0s cultivos com a cepa SR em comparagdo com os fluxos obtidos nos cultivos de Sargo (2015)
com a cepa SS.

Os fluxos de producéo de acetato para a cepa SR foram cerca de 2 vezes menor
que os fluxos para a cepa SS nos meios formulados com glicose e glicerol, confirmando o menor
acumulo ja observado. Nos cultivos com acetato como fonte de carbono o fluxo de consumo

40% maior da cepa SR evidencia essa melhor assimilagéo.
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Tabela 4.3 - Comparacéo dos fluxos obtidos nos cultivos em batelada com a cepa SR com os dados obtidos por Sargo (2015) com a cepa SS

Fonte de carbono Glicose Glicerol Acido acético
Cepa SS* SR SS* SR SS* SR
Fluxo de consumo de substrato
- 9,4+0,5 10,1+0,3 18,50+0,5 20,5+0,4 6,4+0,4 9,4+0,2
(mm0|substrat0-gDWC_ h )
Fluxo de producédo de subproduto
11,9+0,3 4,5+0,4 0,44+0,05 0,18+0,04 - -
(mm0|acetato-gDWC_l-h_l)
Fluxo de producéo de CO2

10,50+0,01 10,00+0,02 14,15+0,03 11,60+0,03 4,52 5,80

(mmolcoz.gowc t.h?)
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4.3 CULTIVOS EM BIORREATOR EM MODO CONTINUO UTILIZANDO GLICEROL
COMO FONTE DE CARBONO

Para todas as condi¢Oes estudadas nos cultivos continuos de S. typhimurium LT2
realizados por Sargo (2015) em meio formulado com glicose, mesmo para baixas velocidades
especificas de crescimento, houve acimulo de acetato. Tendo em vista estes resultados, foi
proposta no presente trabalho a avaliacao do glicerol como fonte de carbono, investigando-se a
influéncia da velocidade especifica de crescimento (taxa de diluicdo) sobre o acimulo de
acetato para essa fonte de carbono alternativa.
conhecimento pode ser empregado no controle da vazdo de alimentacdo em cultivos em
batelada alimentada para a obtengdo de alta densidade celular. Além disso, os dados obtidos
nos cultivos continuos sdo importantes para a validacéo e aprimoramento do modelo metabdlico
para esta fonte de carbono.

A Figura 4.3 apresenta os dados de consumo de substrato, producdo de biomassa
e acetato para os cultivos continuos com a cepa SS em meio formulado com glicerol. As
concentragdes se mantiveram constantes por trés tempos de residéncia confirmando o estado
estacionario. A concentracdo residual de glicerol no estado estacionario foi de 0,3 g.L-
observada apenas para a taxa de diluicdo de 0,22 h*. Ja a concentracéo de biomassa no estado
estacionario foi de aproximadamente 3,5 g.L! para as trés taxas de diluicdo investigadas. E,
como esperado, a concentracdo de acetato passou de 0,4 para 0,6 g.L™* com o aumento da taxa
de diluicio de 0,17 para 0,22 h™’. A taxa de diluicdo de 0,1 h! apresentou um resultado

interessante, uma vez que nesta condi¢do ndo se observou producdo de acetato.
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Figura 4.3 - Consumo de glicerol, producéo de acetato e producéo de biomassa nos cultivos

continuos
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A partir dos dados obtidos nos cultivos continuos, foram calculados os fluxos de
glicerol, acetato, CO; e O, para as taxas de diluicdo de 0,10, 0,17 e 0,22 h*%, mostrados na Figura
4.4. Na mesma figura sdo ainda mostrados os valores correspondentes obtidos por Sargo (2015)
nos quimiostatos realizados com glicose.

A comparacdo entre as Figuras 4.5 (a) e (b) mostra ainda que, para qualquer taxa
de diluicdo investigada, a producéo de acetato com glicerol foi cerca de 60% menor do que com
glicose. Esse resultado é consistente com os maiores fluxos de CO2 observados nos
quimiostatos conduzidos com glicerol. Embora o fluxo de assimilagéo de glicerol parega maior
que o de glicose em todas as taxas de diluicdo, em C-mmol eles seriam praticamente iguais.
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Figura 4.4 - Fluxo de glicerol, acetato, CO> e Oz dos cultivos continuos com a cepa SS em

glicerol (a) e glicose* (b)
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A recuperacdo de carbono foi de 100 a 102% para as trés taxas de diluicdo, o que

comprova a consisténcia dos dados experimentais obtidos, como mostrado na Figura 4.5.

Figura 4.5 — Recuperacdo de carbono nos cultivos continuos
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4.3.1 Fluxos estimados a partir das simulagdes do modelo metabdlico para S.
typhimurium selvagem

Para avaliar o modelo metabolico STM_v1.0, reconstruido para S. typhimurium
LT2 (Thiele et al, 2011), foram realizadas as simulacdes conforme descrito no item 3.7 e 0s
fluxos simulados foram comparados com os fluxos experimentais obtidos nos cultivos
continuos em glicerol, j& apresentados na Figura 4.4 (a).

Nas simulacdes foram utilizados como dados de entrada o fluxo experimental de
glicerol e de Oy, para estimar os fluxos de acetato, biomassa e COg, e verificar o quéo precisa é
a estimativa do modelo STM_v1.0 e uma versdo mais recente atualizada com novos dados de
biomassa de S. typhimurium LT2, identificado como STM_v1.0_nova_biomassa.

As simulacdes utilizando os dados dos fluxos de O e glicerol geraram valores
para 0s demais fluxos bastante distantes dos valores experimentais. Uma das possiveis razdes
para este distanciamento pode estar relacionada ao fato do modelo para Salmonella utilizado
ter sido reconstruido a partir do modelo proposto para o metabolismo de E. coli. Apesar de
compartilharem as mesmas reacBes no metabolismo central, estas bactérias apresentam
fenotipos diferentes em alguns aspectos, provavelmente como reflexo de diferencas cinéticas
e/ou regulatérias de algumas reacdes. Mas por se tratar de um modelo metabélico, 0 modelo
STM_v1.0 ndo contempla questdes cinéticas e regulatérias. Para tentar representar o efeito
destes fendmenos pode-se, por exemplo, realizar altera¢cdes no modelo com relagéo ao valor do
coeficiente de manutencdo da célula. Mesmo que ndo representem biologicamente o0s
fendmenos responsaveis pelo fenodtipo observado, o emprego deste ou de outros artificios pode
ser Util para permitir que 0 modelo passe a descrever e gerar dados de saida mais préximos ao
real. Ainda, de acordo com Raghunathan e colaboradores (2009) diferencas quantitativas entre
os dados simulados e os dados experimentais podem estar ligadas a diferengas nos valores deste
coeficiente. Para 0 modelo STM_v1.0 usa-se o valor do coeficiente de manutencéo das células
de E. coli (8.39 mmolate.gowct.hY), 0 que pode ter um impacto significativo nos resultados
gerados para a simulacdo do metabolismo das células de outra espécie (no caso, S.
typhimurium).

Dessa forma, o valor da manutencéo foi alterado tentando aproximar a estimativa
do modelo aos dados experimentais. Para a taxa de 0,1 h foi fixado o valor de 18
mmolare.gowct.ht e para as demais taxas foi fixado o valor de 32 mmolare.gowc™.h, pois 0
valor usado para as taxas mais altas resultou em actimulo de acetato de 2,7 g.L™ de acetato, 0

que nao foi observado experimentalmente para a taxa de 0,1 h™* que ndo apresentou acimulo.
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Figura 4.6 - Comparagéo dos fluxos de a) biomassa, b) CO> e c¢) acetato utilizando dados
experimentais de S. typhimurium LT2 com as solugdes estimadas pelo modelo STM_v1.0

utilizando dados de fluxo de glicerol e O, experimentais
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A Figura 4.6 apresenta os resultados das simulagdes com os dados experimentais
obtidos nos quimiostato com a cepa SS em glicerol e os valores do coeficiente de manutencgéo
mencionados acima. Os valores para o fluxo de biomassa foram superestimados tanto para o
modelo STM_v1.0, quanto para o modelo STM_1.0_nova_biomassa, principalmente para a
taxa de diluicdo de 0,1 h'. Sargo (2015) realizou simulacBes com a mesma cepa em condicoes
semelhantes em meio formulado com glicose, para o modelo STM_v1.0 e os fluxos de biomassa
também foram superestimados.

Os fluxos de CO- simulados ficaram bem proximos dos experimentais para 0s
dois modelos para as taxas de 0,17 e 0,22 h%, correspondentes aos valores maiores de fluxos de
glicerol.

O fluxo de acetato simulado pelo modelo STM_v1.0 foi subestimado na taxa de

0,22 h, comportamento que pode ser explicado pelo direcionamento de substrato para a
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formagéo de formato nas simulagdes. No entanto, no modelo STM_v1.0_nova_biomassa néo
houve a formagao de formato e o fluxo de acetato foi mais proximo do experimental.

Ao analisar o desempenho dos modelos metabdlicos, deve-se levar em conta que
sdo modelos estequiométricos, ndo sendo capazes de representar fenbmenos mais complexos
do metabolismo celular. Neste sentido, 0 modelo STM_v1.0_nova_biomassa apresentou um
bom desempenho, pois foi capaz de prever adequadamente os fluxos metabdlicos de CO»,
biomassa e acetato para as taxas de diluigdo mais altas. No caso da taxa de dilui¢do de 0,1 h,
diversas simulacbes foram realizadas e os resultados do fluxo de biomassa se mostraram
bastante sensiveis aos fluxos de O e aos valores do coeficiente de manutenc¢do utilizados. Nessa
taxa de diluicdo e na presenca de baixa concentracdo de biomassa, a determinacdo do fluxo
experimental de O. é imprecisa, pois a fragdo molar de oxigénio no gas efluente do reator é
muito proxima da fracdo molar do oxigénio presente no ar, 0 que também contribui para
dificultar a definicéo das condicdes de entrada das simulagdes.

A Figura 4.7 apresenta os fluxos intracelulares simulados no Optflux para os
dados experimentais de cultivos continuos com a cepa SS em glicerol e dos dados de Sargo
(2015) em glicose. O fluxo do cultivo em glicerol é o fluxo de referéncia (RF - reference flux)
e o fluxo do cultivo em glicose é o fluxo alvo (TF - target flux). As setas pretas representam
fluxos parecidos de glicose e glicerol, as setas verdes representa onde o fluxo de glicerol é

maior, e as setas vermelhas onde o fluxo de glicose é maior.
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Figura 4.7 - Valores dos fluxo intracelulares simulados para glicose (TF) e glicerol (RF) para
as taxas de diluicdo: (a) 0,17 h' (b) 0,22 h't

[ RF: -0.3492 | TF: -0.9855 |

| RF: 2.9725 | TF: 2.3626 |

@ | RF: 04757 | TF: 2.2362 | | RF: -0.4757 | TF: -2.2362 |
(] "

| RF: 3.1684 | TF: 2.5605 |

Reacoes: Metabolitos:
R_PDH: piruvato desidrogenase M_pyr_c: piruvato
R_CS: citrato sintase M_ac_c: acetato
R_PTAr: fosfotransacetilase M_accoa_c: acetil-CoA
R_ACKTr: acetato quinase M_cit_c: citrato

M_oaa_c: oxaloacetato

M_coa_c: coenzima-A

M_co2_c: gas carbbnico

M_h2o_c: agua

M_h_c: hidrogénio

M_pi_c: fosfato

M_actp_c: acetil-fosfato

M_adp_c: adenosina difosfato (ADP)
M_atp_c: adenosina trifosfato (ATP)
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Comparando-se os fluxos intracelulares simulados pelo Software para os dados
dos cultivos continuos com glicose e com glicerol (Figura 4.7), verifica-se que para as taxas de
diluicdo mais altas ha um desvio mais pronunciado do fluxo de carbono em direcdo a formacéo
de acetato nas condicdes simuladas com glicose. Para os cultivos com glicerol ha maior
direcionamento do carbono para o ciclo de Krebs, e apenas uma pequena fragdo do fluxo é
desviada para a formacao de acetato.

Para ambas as condicfes, a formacdo de acetato pela conversdo direta do
piruvato (via POXB) ndo é prevista, assim como o fluxo de assimilacéo de acetato pela enzima
ACS também € nulo. Computacionalmente, a producdo de acetato pela via PTA-ACKA ¢
preferencial, uma vez que nesta sequéncia de reacfes ha também formacdo de 1 molécula de
ATP. Da mesma forma, a captacdo de acetato via ACS nao é prevista, ja que nessa reacdo ha
consumo de ATP e a possibilidade de formacdo de um ciclo futil, onde o acetato € convertido
em acetil-CoA pela ACS, que em seguida é convertido novamente em acetato pela via PTA-
ACKA. Outra limitagdo importante quanto a ativacdo do fluxo da via ACS pelo software é a
questdo de que o acetato € formado durante o crescimento, ndo sendo uma fonte de carbono
disponivel no inicio da simulacdo (como um dado de entrada). Dessa forma, o programa parece
tratar este composto apenas como um produto final, e ndo como uma fonte de carbono que vai
se acumulando e que pode ser reassimilada. Por conta desta limitacdo, ndo foi possivel também
simular o metabolismo da linhagem recombinante com super-expressdo da ACS cultivada em
glicose ou glicerol, devido a dificuldade em se representar a reassimilacdo do acetato produzido

durante o crescimento.

Sabe-se que uma série de fatores influencia o acimulo de acetato (overflow).
Entre eles, podemos citar as velocidades de consumo da fonte de carbono e da captagéo de
oxigénio, a atividade da enzima acetil-CoA sintetase (que reassimila o acetato formado), e
questdes regulatérias (EITEMAN e ALTMAN, 2006; BERNAL, CASTANO-CEREZO E
CANOVAS, 2016). Apesar de ndo contemplar informagdes cinéticas e regulatdrias, a partir da
relacdo entre os fluxos de entrada de oxigénio e da fonte de carbono, além do ajuste no
coeficiente de manutencdo, 0 modelo estequiométrico empregado foi capaz de prever
satisfatoriamente a formacao de acetato nas condicdes estudadas.
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5 CONCLUSOES

A cepa recombinante de S. typhimurium estudada neste trabalho apresentou um
grande potencial na reducdo do acumulo de acetato no meio de cultivo formulado com glicose,
com apenas uma modifica¢do genética, podendo ser uma alternativa vidvel para a obtencdo de
cultivos de alta densidade celular (CADC).

Os resultados dos cultivos continuos em glicerol pela cepa selvagem de S.
typhimurium para D = 0,1; 0,17 e 0,22 h'! evidenciaram que, para a taxa de dilui¢do de 0,1 ndo
houve acimulo de acetato. Além disso, os fluxos de producdo de acetato foram cerca de 3
vezes menores em glicerol do que os obtidos em glicose, sob condi¢Ges similares em
quimiostatos conduzidos por Sargo (2015). Este resultado € muito promissor e viabiliza a
definicdo de estratégia para cultivo em batelada alimentada visando alcancar altas
concentragdes de biomassa de Salmonella em glicerol. E importante notar que a alta producéo
de acetato observada com glicose praticamente inviabiliza 0 uso desse substrato para obtencéo
de altas densidades com a cepa selvagem. Desta forma, a principal contribuicdo deste trabalho
reside na viabilizacdo e caracterizacao de 2 alternativas para minimizar a producéo de acetato
por Salmonella, condicéo essencial para intensificar a formagéo de biomassa.

O modelo metabdlico STM_v1.0_nova_biomassa se mostrou bastante adequado
para descrever o metabolismo de glicerol por S. typhimurium selvagem. Experimentos
especificos para elucidar o consumo de oxigénio em baixas taxas de diluicdo e a influéncia da
velocidade especifica de crescimento sobre o coeficiente de manutencdo sdo necessarios para
aperfeicoar o modelo, tendo em vista a forte influéncia do coeficiente de manutencdo nos

resultados simulados.
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6 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Para a continuidade dos estudos com as cepas de S. typhimurium selvagem e
recombinante, sugere-se:

o Completar os estudos em quimiostato com glicerol, investigando o
metabolismo da cepa selvagem em taxas de diluicdo mais altas, para avaliar a formacéo de
outros metabdlitos além do &cido acético, conforme previsto pelas simulagdes do modelo
metabolico;

o Caracterizar o metabolismo da cepa recombinante em quimiostato com
glicose, para identificar a velocidade critica de crescimento que leva a formac&o mais acentuada
de acetato;

o A partir da condicéo encontrada nos cultivos continuos com a cepa SS
(D=0,1 h), onde ndo houve acimulo de acetato, implementar estratégia de alimentacdo em
batelada alimentada e definir composicdo do meio de cultivo para obtencdo de altas
concentracgdes celulares;

o Adequar o modelo metabdlico para descrever o metabolismo da cepa
recombinante e validar com os dados experimentais disponiveis;

o Utilizar os modelos metabolicos validados para avaliar possiveis alvos

para futuras modificacbes genéticas visando minimizar a formag&o de acetato
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ANEXO 1

A seguir estdo descritos de forma resumida os procedimentos experimentais
extraidos do trabalho de concluséo de curso de Miranda (2015) para a obtengdo da linhagem
recombinante de S. typhimurium utilizada neste trabalho. Esta linhagem foi construida para
expressao heter6loga do gene acs de Escherichia coli, com objetivo de intensificar sua

capacidade de assimilacdo de acetato.

Al. Amplificacdo do gene acs de Escherichia coli

A sequéncia do gene que codifica a enzima Acetil-CoA sintetase (ACS) de E.
coli (GenBank, ID NC_012971.2) foi amplificada a partir do DNA gendmico extraido de

células de E. coli BL21(DE3), com os primers descritos a seguir:

Primer DIRETO 5 AAGCTTACATCACCATCACatgagccaaattcacaaac 3’
Primer REVERSO 5’ GGATCCttacgatggcatcgeg 3’

Em sublinhado estdo destacadas as sequéncias das enzimas de restricdo Hindlll
e BamHI, presentes nos primers direto e reverso, respectivamente; em italico esta a sequéncia
codificadora de 4 residuos de histidina adicionada no primer direto para possibilitar a detec¢éo
da proteina recombinante com o uso de anticorpos Anti-His em procedimentos de
immunoblotting; em minusculo estdo as sequéncias das extremidades 3’ e 5’ do gene acs de E.
coli, respectivamente (frame de leitura: -1); em negrito esta uma base adicionada no primer
direto para preservar o frame de leitura correto da sequéncia do gene a ser amplificado.

Escolheu-se realizar a clonagem do gene acs de E. coli ao invés do gene acs de
S. typhimurium devido ao fato do valor relatado de Km (constante de Michaelis-Menten) para a
enzima ACS de E. coli ser de 30 a 200 vezes inferior ao valor descrito para a enzima de
Salmonella, o que sugere que a enzima de E. coli apresenta maior afinidade pelo acetato.

A amplificacdo do gene de interesse ocorreu por meio de uma reacdo de PCR
utilizando o termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo) e os primers especificos descritos.
Na reacdo de PCR foram adicionados 20 ng de DNA molde (DNA gendmico), 10 pmol do
primer direto, 10 pmol do primer reverso, 1 uL de solugdo de ANTPs 10 mM, 1,25 unidades de
enzima Dream Taq DNA polimerase (Thermo Scientific), 2,5 uL do tampdo da enzima ¢ a

reacdo foi completada para um volume final de 25,0 pL. Os parametros da reacdo foram: 1x
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(95 °C por 5 minutos); 30x (95 °C por 60 segundos / 60 °C por 60 segundos / 70 °C por 3
minutos); 1x (70 °C por 10 minutos). A temperatura de hibridizagé&o dos primers foi selecionada
a partir de um ensaio prévio onde a reacdo de PCR foi realizada com diferentes temperaturas
de anelamento (programa de gradiente de temperatura).

O resultado da PCR foi analisado em gel de agarose 1% e o fragmento
amplificado foi purificado com o uso do kit AxyPrep DNA Gel Extraction (Axygen

Biosciences) e quantificado por espectrofotometro (Nanodrop 2000 — Thermo Scientific).

A2. Clonagem do gene acs no vetor de propagagao

Todos os procedimentos para a clonagem do gene de interesse foram realizados
de acordo com protocolos padrdo (SAMBROOK e RUSSEL, 2001), exceto quando indicado.

O fragmento génico amplificado e purificado foi ligado ao vetor de propagacéo
pTZ57R/T na proporcao de 3:1 (inserto:plasmideo) utilizando o kit de clonagem “InsTAclone
PCR Cloning Kit” (Thermo Scientific). A reagdo foi incubada por 1 hora em temperatura
ambiente e a 4 °C overnight seguindo as instruc6es do fabricante.

Um volume de 2,5 uL da reagdo de ligagao foi utilizado para a transformacao de
uma aliquota de 50 pL de células de E. coli DH5a quimiocompetentes. Apos incubagdo em
meio SOC a 37 °C e 50 rpm por 1 hora, as células transformadas por choque térmico foram
plagueadas em meio 2Y T agar contendo 50 pg/mL de ampicilina, 20 pg/mL de X-Gal e 1 mM
de IPTG, e incubadas a 37 °C, overnight.

Algumas coldnias obtidas foram analisadas por PCR de col6nia utilizando os
primers universais M13 (que se anelam na sequéncia de vetores como 0 pTZ57R/T e 0 pUC19),
ja que a utilizacdo dos primers desenhados para amplificacdo do gene acs de E. coli resultaria
em possiveis falsos positivos (uma vez que esta etapa da clonagem foi realizada com células de
E. coli). As condi¢bes da PCR foram as mesmas descritas para amplificacdo do gene acs a partir
do DNA gendmico, com excec¢do da temperatura de anelamento que foi alterada para 51 °C.
Como molde foi utilizado 1 pL da suspensao de uma colénia em 50 pL de agua.

Apos a confirmacao de clones positivos, uma das col6nias foi cultivada em meio
2YT com 50 ug/mL de ampicilina a 37 °C e 150 rpm, overnight. Foi feita a extracdo plasmidial
a partir das células cultivadas (kit PureLink Quick Plasmid Miniprep — Invitogen) e o material
obtido foi quantificado e submetido a um ensaio de restricdo com as enzimas Hindlll e BamHI
(FastDigest — Thermo Scientific) por 15 min seguindo as instrucdes do fabricante. A reacdo foi

interrompida por aquecimento a 80 °C por 10 min, e o resultado foi analisado em gel de agarose
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1%. O restante do material da reacdo de digestdo foi aplicado em gel de agarose 1%, e 0
fragmento foi extraido e purificado para ser utilizado na etapa descrita a seguir.

A3. Sub-clonagem do gene acs no vetor de expressao

O plasmideo pUC19 foi escolhido como vetor de expressdo, j& que apresenta a
capacidade de se replicar tanto em células de E. coli quanto em células de S. typhimurium
(FANG et al., 1991). Além disso, o plasmideo apresenta em sua sequéncia a regido promotora
lacZ (promotor bem caracterizado), comumente utilizada em estudo com patégenos para
expressdo de proteinas recombinantes (VALDIVIA et al., 1996), e foi também o plasmideo
utilizado por LIN e colaboradores (2006) para expressdo do gene ACS em E. coli.

Apesar de o promotor escolhido ser um promotor induzivel, a auséncia de
expressao constitutiva do repressor lacl (codificado no operon lac, ausente em S. typhimurium)
permite a utilizacdo do promotor lacZ sem necessidade da adi¢do de indutores, levando a
producdo da proteina ACS de forma continua, ja que nao ha repressao da transcrigao.

O plasmideo pUC19 (Thermo Scientific) foi propagado em células de E. coli
XL1-Blue, sendo em seguida extraido, quantificado e digerido com as enzimas de restricao
Hindlll e BamHI, conforme descrito na se¢do A2 para o plasmideo pTZ57R/T contendo o gene
acs.

O produto da reacdo de digestéo foi purificado a partir do gel de agarose com o
kit AxyPrep DNA Gel Extraction (Axygen Biosciences).

Em seguida foi feita a reacdo de ligacdo na proporcdo de 2:1 (inserto:vetor), e a
reacao foi mantida a temperatura ambiente por 20 minutos e depois armazenada na geladeira a
4 °C overnight. Ao final, uma aliquota da reagdo de ligacdo foi usada para transformar células
de E. coli XL1-Blue quimiocompetentes e a selegcdo das colonias recombinantes foi realizada

conforme o procedimento descrito no item A2,

A4. Transformacédo das células de S. typhimurium

O plasmideo pUC19 contendo o gene acs extraido das celulas de E. coli XL1-
blue (item A3) foi utilizado para transformar as células de S. typhimurium por eletroporacéo.
Inicialmente a transformacdo foi feita com uma linhagem intermediaria (S.

typhimurium SL1493 - linhagem deficiente em restricdo e proficiente em modificacéao),
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responsavel por realizar modificagdes na estrutura do DNA de forma que 0 mesmo néo seja
degradado pelo hospedeiro final (S. typhimurium LT2, que é proficiente em restri¢do).

Para a transformacéo, o estoque de células eletrocompetentes foi descongelado
em banho de gelo e incubado com aproximadamente 100 ng do DNA de interesse. Em seguida,
50 puL da mistura de células e DNA foram transferidas para uma cubeta de eletroporacao de 0,2
cm de distancia entre os eletrodos e foi feita a descarga do pulso elétrico de 25 pF de
capacitancia, 2,5 KV e 200 Q de resisténcia (eletroporador Bio-Rad, modelo Gene Pulser
Xcell). Imediatamente ap6s o pulso foram adicionados 400 pL de meio SOC a cubeta, € a
suspenséo foi transferida para um tubo de 1,5 mL, a fim de ser incubada por 1 horaa 37 °C e
170 rpm. Apos isso, foi feito o plaqueamento de aliquotas de 100 pL da cultura em placas de
2YT agar com ampicilina 50 pg/mL, que foram entdo incubadas a 37 °C por 16 horas.

Apbs o screening de coldnias por PCR para confirmacdo dos clones positivos,
foi feita a extracdo plasmidial de uma colonia selecionada e a transformacéo da linhagem de S.
typhimurium LT2 seguindo o mesmo protocolo. Por fim, foi feita a analise por PCR de uma das
coldnias resultantes da transformacéo, e apds confirmacéo, estas células foram utilizadas para

preparo de um banco de cultura e para os experimentos descritos neste trabalho.
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