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RESUMO

O 4cido hialurénico € um biopolimero encontrado em diversos organismos e que
possui diversas aplicacdes biomédicas, como viscossuplementacdo em articulagdes e
procedimentos estéticos. Tais aplicagdes estdo associadas com suas propriedades reologicas,
que dependem diretamente da massa molar. As bactérias Streptococcus zooepidemicus sao
capazes de produzir 4cido hialurénico, no entanto, ainda ¢ preciso determinar as melhores
condi¢des de operagdo do biorreator de modo que se obtenha maiores rendimentos de acido
hialurénico. Em vista disto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver modelos
cinéticos e de escala gendmica que descrevam a producao microbiana de acido hialurénico.
Para isso, foram levantadas informagdes a respeito do metabolismo do carbono central, de
producao e consumo de aminoacidos do microrganismo S. zooepidemicus. Para ajustar e validar
estes modelos, foram obtidos dados experimentais de cultivos usando glicose como fonte de
carbono e peptona de soja como fonte de nitrogénio em biorreator automatizado tipo tanque
agitado de 5 L. Para ajustar o modelo cinético foi utilizado o algoritmo PSO, enquanto que,
para simular o modelo de escala gendmica desenvolvido foi utilizado o software OptFlux. Os
cultivos em biorreator tipo tanque agitado indicaram que o microrganismo consumiu outros
acucares presentes na peptona além da glicose adicionada ao meio, além de ser observada uma
fase de adaptacao de quase 20 h. Esta fase foi posteriormente reduzida ao se conduzir as etapas
de pré-indculo e indculo usando concentragdes mais altas de fonte de carbono. Além disso, os
resultados experimentais mostraram que a concentracdo de aminoacidos aumenta no final do
cultivo, que pode ser explicado por conta da acao de proteases. Em relagdo ao modelo cinético
proposto, ele consegue descrever com competéncia a maioria dos dados experimentais,
divergindo nos tultimos dados de concentracdao celular e acido latico. Atribui-se este fato ao
consumo mais intenso dos nutrientes da peptona utilizada. Quanto ao modelo de escala
genomica adaptado, as principais alteragdes foram na adicdo de reagdes relacionadas a
formagdo de acido D-glicuronico e nas vias de biossintese € consumo de alguns aminoacidos.
Os resultados das simulagdes feitas para validar o modelo mostraram divergéncias com 0s
dados experimentais. Acredita-se que isto seja decorrente do consumo de outros nutrientes
presentes na peptona de soja utilizada, entretanto, destaca-se que ndo foram observados erros
que comprometessem as simulacdes feitas, o que indica o potencial que o modelo de escala
genomica desenvolvido possui.

Palavras chaves: modelo de escala gendmica; acido hialurénico; Streptococcus zooepidemicus;
protease; modelo cinético; biorreator.



ABSTRACT

Hyaluronic acid is a biopolymer found in many organisms, which has several
biomedical applications, like viscosupplementation and aesthetic procedures. Such applications
are associated with its rheological properties, that depend directly on the molar mass.
Streptococcus zooepidemicus bacteria can produce hyaluronic acid. However, it is still
necessary to determine the best operating conditions for a bioreactor so that higher HA yields
are achieved. In the light of this, our work aims to develop kinetic and genome-scale models
that describe the microbial production of hyaluronic acid. To reach this objective, information
was collected regarding the central carbon metabolism, production, and consumption of amino
acids of S. zooepidemicus. To adjust and validate these models, experimental data were obtained
from cultures using glucose as carbon source and soybean peptone as nitrogen source in 5 L
automated stirred tank bioreactor. To adjust the kinetic model, PSO algorithm was used, while
OptFlux software was used to simulate the developed genome-scale model. The agitated tank
bioreactor cultures indicated the microorganism consumed other nutrients present in the
peptone besides the glucose added to the medium. In addition, an adaptation phase of almost
20 h. This phase was reduced by increasing the concentration of glucose in the inoculum and
pre-inoculum. The experimental results also showed that the concentration of amino acids
increases at the end of the culture, which can be explained by the action of proteases. Regarding
the proposed kinetic model, it could competently describe most of the experimental data,
diverging in the last data of cell and lactic acid concentration. This fact is attributed to the more
intense consumption of the nutrients of the peptone used. As for the adapted genomic scale
model, the major alterations were regarding the reactions related to the formation of acid D-
glucuronic and the biosynthesis and consumption of amino acids. The validation tests results
diverged from the experimental data. It is possible that consumption of other nutrients in the
peptone were responsible for this. However, errors that compromised the simulations were not
observed, indicating the developed genome-scale model potential.

Keywords: genome-scale model; hyaluronic acid; Streptococcus zooepidemicus; protease;
kinetic model; bioreactor.
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1 INTRODUCAO

O 4cido hialurénico (AH) ¢ uma biomolécula cuja estrutura quimica foi
elucidada em 1934, sendo encontrada em diversos animais e em algumas bactérias (LAURENT;
FRASER, 1992). Esta substancia, cada vez mais, tem sido requisitada em diversos ambitos da
Ciéncia, sendo um dos compostos mais destacados no ramo da Ortopedia.

Por conta de suas propriedades reoldgicas, o interesse na produgdo de acido
hialurénico de alta massa molar tem crescido nos tltimos anos. Este produto ¢ muito utilizado
em pacientes que possuem artrose ou artrite, cujo uso se da através de injecdes regulares de
viscossuplementacdo para aliviar as dores (HOCHBERG et al., 2012). Outros ramos da
Medicina também fazem uso deste biopolimero como a Oftalmologia, utilizando-o como
lubrificante, durante os procedimentos cirurgicos, para mitigar o inchago da regiao e, em alguns
casos, prevenir cegueira (BALAZS, 2004).

Apesar de ser sintetizado por animais, algumas bactérias também possuem a
capacidade de produzir AH. Dentre elas, o uso da espécie Streptococcus zooepidemicus se
destaca no meio industrial. A produgdo microbiana de 4cido hialurénico tem sido estudada
desde a década de 1990 e ainda enfrenta alguns desafios, como a viscosidade do caldo, que
aumenta proporcionalmente com a concentracdo do produto, dificultando a transferéncia de
oxigénio. Além disso, a glicose ¢ consumida na biossintese do AH e no crescimento celular, de
maneira que estes dois processos competem por esta fonte de carbono. Diversos trabalhos
estudaram o uso de diferentes modos de operagao de biorreator, composi¢ao do meio de cultivo
e concentracdo de oxigénio dissolvido para superar tais desafios. Porém, ainda ndo existe
consenso a respeito de quais seriam as condigdes otimas de tais variaveis (LIU et al., 2011).

O uso de técnicas computacionais mais avangadas, como a Analise de Balango
de Fluxo (FBA), pode ajudar a definir estratégias a fim de otimizar a producdo microbiana de
acido hialuronico, superando os obstaculos acima citados (ORTH; THIELE; PALSSON, 2010).
A grande vantagem de utilizar tais ferramentas ¢ a possibilidade de orientar as pesquisas em
direcdo a resultados mais promissores com maior rapidez, precisdo e diminui¢do significativa
do esforco laboratorial. Diante disto, o presente trabalho buscou definir um modelo cinético e
de escala gendmica que permita o desenvolvimento de uma estratégia de controle a ser
implementada em um biorreator automatizado tipo tanque agitado para a producdo de acido

hialurénico em cultivos de Streptococcus zooepidemicus.



1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo, em parceria com o grupo de
pesquisas liderado pela professora Dr.* Maria Helena Andrade Santana da
Faculdade de Engenharia Quimica, Departamento de Engenharia de Materiais e de
Bioprocessos da UNICAMP, desenvolver modelos (cinéticos e de escala gendmica)
que descrevessem a producdo de acido hialurénico em cultivo de Streptococcus
zooepidemicus utilizando biorreator tipo tanque agitado.

Quanto aos objetivos especificos, foram definidos os seguintes:

e Desenvolver os modelos cinéticos que descrevessem a producao
de acido hialurénico;

e Desenvolver modelo de escala gendmica para o Streptococcus
zooepidemicus

que englobasse a producao de acido hialurdnico;

e Validar os modelos desenvolvidos utilizando dados obtidos em biorreator.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESTRUTURA E FUNCOES DO ACIDO HIALURONICO

O é4cido hialurénico ¢ um biopolimero linear de alta massa molecular cuja
estrutura quimica foi elucidada por Karl Meyer e John W. Palmer, em 1934. Sua unidade basica
¢ composta por uma molécula de acido D-glicurénico e uma de N-acetilglicosamina unidas por
meio de uma ligacdo glicosidica —1,3. Entre cada monomero existe uma ligacao glicosidica

B—-1,4 (LAURENT; FRASER, 1992). Na Figura 1 encontra-se representada tal estrutura.

Figura 1. Representa¢do grafica da unidade monomeérica do 4cido hialurénico.

O.__OH OH
0 HO
< 0 0
HO 0 o
OH NH

o4k

Fonte: Adaptado de Boeriu et al. (2013)

Conforme apresentado acima, o acido hialuronico ¢ uma molécula cuja estrutura
pode ser considerada simples, porém, tal caracteristica ndo limita as suas fungdes nos
organismos. Ele atua na homeostase celular por conta de sua habilidade de reter grandes
volumes de 4gua; pode induzir sinais intracelulares de transdugdo e interage com
macromoléculas extracelulares, moldando a matriz extracelular, ou seja, possui a habilidade de
modelar ou remodelar tecidos (TOOLE, 2004).

Apesar de Meyer e Palmer terem isolado esta molécula a partir do humor vitreo
bovino, ja se sabe que ele esta presente em varios tecidos de diferentes de animais, como galos,
coelhos, bovinos e humanos. Vale destacar que algumas bactérias também produzem o AH,
como o Streptococcus zooepidemicus (KOGAN et al., 2007). Na Tabela 1 sao listados os

tecidos ou fluidos de animais e a concentragdo em que o acido hialurdnico ¢ encontrado.
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Tabela 1. Tecidos ou fluidos corporais em que acido hialurénico ¢ encontrado e sua respectiva

concentracao.
Tecido ou fluido corporal Concentracdo de 4cido hialurdnico (ug mL™")
Crista de galo 7500
Cordao umbilical humano 4100
Fluido sinovial humano 1400 — 3600
Cartilagem nasal bovina 1200
Humor vitreo humano 140 — 340
Derme humana 200 — 500
Epiderme humana 100
Cérebro de coelho 65
Coragao de coelho 27
Linfa toracica humana 0,2 -50
Urina humana 0,1-0,3
Soro humano 0,01 —0,1

Fonte: Kogan et al. (2007)

Em um mesmo animal, a massa molecular do acido hialurénico varia de acordo
com o tecido de origem. Estima-se que ela atinge valores da ordem de 106 a 107 Da, de modo
que o tamanho da cadeia do polimero varia de 2 a 25 pm (TOOLE, 2004).

Em solugdo aquosa, mesmo em baixas concentracdes, as moléculas de acido
hialurénico interagem umas com as outras formando redes. E natural que o tamanho da cadeia,
ou seja, a massa molar influencie na estrutura espacial destas redes. Esta alteracdo na estrutura
leva a mudancas na reologia da solu¢do e na capacidade das moléculas reterem agua
(ARMSTRONG; JOHNS, 1997). Desta forma, consegue-se observar que, de fato, a massa
molar tem influéncia na aplicacao destinada ao composto. Portanto, esta propriedade se torna
um parametro muito importante no controle de qualidade de um processo industrial de producao
de 4cido hialurénico.

Nos seres humanos, o AH possui algumas fungdes especificas. Quando os raios
ultravioletas entram em contato com a pele, reagdes de oxidagdo ocorrem formando radicais
livres que irdo danificar o material genético das células, causando, eventualmente, degeneracao
e morte delas. Porém, o 4cido hialurénico consegue remover tais radicais livres que se
encontram na pele, sendo, portanto, uma das primeiras defesas do organismo contra este tipo
de radiagdao (KOGAN et al., 2007).

Por conta de sua habilidade de se unir a proteoglicanos, o acido hialurénico ¢
encontrado em cartilagens. Inicialmente, ndo se acreditava que ele teria fungdes estruturais tdo
importantes neste tecido, porém, estudos mostraram que sua presenca faz com que a
concentragdo de agrecana (composto celular que permite a rigidez da cartilagem) seja maior,

melhorando as propriedades biomecanicas do tecido (HARDINGHAM, 1998).
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Outra parte do organismo em que se encontra o acido hialurbnico ¢ nas
articulagdes, em especial no liquido sinovial. Este fluido possui como fung¢ao reduzir a fricgdo
entre os 0ssos, de modo que o desgaste seja mitigado e que nao existam dores relacionadas ao
movimento. Neste caso, o acido hialurénico deve possuir alta massa molar, de modo que a
viscosidade do liquido sinovial aumente. Estudos mostram que doencas como a artrite
reumatoide fazem com que radicais livres sejam formados em alta quantidade durante o
processo inflamatério. Tais radicais se combinam formando peroxinitrito, que € responsavel
pela degradacdo das moléculas de AH de alta massa molar. Isto faz com que a viscosidade do

fluido diminua consideravelmente (SOLTES et al., 2006).
2.2 APLICACOES BIOMEDICAS

De modo geral, as aplicacdes biomédicas de acido hialurénico sdo baseadas em
suas propriedades reoldgicas em meios aquosos. Estudos tém sido conduzidos em busca de
novas aplicagdes, porém, algumas ja sao consideradas classicas dentro da Medicina. Uma delas
¢ o uso de solugdes altamente purificadas em cirurgias oftalmologicas, com destaque para
facectomia (tratamento contra catarata) e transplante de corneas. Durante estes procedimentos
existe o risco das células do endotélio da cornea serem removidas, o que levaria a complicagdes
futuras para o paciente (desde inchamento até cegueira em alguns casos). Usar a solugao de
acido hialurénico nestas cirurgias as torna mais seguras (ele atua como um amortecedor
mecanico para as c€lulas) e mais rapidas (por conta de sua viscosidade) (BALAZS, 2004).

Outra aplicagao interessante de solugdes de acido hialurénico € no tratamento de
pacientes com artrose. Esta enfermidade ¢ causada devido a redugdo da capacidade do corpo
em produzir os componentes das cartilagens que possuem resisténcia e elasticidade adequadas
(TREVISANI; FIDELIX, 2009). Neste caso, usa-se o acido hialurénico com alta massa molar
por conta de sua viscosidade para proteger a cartilagem, normalizar o liquido sinovial e reduzir
a dor sentida pelos pacientes (ASARI, 2004).

E possivel formar géis de AH por meio de reticulagio polimérica. Tais géis
também possuem suas proprias aplicagdes como preenchimento de rugas faciais e cicatrizes
profundas, além de serem usados para diminuir os riscos de aderéncia apos realizacdo de uma
cirurgia (a formagao de tecido fibroso entre 6rgaos em cirurgias abdominais ¢ considerada uma
complicacdo séria pelos profissionais da area). Acredita-se que, nesta ultima aplicacdo, os
reticulos de acido hialurénico se unam a moléculas de fibrina e fibrinogénio, impedindo que

estas duas ultimas substancias formem as aderéncias (ASARI, 2004; BALAZS, 2004).
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Sabe-se, também, que o acido hialurénico é encontrado em abundancia durante
o desenvolvimento embriondrio, em tecidos em regeneracdo e em feridas em processo de
cicatrizagdo. Por conta disto, este polimero ¢ comumente associado a cultura de células animais
embriondarias e a Engenharia de Tecidos, sendo que, neste tipo de estudo, o acido hialurénico
quimicamente modificado ¢ usado como suporte para o crescimento de células (ASARI, 2004;

BURDICK; PRESTWICH, 2011).
2.3 ROTAS DE OBTENCAO INDUSTRIAL

Existem, atualmente, duas possibilidades para a producao industrial de AH:
extracdo de tecidos animais e usando bactérias. Outra abordagem que tem sido estudada
recentemente ¢ a produg¢do in vitro usando hialuronato sintase, enzima responsavel pela reagao
de polimerizacao do acido hialurdnico. Vale destacar que ainda nao se conseguiu a producao

em grande escala com esta rota (BOERIU et al., 2013).
2.3.1 Extracio de tecidos animais

A obtencao de acido hialuronico via extragao de tecidos animais € a técnica mais
antiga das que sao conhecidas atualmente. Sua principal matéria-prima € a crista de galo, porém,
outras também sdo usadas, como o corddo umbilical humano, fluido sinovial e humor vitreo
bovino (BOERIU et al., 2013). Estudos tém sido realizados buscando novas fontes de tecidos
como globo ocular de atuns. Neste caso especifico, foi observado que a massa molar média das
moléculas de &cido hialuronico era inferior a obtida usando crista de galo (AMAGALI,
TASHIRO; OGAWA, 2009).

Apesar de possuir algumas vantagens, como o baixo custo da matéria-prima, de serem
produtos com massa molar alta (até 20 MDa) e ser uma tecnologia consolidada, a extracdo de tecidos
animais apresenta diversas desvantagens a serem consideradas. As principais sao o baixo rendimento
e os processos de purificacdo extensivos que devem ser aplicados. Estas duas desvantagens afetam
diretamente os custos do processo de manufatura. Outras complicagdes que devem ser destacadas sao
o alto risco de contaminagao (desde proteinas até virus) e o risco do acido hialurdnico ser degradado
por enzimas endocelulares (BOERIU et al., 2013).

Um dos primeiros processos desenvolvidos para a extragao de tecidos animais foi o
de Balazs (1979), que consiste em 5 etapas basicas. Nele, o autor usa como matéria-prima a crista de
galo, porém menciona a possibilidade de adaptar as etapas para usar corddo umbilical humano. Cada

uma das cinco etapas possui um objetivo diferente: a primeira € a preparagdo da crista de galo; a
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segunda, extragdo do AH; e as demais de purificacdo do AH, sendo que cada uma remove diferentes

contaminantes.
2.3.2 Rota microbiana

Estudos mostraram que algumas espécies de bactérias sintetizam este produto na
forma de uma cépsula extracelular, o que fez com que o interesse por esta rota aumentasse.
Como o AH de origem animal e de origem microbiana sdo idénticos, passou-se a considerar
uma rota biotecnologica para sua producdo. Os microrganismos selecionados foram bactérias
do género Streptococcus, em especial da espécie S. zooepidemicus, por ndo serem consideradas
patogénicas para o ser humano (BOERIU et al., 2013).

Para compreender as necessidades do meio de cultura, pH e aeragao, € preciso
conhecer a via biossintética da producao de acido hialurénico no §. zooepidemicus, mostrada
na Figura 2. Inicialmente, a glicose ¢ fosforilada, formando glicose-6-fosfato por ac¢do da
enzima glicoquinase. Paralelamente, ocorre a oxidagcao de ATP, produzindo ADP. A partir deste
ponto existem duas possibilidades para esta molécula dentro da via biossintética: conversao em
glicose-1-fosfato por acao da fosfoglicomutase e isomerizacao em frutose-6-fosfato (LIU et al.,

2011).

Figura 2. Via de biossintese de acido hialuronico em Streptococcus zooepidemicus.
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A glicose-1-fosfato ¢ convertida em UDP-glicose catalisada pela UDP-glicose
pirofosforilase. Em seguida, esta substincia pode ser convertida em &cidos teicdicos ou em éacido
UDP-glicurdénico. A partir deste ponto, ele ja estd pronto para formar o mondémero do acido
hialurdnico (LIU et al., 2011). Ja as moléculas de frutose-6-fosfato também estio sujeitas a acao de
duas enzimas diferentes: amidotransferase (formando glicosamina-6-fosfato) e fosfoglicerocinase
(gerando 3-fosfoglicerato e regenerando ADP em ATP). No caso da primeira reagdo, o produto ¢é
convertido em N-acetilglicosamina-6-fosfato por acdo da acetiltransferase. Ao entrar em contato com
a enzima mutase, forma-se N-acetilglicosamina-1-fosfato (LIU et al., 2011).

Por fim, este intermedidrio ¢ convertido em UDP-N-acetilglicosamina. Junto
com o acido UDP-glicurdénico, formam o AH em reacdo catalisada pela hialuronato sintase.
Porém, parte da UDP-N-acetilglicosamina também pode formar peptidoglicanos, bem como as
moléculas de frutose-6-fosfato que formam 3-fosfoglicerato podem ser transformadas em
biomassa e serem convertidas em fosfoenolpiruvato por meio da enzima fosfoglicomutase. Este
intermediario, por sua vez, forma piruvato por a¢ao da piruvato quinase. A partir deste ponto,
uma nova ramifica¢do surge, de modo que o produto final pode ser acido latico, acético, graxo
(posteriormente convertido em biomassa) ou teicdicos (LIU et al., 2011).

As trés principais dificuldades desta rota sdo: 1) a alta viscosidade que o mosto
pode atingir, dificultando a transferéncia de oxigénio e a agitacao; ii) o acido latico produzido
pela célula pode atuar como inibidor para o crescimento da mesma e para a sintese de acido
hialurénico, e, por fim, iii) tem-se competi¢cao pela fonte de carbono para a formacao de

biomassa e do produto final (LIU et al., 2011).
2.3.2.1 Meio de cultura

Cada microrganismo possui suas proprias necessidades nutricionais. Por isso, a
definicdo da composicdo de um meio de cultura que consiga atendé-las ¢ uma etapa muito
importante no desenvolvimento e analise de um bioprocesso industrial. Normalmente, um meio
de cultura ¢ constituido por fontes de carbono (como glicose, maltose, glicerol, entre outros),
de nitrogénio (por exemplo, aminoécidos, sais de amdnia e ureia) e de fosforo (por exemplo,
quaisquer fosfatos soltiveis em dgua). A célula ainda precisa de outras substancias, como sédio,
potassio e vitaminas, porém em quantidade e concentracdes menores que as ja citadas
(ALTHERTHUMM, 2001).

No caso da produg@o microbiana de acido hialuronico, as fontes de carbono mais
utilizadas sdo glicose (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997; GAO; DU; CHEN, 2006) e
sacarose (LIU et al., 2008a).
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Buscando entender os efeitos que a concentracdo inicial da fonte de carbono
pode ter na concentragdo e na massa molar do produto, Armstrong e Johns (1997) realizaram
cultivos em biorreatores batelada tipo tanque agitado com trés condi¢des iniciais de glicose
diferentes: 20, 40 e 60 g L'!. Através deles, os autores verificaram que os melhores resultados,
tanto em concentragdo, como em massa molar média do acido hialurénico foram para as
maiores concentragdes iniciais de glicose, o que faz sentido, j& que, com mais carbono
disponivel, mais percussores do AH serdo produzidos. Os autores ainda afirmam que, para
concentracdes iniciais altas de glicose, foi observado crescimento diduxico, atribuindo a este
fendmeno os bons resultados obtidos, sem mencionar, no entanto, qual foi o segundo substrato
consumido pelo microrganismo.

A concentragdo inicial de glicose também impacta o crescimento celular de
maneira semelhante, indicando que a inibi¢do pelo substrato influencia a atividade celular de S.
zooepidemicus. Entretanto, os efeitos deste fendmeno apenas se tornam mais pronunciados ao
se trabalhar com concentra¢des iniciais maiores que 40 g L' (DON; SHOPARWE, 2010;
PIRES; SANTANA, 2010).

Usar apenas compostos inorganicos (por exemplo, sais de amonia) como fonte
de nitrogénio nao traz bons resultados quando comparado com fontes complexas (IM et al.,
2009). Armstrong, Cooney e Johns (1997) citam que onze aminoacidos sao essenciais para o
crescimento do microrganismo Streptococcus zooepidemicus (arginina, cisteina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina e valina).

Deve-se evidenciar que, usando um meio definido, o rendimento de acido
hialurénico ¢ menor do que se for usado um meio complexo. Por isso, ¢ muito comum encontrar
trabalhos que utilizam como fonte de nitrogénio extrato de levedura (DON; SHOPARWE,
2010; PIRES et al., 2010). Uma abordagem interessante ¢ suplementar o meio complexo com
um ou mais aminoacidos que melhorem o rendimento do bioprocesso. Porém, ainda nao existe
consenso a respeito de quais devem ser adicionados. Liu et al (2009) afirmam que sdo cisteina,
lisina e arginina, enquanto para Im et al. (2009) devem ser glutamina e acido glutdmico.

Apesar de ser recomendado pela American Type Culture Collection (ATCC), o
uso de meios de cultura que contém produtos de origem animal (meio BHI ou meio triptona
com sangue de carneiro desfibrilado) ndo ¢ recomendado, uma vez que a rota microbiana foi
desenvolvida como uma alternativa para minimizar contaminagdes relativas a tecidos animais.
Neste contexto, portanto, o uso de fontes de nitrogénio complexas de origem vegetal, como a
peptona de soja se destaca, além de atender aos apelos da Quimica Verde (BENEDINI,
SANTANA, 2013).
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Sabe-se, também, que a quantidade de peptona impacta a producdo de AH.
Porém, como ela varia de acordo com o lote, uma boa estratégia ¢ o uso de razdes
carbono:nitrogénio (C:N). Oliveira (2014) verificou a influéncia da razdo em cultivos de S.
zooepidemicus. Os resultados mostraram que a razdo C:N o6tima para um cultivo com alta
produgdo de AH depende muito da concentragdo dos aminoacidos presentes na peptona, em
especial de arginina, glutamina e glutamato. Por exemplo, para uma peptona que possui maiores
concentragoes destes aminoécidos, a razdo C:N 6tima € 4,1:1, enquanto para uma que possui

baixa concentragao dos mesmos, a razao 6tima € 6,3:1.
2.3.2.2 Aeracao

As bactérias da espécie S. zooepidemicus sdao anaerodbias facultativas, de forma
que a produgao de acido hialurénico usando este microrganismo pode ser feita tanto na presenca
como na auséncia de oxigénio. Porém, Chong et al. (2005) mostram que, em aerobiose, 0O
rendimento de AH ¢ maior do que em anaerobiose, inclusive, a massa molar média também ¢
maior.

Oliveira et al. (2013) estudaram o efeito da aeragao usando dois meios de cultura
diferentes (suco de caju puro e suplementado com extrato de levedura). Usando aeragdo natural,
obteve-se maior produgdo usando o suco de caju suplementado, porém, ao realizar a aeragdo
forgada de 2,2 vvm, o resultado foi inverso. Os referidos autores afirmam que o excesso de
oxigénio dissolvido favorece a ocorréncia de outra rota metabolica. Desta forma, a
suplementacdo promovida pelo extrato de levedura ndo aumenta a concentragdo de acido
hialurénico.

Como a viscosidade do caldo aumenta conforme o cultivo progride, a
transferéncia de massa de oxigénio ¢ igualmente prejudicada. Uma possibilidade para
solucionar este problema ¢ aumentar a agitacdo, porém, ao fazer isso, a tensao de cisalhamento
na célula serd maior, prejudicando-a. Outra solugdo € o uso de “vetores de oxigénio”, que sdo
substancias, geralmente insoliiveis em dgua, que aumentam a solubilidade do oxigénio. O uso
de n-dodecano e n-hexadecano como vetores de oxigénio ja foi estudado, sendo observado
aumento na produtividade de 4cido hialurénico e da massa molar média para velocidades
moderadas do impelidor para ambas as substancias, destacando que o uso do segundo vetor
obteve os melhores resultados (LAI et al., 2012). Contudo, ¢ prudente enfatizar que o uso de
tais compostos, num processo industrial, aumentaria os custos nas etapas de purificagdo, visto

que o dodecano possui propriedades carcinogénicas (WARSHAWSKY; BARKLEY;
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BINGHAM, 1993) e o hexadecano, ao entrar em contato com a pele, pode causar eritema e

edema (LINDBERG; SAGSTROM, 1989).
2.3.2.3 Temperatura

A temperatura ¢ uma variavel muito importante para processos que envolvem
reagdes quimicas. De modo geral, espera-se que o aumento da temperatura aumente a
velocidade da reagdo e, consequentemente, a concentracao final dos produtos.

No entanto, no caso das rea¢des bioquimicas deve-se ressaltar que o fendmeno
descrito acima s6 € observado em um intervalo limitado, sendo que, para valores acima desta
faixa, a velocidade de reacdo comega a diminuir. A influéncia da temperatura na produgdo de
AH usando S. zooepidemicus também ocorre desta forma.

Estudos mostraram que, operando em temperaturas amenas (30 a 35 °C), a
concentracao final de 4cido hialurénico ¢ maior do que quando se conduz cultivos em valores
maiores ou menores do que da faixa 6tima. Porém, a massa molar média do produto final ndo
segue esta mesma tendéncia: o aumento na temperatura leva a diminui¢do na massa molar
(ARMSTRONG:; JOHNS, 1997).

Buscando solucionar esta questdo, Jagannath e Ramachandran (2010)
propuseram trabalhar com ciclos de temperatura: durante uma hora, o cultivo era feito a 37 °C;
em seguida, diminuia-se a temperatura at¢ 30 °C por uma hora; sendo que, logo depois,
trabalhava-se novamente com 37 °C e, assim, sucessivamente, até o final do cultivo.
Comparando os resultados com experimentos controle feitos a 30 e 37 °C, a concentracao final
de 4cido hialurénico foi de 2,57 gL' (no controle foram 2,10 e 2,15, respectivamente),
enquanto a massa molar média final atingida foi 2,7 MDa (comparando com os experimentos
controle de 2,1 e 2,9 MDa, respectivamente). A reducao na massa molar em relagao ao controle
de 37 °C ndo ¢ tdo significativa (menos de 7%), a0 mesmo tempo em que se observa um ganho

expressivo na concentracao (cerca de 20%).
2.3.2.4 Potencial hidrogenionico

O metabolismo de uma célula pode ser interpretado como um conjunto de
reagdes enzimaticas. Sabe-se que a velocidade de reagdes catalisadas por enzimas ¢
influenciada pelo pH, de tal forma que existe um valor de pH denominado “6timo” no qual a
velocidade sera maior. Neste contexto, espera-se 0 mesmo comportamento para bioprocessos

que envolvem células.
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Johns, Goh e Oeggerli (1994) estudaram o efeito que o pH tem na producdo
anaerobia de acido hialurénico com Streptococcus zooepidemicus. Em tal trabalho, os autores
concluiram que o pH ideal era 6,9, uma vez que, neste valor, foram obtidos os melhores dados
de rendimento, velocidade especifica maxima de crescimento, concentragdo e velocidade de
produgdo de acido hialuronico. No entanto, neste mesmo pH, foi observada uma velocidade alta
de produgao de lactato, que pode inibir a formacao de biomassa. Como alternativa para mitigar
os efeitos que este metabdlito pode ter, € possivel trabalhar com pH inferior a 6,9, pois para
valores mais altos, os parametros analisados diminuiam com mais intensidade.

Com relagdo a influéncia que o pH pode ter na massa molar média do 4cido
hialurénico, Armstrong e Johns (1997) concluiram que ela ¢ muito pequena, apesar de
concordarem que trabalhar com faixas de pH superiores a 7 aumenta o rendimento de AH.

O estresse gerado por um meio alcalino pode melhorar a producao microbiana
de acido hialurdnico. Liu et al. (2008) submeteram as células a estresse alcalino intermitente:
durante as primeiras 6 h de cultivo, o pH foi mantido em 7, depois disso, aumentou-se para 8,5
durante 1 h, para, em seguida, diminuir para 7 por 1 h. Este ciclo foi mantido até o fim do
cultivo de 16 h. Foi observado aumento na concentragao de acido hialuronico e acético, ao
mesmo tempo em que reduziu a de lactato e biomassa. Os autores atribuem este fato a redugao
da atividade da enzima lactato desidrogenase em paralelo ao aumento da atividade de acetato

quinase ¢ NADH oxidase.
2.4 MODELOS

Modelos sdo representagdes matematicas de um fendmeno fisico, quimico ou
biologico, que podem apresentar graus de complexidade diferentes. Neste contexto, Casti
(1997, p. 2) afirma que “o sentido de desenvolver modelos ¢ ser capaz de trazer um sentido de
ordem as experiéncias e observagdes, assim como fazer previsdes especificas sobre alguns
aspectos do mundo que se vivencia”.

Além de permitir realizar previsoes sobre fendmenos com facilidade, modelos,
dentro do contexto de Engenharia Quimica, permitem o desenvolvimento de sistemas de
controle de processos. No ramo da Engenharia Bioquimica, o uso desta ferramenta ¢
normalmente aplicado no controle da vazdo de alimentacdo em biorreatores tipo batelada
alimentada. Esta vazdo pode ser definida previamente, baseada nos resultados de simulagdes
ou entdo ser alterada ao longo do processo (COONEY et al., 1999).

Na Engenharia Bioquimica, os modelos de crescimento celular podem ser

classificados de acordo com o detalhamento da composi¢ao celular (modelos estruturados ou
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ndo) e com a heterogeneidade das mesmas, com relagdo ao tamanho, taxa de crescimento, idade

e estado metabolico (modelos segregados ou ndo) (BAILEY; OLLIS, 1986).
2.4.1 Modelos nao-estruturados

Os modelos nao-estruturados sao aqueles em que as mudangas que ocorrem na
composi¢do da biomassa sao ignoradas ou que nao tem influéncias significativas na cinética do
crescimento celular. Normalmente, estes modelos descrevem bem o comportamento observado
experimentalmente durante as fases exponencial e estacionaria do crescimento celular
(ESENER et al., 1982). No entanto, estes modelos ndo consideram aspectos do metabolismo da
célula estudada, apresentando, neste aspecto, uma visdo simplista de um processo
extremamente complexo.

Dentre as consideragdes dos modelos ndo-estruturados conhecidos, uma que ¢
utilizada com frequéncia ¢ a da “célula média”, que desconsidera a influéncia que as diferencas
de tamanho, taxa de crescimento e idade das células tém na cinética. O modelo mais famoso
que utiliza tal simplificagcdo € o hiperbolico proposto por Monod (1949). Este modelo baseia-
se no fato de que o metabolismo celular ¢ composto por uma série de reagdes, que, em sua
maioria, sdo catalisadas por enzimas. Portanto, ¢ natural concluir-se que algumas delas atuem
como etapas controladoras do crescimento do microrganismo. Supondo que estas reagdes sigam
a cinética de Michaelis-Menten, espera-se que uma equacao que relacione a concentragao de
substrato (Cs [gL']) com a velocidade especifica de crescimento celular (n [h!]) seja
semelhante a ela (SHULER; KARGI, 2002). A seguir encontra-se a Equacao (1) do modelo de
Monod:

1, Cs

—_—m > 1
U Ks + Cs (1)

Este modelo ¢ valido somente quando s6 existe uma fonte de carbono ¢ ela ¢ o
substrato limitante.

Outros modelos que também ndo consideram a heterogeneidade das células e
que devem ser citados sdo os de Moser, Tessier e Contois (SHULER; KARGI, 2002), mostradas

nas Equacdes (2) a (4), respectivamente.

_ HaCsT

p=p_(1-eks) 3)

)
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1, Cs

=__m > 4
KgxCx +Cg “

u

O modelo de Moser, que possui como parametros n (adimensional), pum € Ks, pode
ser compreendido como uma generalizagdo da equagdo de Monod. Porém, o parametro n nao
possui nenhum sentido fenomenolégico. J4 o modelo de Tessier, diferente dos demais, usa o
formato exponencial para descrever o crescimento celular, tendo por parAmetros um e K (g L.
Por fim, o modelo de Contois, cujos parametros sdo um e Ksx (g L!), também considera o efeito
da concentracdo celular na cinética (SHULER; KARGI, 2002).

Uma situacdo que pode ser observada em cultivos celulares ¢ a presenca de um
determinado produto ou substrato em excesso no meio reacional que diminui a velocidade de
crescimento especifica, ou seja, “inibindo” o metabolismo da célula. Alguns modelos ndo-
estruturados tentam prever este comportamento. No caso da inibi¢do por substrato, destaca-se

o modelo de Andrews (1968) mostrado na Equagdo (5) seguir:

_ 1, Cs
K + Cs + C3/Ks

m )

sendo Kis a constante de inibi¢do do substrato (g L™!).
Ja para casos em que existe inibicdo por produto, um modelo que merece
destaque ¢ o de Aiba, Shoda e Nagatani (1968), que propde uma modificagdo no modelo de

Monod, conforme pode ser observado a seguir:

1, Cs KinC
=__m > ~KpCp 6
M T ey (6)
em que Kip ¢ a constante de inibi¢do do produto (g L™!).
Ja para a cinética de formagdo de produto, um modelo ndo-estruturado muito
utilizado ¢ o proposto por Luedeking e Piret (1959). Nele, os autores estabelecem uma relacao
linear entre a velocidade de formagdo de produto especifica (up [h']) e a velocidade de

crescimento especifica, mostrada a seguir:

Hp =optp (7)

emquea(ggl)eP(gg! h')sio pardmetros de formagio de produto associado e ndo associado
ao crescimento, respectivamente.
Liu et al. (2008b) modelaram a produ¢do de AH em batelada (comum e

alimentada) por S. zooepidemicus WSH-24 usando modelos ndo-estruturados. A cinética para
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crescimento celular escolhida pelos autores foi a de inibicdo ndo-competitiva pelo substrato
juntamente com inibicao por lactato. Além disso, os autores afirmaram que o lactato também
inibe a produgdo de 4acido hialurdénico e do proprio lactato. Por conta disto, foram feitas
altera¢des no modelo de Luedeking-Piret. Nas Equagdes (8) a (12) encontram-se as equagdes

do modelo desenvolvido pelos autores.

].,lmCs 1
H= 2K 1+ Cro/K ®
KS + CS + CS/KIS Lac ILac
dCy
—X —uC 9
dt ulx )]
dCun OAH
= C 10
dt 1+ Cpaet/Kan Hx (19)
dCLact OLac
= C 11
dt 1+ CLact/ I<Lac Hx ( )
dC 1 dC 1 dC 1 dC
S _ X_ AH_ Lact_IneCX (12)
dt Yx /S dt Y ann /S dt YLact /S dt

sendo Kirac a constante de inibi¢o por lactato no crescimento celular (g L), ai 0 parametro de
formacdo do produto i (g g™!), Kan a constante de inibicdo de lactato na formacdo de AH, Kpact
a constante de inibicdo de lactato na sua formagdo e Yj; o coeficiente de rendimento de i em
relacdo aj (gi gi'').

Don e Shoparwe (2010) estudaram a cinética de crescimento celular de S.
zooepidemicus e verificaram que a inibicdo pelo substrato afeta o crescimento do
microrganismo. Neste trabalho, os autores também buscaram identificar qual modelo cinético

que descreve este fenomeno. No caso, foi 0 modelo de Han e Levenspiel (1988), mostrado na

w(-g)
L=y C;

em que m (adimensional), n (adimensional) e C; (g L") sdo parametros do modelo de Han e

Equagao (13):

Cs
Cs +Kg(1 = Cs/C3)"

(13)

Levenspiel sem significado fisico.

Deve-se ressaltar que este ¢ um modelo de 5 parametros e que os autores
conseguiram resultados muito similares utilizando modelos de apenas 3 parametros (inibicao
de substrato ndo-competitiva e tipo Tessier, mostrada na Equacdo (14)). Dessa forma, pelo

principio da parcimonia, ¢ recomendavel o uso destes tltimos modelos.
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- exp(—g—;)—exp (—E—Z)] (14)

2.4.2 Modelos estruturados

Nas situagdes em que mudangas na célula, associadas a mecanismos adaptativos,
possuem a mesma ordem de grandeza que as condigdes ambientais, devem-se usar modelos
estruturados. Tais modelos, que usam mais de uma variavel para descrever a atividade celular,
consideram o estado fisioldgico do organismo e o expressam como uma fungao do tempo. Desta
forma, o seu uso permite avaliar a quantidade e a qualidade das células (ESENER et al., 1982).

No desenvolvimento de modelos estruturados, deve-se selecionar algumas
variaveis que descrevem o estado fisiologico da célula, como DNA, RNA, contetido proteico e
carboidratos, que devem ser medidos experimentalmente. Porém, informagdes como tamanho
da célula e resisténcias difusionais ndo podem ser obtidos a partir de tais variaveis. Assim,
outros parametros também devem ser incluidos para que o modelo seja confiavel e se obtenha
boas previsdes, no entanto, isto resultaria em um modelo muito complexo (ESENER et al.,
1982).

Por conta disto, surgem os modelos compartimentados, que consideram de duas
a quatro variaveis relativas a atividade celular, podendo ser considerados extensdes dos
modelos ndo-estruturados. O primeiro modelo compartimentado que se tem conhecimento ¢ o
de Williams (1967). Nele, o autor considera apenas dois compartimentos: um deles compreende
a porcao genético-estrutural da célula (G), enquanto que o outro, a por¢do sintética (S). O
compartimento S consome o substrato que esta no meio exterior a célula, ao mesmo tempo em
que “alimenta” G. Uma vantagem do uso deste modelo ¢ que ele consegue descrever bem a fase
lag do crescimento celular.

O uso de modelos estruturados para descrever o crescimento de S. zooepidemicus
e a producdo de 4cido hialurénico ndo ¢ comum. O unico trabalho encontrado foi o de Cooney
et al. (1999), que usa um modelo baseado em dois compartimentos. Nele, os autores testam
duas condigdes de cultivo diferentes: cultivo aerdbico e anaerdbico. Apods determinar os
parametros do modelo para ambos os casos, foram feitos novos cultivos, com o objetivo de
validar os modelos. Para ambos os cultivos, o modelo conseguiu descrever bem os dados
experimentais.

Para testar mais ainda o modelo, foram realizados experimentos em batelada

alimentada em que a vazao da fonte de nitrogénio (no caso, extrato de levedura) era controlada
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pelo modelo desenvolvido. Numa primeira tentativa, o sistema de controle desenvolvido
comecou a aumentar a vazao até que ela ultrapassou o limite méximo estimulado. Acredita-se
que isto aconteceu pelo sistema tratar uma fonte complexa como definida, ou seja, sem definir
a composi¢do do extrato de levedura. A partir do momento que os autores quantificaram os
aminoacidos presentes no extrato de levedura, o sistema de controle desenvolvido conseguiu

controlar melhor a vazao de alimentacdo (COONEY et al., 1999).
2.4.3 Modelos estequiométricos

Define-se um sistema como sendo um grupo de componentes que interagem
entre si, formando uma unidade funcional. Dentro deste contexto, a Biologia de Sistemas ¢ a
area da Ciéncia que investiga como as interagdes entre os componentes biologicos afetam a
funcionalidade do sistema estudado (SNOEP; WESTERHOFF, 2005).

Como células possuem a habilidade de adaptar suas caracteristicas de acordo
com as condi¢des do ambiente em que elas se encontram, as interagdes entre os componentes
da célula variam muito e sdo, tipicamente, nao-lineares (SNOEP; WESTERHOFF, 2005).

A Biologia de Sistemas permite que seja feita uma abordagem holistica no
entendimento de como a célula funciona e como fatores externos a ela podem alterar seu
funcionamento. Por conta disto, ¢ uma Ciéncia multidisciplinar que engloba Biologia, Ciéncias
da Computagdo, Engenharia, Bioinformatica, entre outras (WESTERHOFF; ALBERGHINA,
2005).

Uma aplicagdo particularmente interessante da Biologia de Sistemas sdo os
modelos metabdlicos de escala gendmica. A construg¢do de tais modelos pode ser dispendiosa
por necessitar de informagdes do genoma e do fenotipo da célula estudada, além de como a
primeira influencia a segunda. Porém, todo esfor¢o ¢ recompensado com um modelo que
compreende a maioria das reagdes que ocorrem na célula (LIU et al., 2010). No caso especifico
da Engenharia, o conhecimento de tais informacdes facilita no desenvolvimento de
bioprocessos e de estratégias de controle deles.

Modelos de escala gendmica sdo essencialmente representagoes
estequiométricas das reagdes mais importantes que podem ocorrer no metabolismo da célula.
Uma hipdtese muito importante feita nestes modelos € que todos os metabolitos internos e
externos se encontram em estado estacionario. Esta hipdtese ¢ feita para que, no balango
material, o termo relacionado ao acimulo (que ¢ normalmente expressado na forma da derivada
da massa do componente em relacdo ao tempo) seja igual a zero (LIU et al., 2010). Dessa forma,

a representacdo matematica destes modelos ¢ feita da seguinte forma (Equacao 15):
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Sv=0 (14)

em que S ¢ a matriz de coeficientes ¢ v € o vetor posi¢do que representa o fluxo de uma
determinada reagao.

A Analise de Balango de Fluxo (do inglés, “Flux Balance Analysis” ou FBA) ¢é
uma técnica que utiliza modelos de escala genomica. Através dela, consegue-se obter com
facilidade relagdes quantitativas que modelam a velocidade de consumo de nutrientes com a de
formacdo de produto e crescimento celular. Normalmente, sdo criadas restrigdes relacionadas
aos fluxos de entrada de diferentes substincias, determina-se uma fun¢do objetivo (a mais
comum de ser utilizada ¢ a maximizagao da formagao de biomassa) e, por meio de Programagao
Linear (um método de otimiza¢do), a melhor solu¢do ¢ obtida (LIU et al., 2010; ORTH;
THIELE; PALSSON, 2010). J& existem hoje muitos softwares que realizam este tipo de analise,
como OptFlux (ROCHA et al.,, 2010), CellNetAnalyzer (KLAMT; SAEZ-RODRIGUEZ;
GILLES, 2007) e Systems Biology Research Tool (WRIGHT; WAGNER, 2008).

Atualmente, muitos avancgos foram feitos a respeito do metabolismo celular com
o uso de modelos estequiométricos. Além disso, estes modelos podem auxiliar no
desenvolvimento de cepas mutantes mais eficientes. Um bom exemplo desta aplicacdo foi a
constru¢do de uma cepa de Pseudomonas putida para a producao de polihidroalcanoatos, um
biopolimero biodegradavel com propriedades termoplésticas. Por meio da adi¢ao do gene ackA
de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, a cepa foi capaz de resistir ao estresse
anaerdobio por um periodo maior (SOHN et al., 2010).

Chong e Nielsen (2003) desenvolveram um modelo estequiométrico do S.
zooepidemicus. No entanto, este modelo s6 compreendia as vias da glicolise, pentose fosfato e
produgdo de AH, lactato, acetato, etanol e formato, ou seja, apenas 33 reacdes e 54 metabolitos.
Apesar de mais limitado, algumas conclusdes ja puderam ser tiradas a partir das simulagdes
usando este modelo, como que a produ¢do de AH ndo ¢ limitada pela disponibilidade de energia
na célula em condi¢bes normais de cultivo.

Outras técnicas que utilizam estes modelos sdo Andlise de Variabilidade de
Fluxo (“Flux Variability Analysis” ou FVA), utilizada para calcular possiveis variagdes em cada
fluxo de reagdo e Analise de Acoplamento de Fluxo (“Flux Coupling Analysis” ou FCA), cuja
funcao ¢ elucidar possiveis correlagdes entre diferentes fluxos (LIU et al., 2010).

Foram encontrados trés modelos de escala gendmica para Streptococcus

zooepidemicus: BMID000000141620, BMID000000142049 ¢ BMID000000142687 (CHELLIAH
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et al.,, 2015). Na Tabela 2 encontram-se algumas informagdes a respeito destes modelos, como

numero de reagdes, metabolitos e genes.

Tabela 2. Informagdes a respeito dos trés modelos de escala genomica encontrados no
Biomodels Database.

Quantidade de reacoes Quantidade de  Quantidade de
Modelo 1
Internas Transporte metabolitos genes
BMID000000141620 1287 0 635 670
BMID000000142049 1244 0 615 650
BMID000000142687 1207 0 587 622

Fonte: Chelliah et al. (2015).

Estes trés modelos foram gerados automaticamente através de sequéncias do genoma
de trés diferentes cepas de S. zooepidemicus, porém nenhum deles foi curado manualmente. Nao foi

encontrado nenhum trabalho na literatura que utilizou qualquer um destes modelos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MICRORGANISMO

O microrganismo selecionado (Streptococcus equi subespécie zooepidemicus
ATTC 39920), adquirido da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA),
foi mantido a -80 °C em ampolas com meio contendo 20% (m/m) de glicerol, gentilmente

cedido pelo Laboratorio de Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos — FEQ/UNICAMP.
3.2 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura era composto por glicose e peptona de soja, da marca Kerry.

Na Tabela 3 encontra-se a composi¢ao de aminoacidos livres e totais, fornecido pelo fabricante.

Tabela 3. Composi¢ao dos aminoacidos da peptona de soja fornecida pelo fabricante.

Aminoécido Total (mg g™ Livre (mg g™)
Alanina 23,0 3,1
Arginina 37,0 8,9
Asparagina 0 34
Aspartato 7,4 5,1
Cisteina 1,0 0,2
Fenilalanina 26,0 2,4
Glicina 22,0 2,8
Glutamato 123,0 5,3
Glutamina 3,3 3,3
Histidina 13,0 1,3
Isoleucina 20,0 0,3
Leucina 38,0 8,1
Lisina 39,0 6,8
Metionina 5,0 0,3
Prolina 29,0 0,0
Serina 32,0 5,5
Tirosina 18,0 0,0
Treonina 22,0 2,5
Triptofano 0 2,1
Valina 22,0 1,0
Fonte: Kerry.

Foram realizados dois cultivos: A e B. Em todos eles a concentracao de peptona
de soja utilizada, tanto no biorreator como no inéculo e pré-indculo, foi de 113 gL', No
entanto, a concentragao de glicose foi diferente em algumas etapas. Na Tabela 4 encontram-se

detalhadas as concentracdes de glicose nos cultivos A e B.
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Tabela 4. Concentragdes de glicose de cada uma das etapas dos cultivos A e B.
Cglicose (g L-l)

Cultivo Pré-indculo Inéculo Biorreator
A 25 25 70
B 70 70 70

3.3 PRE-INOCULO E INOCULO

Uma aliquota de 150 pL. de uma ampola previamente descongelada foi espalhada
em placas de Petri contendo peptona de soja (67 gL') e 4gar (30 gL') (BENEDINI;
SANTANA, 2013). Em seguida, foram incubadas durante 24 h em temperatura de 37 °C.

Na etapa de preparacao de inoculo, todas as colonias da placa foram transferidas
para erlenmeyer de 50 mL, contendo 25 mL meio de cultura previamente esterilizado, cuja
composi¢do esta descrita na Tabela 4. Estes frascos foram incubados em shakers em 37 °C e
150 rpm por 12 h. Passado este tempo, 10% do volume do frasco foi transferido para um
erlenmeyer de 250 mL, contendo o mesmo meio de cultura previamente esterilizado, que foi
mantido em shaker por 6 h, nas mesmas condi¢des anteriores. Garantiu-se que o microrganismo

estava na fase exponencial do crescimento celular nas etapas de aumento de escala.
3.4 CULTIVOS EM BIORREATOR

O contetido do erlenmeyer de 250 mL foi transferido para o biorreator. Os
cultivos foram feitos em batelada com volume reacional de 2,5 L. O aparato experimental
consistia em um biorreator tipo tanque agitado de 5 L, um computador e equipamentos de
controle e aquisicao de dados online, conforme mostra a Figura 3.

Para monitoramento e controle do biorreator foi utilizado o software
SUPERSYS HCDC® (HORTA et al., 2014). A comunicagdo entre o computador e os
instrumentos de medida foi feita utilizando compact Field Point (cFP) da empresa National
Instruments. Também foi usado inversor de fases para controlar a agitacdo por meio do
cFP/computador, transmissor de pH (GLI Pro) com aquisi¢ao via cFP, pHmetro Redox (3100-
32-Pt1000, Mettler Toledo), transmissor de concentracao de oxigénio dissolvido (CE-O2 4050,
Mettler Toledo) por meio do cFP com transmissdo analdgica, sensor amperométrico de
oxigénio dissolvido (InPRO 6800, Mettler Toledo), analisador de gases (Sick/ MAIHAK S710)
com aquisi¢do analdgica via cFP, bomba de base (NaOH 40% m/m) (Masterflex) com controle
on/off por meio da comunicagdo computador/cFP, dois fluxometros de massa (GFC —
AALBORG) para fornecimento de ar e oxigénio puro (ambos eram controlados remotamente

via computador/cFP), filtro de ar (Sartofluor 0,20 um, Sartorius), banho térmico controlado por
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meio de interface NOVUS e termopar com aquisicdo via cFP. O tempo de aquisi¢ao destes
equipamentos foi de 200 ms. Também foi utilizado um sensor de biomassa (Incyte Unit DN12-
320, Hamilton), que lia dados de permissividade e condutividade, com tempo de aquisi¢ao de

2 min. Todos os dados coletados foram salvos em intervalos de 10 s.

Figura 3. Representacdo grafica do aparato experimental utilizado nos cultivos de
Streptococcus zooepidemicus, composto por biorreator, linhas de gas e equipamentos usados
para a aquisi¢ao de dados e controle.
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Fonte: Adaptado de Sargo (2011) e Campani et al. (2016).

Os setpoints de temperatura, pH e concentragao de oxigénio dissolvido foram de
37 °C, 7 e 90% da saturacdo, respectivamente. A elevada concentracao de oxigénio foi adotada
baseada na hipdtese de que o estresse gerado pelo excesso de oxigénio no meio era responsavel
pela producao de acido hialurénico.

Foram retiradas amostras ao longo do cultivo para analisar concentragao celular,

lactato, acetato, glicose e AH, além de densidade dptica em 600 nm (DOgoo).
3.5 SEPARACAO E PURIFICACAO DE ACIDO HIALURONICO

A amostra de caldo foi centrifugada durante 20 min, adicionando-se etanol ao
sobrenadante na razao volumétrica etanol: sobrenadante 1,5:1. A mistura foi mantida, durante
1 h, a4 °C e, em seguida, centrifugada para precipitar o acido hialuronico (PIRES; SANTANA,
2010). Ao corpo de fundo da centrifugacdo adicionou-se cloreto de s6dio (0,15 mol L) para
ressolubilizagdo. A esta nova solucdo, repetiu-se o processo descrito anteriormente mais duas

vezes (PIRES; SANTANA, 2010).



35

3.6 METODOS ANALITICOS

Para quantificar a concentragdo celular, o corpo de fundo da amostra de caldo
foi lavado e centrifugado mais duas vezes usando agua deionizada. Em seguida, determinou-se
a concentracdo de células pelo método da massa seca.

Para analisar as concentragdes dos metabolitos, as amostras foram filtradas com
membranas com tamanho de poro de 0,2 um. Em seguida, realizou-se cromatografia liquida de
alta eficiéncia de troca i6nica usando 20 pL do filtrado e uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) de dimensdes 7,8 x 300 mm. A fase moével utilizada era composta
por 4cido sulfarico (5 mmol L) numa vazdo de 0,6 mL min”!, a temperatura de 65 °C
(CHONG; NIELSEN, 2003b).

A andlise de carboidratos foi realizada também em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com uma coluna SugarPak I (300 x 6,5 mm), com agua ultrapura como fase
médvel numa vazio de 0,6 mL min™ a 80 °C. Todas as amostras foram previamente filtradas em
filtros Sep-Pak C18 (Waters) e de membranas com poros de 0,20 um (MILESSI et al., 2016).

A concentragdo de acido hialurénico foi determinada por turbidimetria
(500 nm), de acordo com o método elaborado por Chen e Wang (2009). Como padrao foi
utilizado hialuronato de s6dio adquirido de Genzyme Corporation (Cambridge, MA, EUA).

3.7 PROCEDIMENTOS MATEMATICOS

Neste trabalho, todos os cultivos em biorreator foram realizados em batelada. Além

disso, eles foram considerados isotérmicos, homogéneos e com pH constante.
3.7.1 Balanco de carbono

O balango de carbono considera o numero total de C-mols de células, agucares,
acidos organicos (lactato e acetato), gas carbonico, aminoéacidos e 4cido hialurénico em um
determinado momento, comparando-o com a quantidade de C-mol no inicio do cultivo. Dessa

forma, utilizou-se a Equagao (16) para calcular a recuperagao de carbono naquele momento.

N; (D)

Ri(®= 2iNi(t=0)

(16)
em que Ri(t) € a recuperacdo de carbono do componente i no tempo t (%); Ni(t) € a quantidade
de C-mol de carbono presente no componente i no tempo t (C-mol); e ZiNj(t = 0), a quantidade

total de C-mol de carbono disponivel no inicio do cultivo (C-mol).
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A quantidade de C-mol de carbono para os componentes da fase liquida (célula,
acucares, lactato, acetato, aminodcidos e AH) foi estimada pela Equagdo (17), mostrada a

seguir:

GV
MM,

N;(1) = (17)

em que Ci é a concentragdo de i no tempo ¢ (g L!); V, volume do reator (L) e MM;, a massa
molar de i (g C-mol™).

Como as medidas de gas carbonico sdo feitas online na forma de fragdo da
corrente gasosa efluente do biorreator, o calculo da quantidade de C-mol deve ser feito de outra

maneira, representado pela Equagoes (18) e (19).

Neoa(®) = j fida gy (18)

saida

salda saidasaida
Ncoz = C02Q

RTsalda (1 9)

sendo Q%% 3 vazio volumétrica de gases efluente do biorreator (L min™), R a constante dos
gases ideais (0,082 L atm K™' mol™), a3 a vazdo molar de CO2 (mol L), P% g pressdo
(atm) e T*%% 3 temperatura (K), todas aferidas na saida no biorreator.

Na Tabela 5 encontram-se os valores utilizados de massa molar. Para o calculo

da massa molar da célula, foi utilizada a formula minima média da célula de bactérias

CiHi,666N0,2700,27, considerando 8,0% de cinzas (SHULER; KARGI, 2002).

Tabela 5. Valores utilizados de massa molar dos componentes em g C-mol™.

Componente MM Componente MM Componente MM
(g C-mol™) (g C-mol™) (g C-mol ™)

Célula! 20,05 Cisteina 40,38 Metionina 29,84
Glicose 30,03 Glutamato 29,43 Prolina 23,03
AH 27,09 Glutamina 29,23 Serina 35,03
Lactato 30,03 Glicina 37,53 Treonina 29,78
Acetato 29,52 Fenilalanina 18,35 Triptofano 18,57
Alanina 29,70 Histidina 25,86 Tirosina 20,13
Arginina 29,03 Isoleucina 21,86 Valina 23,43
Asparagina 33,03 Leucina 21,86 - -

Aspartato 33,28 Lisina 24,37 - -

! J4 foi descontado o valor referente aos 8,0% de cinzas.
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3.7.2 Balanco de massa

A equacdo geral do balango material de um volume de controle do componente
i envolve a massa acumulada, as vazoes de entrada ¢ saida, o volume ¢ a velocidade de reagao,

de consumo ou produgdo, conforme esta disposta na Equacao (20).

dm; .
. d . said
dtl — ?ntra a _ iSal a :l: er (20)

em que m; (g) é massa de i no volume de controle; ty; (g h''), vazio massica de i; ri (g L' h'!)
velocidade de reacdo volumétrica e V (L), volume.

No caso particular de um biorreator operando em batelada, sabe-se que a fase
liquida ¢ modelada de maneira diferente da fase gasosa. Para a fase liquida, considerando que
ndo existe entrada ou saida dos componentes presentes nela (como biomassa, substratos e
produtos) e que seu volume ¢ constante, obtém-se a Equagao (21).

% =+ (21)

Ja a fase gasosa, considera-se que ela opera em regime permanente sem acumulo
de nenhum dos gases (O2, CO2 e N>). Portanto, o balango material em base molar para estes

componentes €:

0= hg:ntrada _ I-lisalda + I'iV (22)

sendo n; (mol h™!) a vazio molar de i.
Neste trabalho considerou-se a velocidade volumétrica de formagado de produtos

como sendo positiva, enquanto que a de consumo de substratos, negativa.
3.7.2.1 Calculo da velocidade especifica de crescimento celular maxima

Para quantificar a taxa de crescimento celular ¢ comum utilizar a definigao de
velocidade especifica de crescimento (p (h')), cuja representagio matematica encontra-se na
Equacdo (23) (SHULER; KARGI, 2002).

8]

i Cx (23)

Realizando manipulagdes algébricas na Equagdo (23) e substituindo o resultado
na equacao do balango material para biomassa, obtido através da Equagdo (21), obtém-se a

Equacgao (24):



38

dCx
== 24
dt uCx (24)

Durante a fase exponencial do crescimento celular, ¢ sabido que as células
crescem a uma velocidade especifica de crescimento constante méaxima, ou seja, 1L = [max.
Portanto, a Equagdo (24), nesta fase do crescimento, torna-se:

dCx

dt - uméxCX (25)

Sabe-se que no tempo inicial (t = to), a concentracao de células ¢ CXo. Dessa
forma, resolvendo a Equacgdo Diferencial Ordinaria (25) e aplicando esta condig¢do inicial
(CX(t =t9) = CXp), obtém-se uma relagdo linear entre In Cx e (t — to), mostrada na Equagado
(26). Realizando-se uma regressao linear com os dados do logaritmo natural de concentra¢dao

celular e de tempo foi possivel obter a velocidade especifica de crescimento maxima.

In CX = umé.x (t - to) + In CXO (26)

3.7.2.2 Calculo dos fatores de rendimento

Sabe-se que o coeficiente de rendimento de um componente i em relagdo a um
componente j (Yi;) € definido como a razdo entre as velocidades volumétricas de i em relacdo
a velocidade de j, conforme mostra a Equagao (27).

1§

Yij=o 27)
]

No entanto, no caso especifico de i e j ser biomassa € um substrato S (como a
glicose), respectivamente, e de se analisar dados retirados da fase exponencial do crescimento

celular, a Equacao (27) pode ser reescrita na forma da Equacao (28).

CX - CXO

Yy/ = ———— 28
X/ T G = Cy (28)

Rearranjando a Equagdo (28), ¢ possivel obter uma relacdo linear, mostrada na

Equacao (29).

(Cx — Cxo) = Yx/s(Cgp — Cs) (29)



39

Analogamente para o caso de i ser um produto P e j, biomassa, encontra-se uma
relacdo linear para calculo de Yp/x (Equagdo (30). Por meio de regressao linear, determinou-se

o valor dos coeficientes de rendimento.
(Cp — Cpo) = Ypx(Cp — Cpp) (30)

3.7.2.3 Célculo dos fluxos dos componentes

Define-se fluxos de um componente i (Ji) como sendo a razado entre a velocidade
volumétrica deste componente e a concentracao celular (STEPHANOPOULOS; ARISTIDOU;
NIELSEN, 1998), como mostra a Equagdo (31).

J = =
i~ Cx (31

Como a propria modelagem de cada fase do biorreator ¢ feita de forma diferente,

¢ natural que o célculo do fluxo dos componentes de cada fase seja feito de maneira diferente.

Deve-se destacar que a unidade de fluxo ¢ mmol g h'!. Dessa forma, todos os valores obtidos

foram convertidos para satisfazer esta condicao.
3.7.2.3.1 Componentes da fase liquida

No caso do fluxo de biomassa, em cultivos realizados em batelada, durante a
fase exponencial, ele ¢ definido como igual a pumax (SAUER et al., 1999). Para o calculo do
fluxo dos demais componentes da fase liquida, ¢ preciso realizar algumas manipulagdes
algébricas na Equagao (31).

Conforme ja foi mostrado, o coeficiente de rendimento de biomassa em relagao
a um substrato S ¢ a razdo entre a velocidade volumétrica de reagcdo destes dois componentes.
Ao dividir o denominador ¢ o numerador desta razao pela concentracao celular, obtém-se a

Equacdo (32) (SAUER et al., 1999).

rx/Cx

=2 72 32
X/S rS/CX ( )

Usando a definicao de fluxo da Equagdo (31) juntamente com a Equacao (32) ¢
possivel escrever Yx/s como a razao entre o fluxo de biomassa e o de substrato (SAUER et al.,
1999). Realizando manipulagdes matematicas, obtém-se a Equagao (33), que foi utilizada para

calcular o fluxo de glicose e aminoacidos.
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Ix

J =
5 Yx/s

(33)

Realizando o mesmo procedimento, porém desta vez com o coeficiente Yp/x, foi
obtida a Equagao (34) usada para calcular o fluxo de lactato, aceto e 4cido hialurénico (SAUER

et al., 1999).

Jp = YP/XJX (34)

3.7.2.3.2 Componentes da fase gasosa

Para o célculo dos fluxos dos componentes da fase gasosa (O2 e CO.), manipula-
se a Equacdo (22) de maneira que se obtém uma relagdo para calcular a velocidade volumétrica

do componente i da fase gasosa. No caso do gas carbonico, obtém-se a Equacao (35).

- saida __ - entrada
_ Nco2 C02 (35)
Tcox = %

Substituindo a Equagao (35) em (31) e rearranjando-a, obtém-se

ﬁsaida __ sentrada

CO2 CO2

Jeoz = A (36)
X

Logo, o fluxo de gas carbonico pode ser escrito como:

. saida . entrada
Ncoz — Ncoz (37)

Jeon =
myx

em que mx ¢ a massa de células contidas no biorreator.
Manipulando a Equacao (37), obtém-se uma relacdo linear entre massa de
células e vazao molar de CO; produzida no cultivo em que o fluxo de producdo de CO2 ¢ o

coeficiente angular desta relacdo, que se encontra na Equacao (38).

. saida . entrada__
Ncoy —Ncoz  =JcoaMx (38)

Analogamente, obtém-se uma relacdo para o calculo do fluxo de oxigénio
consumido, mostrado na Equac¢ao (39). Por meio de regressao linear, os fluxos dos componentes

da fase gasosa do biorreator foram calculados.

. entrada . saida__
Ngy  — Mgy =Jopmx (39)
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As vazodes molares de CO; produzido e de O consumido foram calculadas como

sendo a diferenca entre as vazdes de saida e entrada de cada um dos componentes.
3.8 MODELAGEM CINETICA E AJUSTE DE PARAMETROS

Foi desenvolvido um modelo cinético que considerava 2 substratos (glicose ¢
lactato) e 2 produtos (dcido hialurdnico e acetato). Mais especificamente, assumiu-se que
acetato poderia ser formado a partir do consumo de glicose e lactato, no entanto, o acido
hialurénico s6 poderia ser formado a partir do consumo de glicose. Além disso, o consumo de
ambos os substratos poderia ser convertido em biomassa. A escolha de tais hipoteses foi
baseada em relatos da literatura e nos dados experimentais obtidos. Foi considerado também
que as fontes de carbono eram os Uinicos substratos limitantes.

Com relagdo a cinética, foi proposto que tanto o lactato como a glicose possuiam
efeitos inibitdrios sobre o crescimento. Portanto, para a velocidade especifica de crescimento
relacionada ao consumo de lactato foi utilizada o modelo de Andrews e, para a glicose, foi
assumido um modelo misto de inibi¢ao por lactato juntamente com o modelo de Andrews para
inibicdo do substrato. Assumiu-se que a formacdao de todos os produtos era associada ao
crescimento, baseado nos dados experimentais.

A partir das hipoteses anteriores, obteve-se as Equagdes (40) a (46).

n_ Caii 1
K 1: - 2lc 1+ C K (40)
Ks + Caiic + Céiie/Kiciic Lact/ KiLact,G
B Chact
My = m acz (41)
KLact + CLact + CLact/ KILact
dC
= (o +m)Cx (42)
t
dCaic < 1 OlA OAc,1 >
= - + + ), C 43
dt Yx/ciic  Yanscic  YAc/Glic Hix 43)
dCLact < 1 Oac.2 >
—_ 4 e C 44
dt YX/Lact YAc/ Lact l’lz X ( )
dCug
dt - = U‘AHHICX (45)
dC,,
T (il + aacam,)Cx (46)

sendo Ci a concentragdo de i (gL!), u a velocidade especifica de crescimento (h™), pum

pardmetro cinético de velocidade especifica de crescimento (h™), Kaiic a constante de saturagio
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de glicose, Kpract a constante de saturagdo de lactato (g L), Kiraet @ constante de inibicdo de
lactato no crescimento celular a partir de glicose (g L™!), Kiract a constante de inibi¢do de lactato
no crescimento celular a partir de lactato (g L), oi a constante de formagio de i associada ao
crescimento (g g!) e Yi; o coeficiente de rendimento de i em relagdo aj (g g ™).

Deve-se destacar que o modelo cinético desenvolvido ndo compreende os efeitos
de qualquer outro nutriente presente na peptona de soja usada.

O sistema de equacgdes foi resolvido utilizando a funcao ode23s da biblioteca do
Matlab®. Para o ajuste dos pardmetros do modelo, utilizou-se um algoritmo desenvolvido
internamente de Otimizacdo por Enxame de Particulas (em inglés, “Particle Swarm

Optimization” ou PSO). A fungao-objetivo (fobj) selecionada foi:

fobj = X'X 47)

sendo X o vetor do resultado da diferenca entre a concentracao de todas as espécies analisadas
experimentais e a simulada pelo modelo. Vale destacar que a Equagdo (47) € a representacao
vetorial dos minimos quadrados.

E preciso destacar que as concentragdes iniciais de todos as espécies foram

tratadas como parametros adicionais do modelo
3.9 ESTUDOS IN SILICO
3.9.1 Selecao do modelo base para modificacoes

Foram selecionados quatro modelos de escala genomica de diferentes bactérias
laticas como candidatos para serem a base para a constru¢ao do modelo para Streptococcus
zooepidemicus: Lactococcus lactis cremoris MG1363 (FLAHAUT et al., 2013), Streptococcus
pneumoniae R6 (ainda em desenvolvimento), Streptococcus pyogenes NZ131 sorotipo M49
(LEVERING et al., 2016) e Streptococcus thermophilus LMG18311 (PASTINK et al., 2009).

Foram levantados alguns critérios para auxiliar na escolha do modelo mais
adequado: quantidade de genes e reacdes catalisadas por enzimas j4 identificadas, capacidade
de produzir a enzima hialuronato sintase e semelhanca de vias metabolicas (carbono central,
produgdo e consumo de aminodcidos). Como a composi¢ao da parede celular pode variar se o
microrganismo ¢ patégeno ou ndo, outro critério utilizado foi a patogenicidade do
microrganismo candidato. O microrganismo selecionado foi o que for mais semelhante ao

Streptococcus zooepidemicus.
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3.9.2 Alteracoes no modelo

Para definir as alteracdes feitas no modelo comparou-se as vias metabolicas do
carbono central, de consumo e producdo de aminoacidos presentes no modelo do
microrganismo selecionado e as vias previstas em S. zooepidemicus na base de dados MetaCyc
(CASPI et al., 2014). Para minimizar as modificacdes feitas no modelo foram apenas
adicionadas as vias previstas no MetaCyc com evidéncias genéticas de ocorrerem.

Nao foram encontradas muitas referéncias na literatura a respeito de
representacdo de reacdes de polimerizagdo em modelos de escala gendmica. Dreyfuss et al.
(2013) citam que existem duas alternativas: para um polimero cujo mondmero se repete n vezes,
¢ possivel criar n reagdes no modelo ou unir todas elas em apenas uma. A primeira alternativa
se torna inviavel pois o monomero do acido hialurénico pode se repetir mais de duas mil vezes
quando a massa molar ¢ superior a I MDa. Ja a segunda alternativa também se torna invidvel,
uma vez que € comum que nem todas as moléculas de &cido hialurdnico produzidas possuem o
mesmo tamanho de cadeia. Diante disto, optou-se por nao adicionar a reagdo de formagao de
acido hialurdnico.

Uma estratégia comum de ser encontrada na literatura quando se deseja estudar
a produ¢do de um biopolimero com modelos de escala gendmica ¢ através dos fluxos de
formagdo dos monomeros. Por conta disto, mediu-se a producao de acido hialuronico através

dos fluxos de 4acido D-glicuronico e N-acetilglicosamina.
3.9.3 Validacido do modelo

A validagao do modelo de escala gendmica desenvolvido foi feito por meio da
comparacao entre os fluxos calculados experimentalmente e valores simulados. Para obter tais
dados simulados foi utilizado o software OptFlux 3.3.5. Em todas as simula¢des realizadas, a
funcao-objetivo selecionada foi a maximizagdo da reacdo da biomassa utilizando o método
pFBA (“parsimonious Flux Balance Analysis”). Como restri¢do ambiental, foi utilizado o fluxo

de biomassa experimental.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CULTIVOS EM BIORREATOR

Ao longo do cultivo foi medida a densidade dOptica e massa seca. Sabe-se que
estas duas varidveis podem ser correlacionadas, conforme mostra a Figura 4. Nela nota-se que
a concentragdo celular em massa seca varia linearmente com a densidade optica. Portanto,
ajustando uma reta, obtém-se a Equacdo (48), em que R?=0,953. Vale destacar que esta

correlagdo so € valida para a fase exponencial do cultivo.

Figura 4. Correlagdo entre concentragao celular em massa seca (Cx) e densidade Optica a
600 nm (DOegoo) do cultivo A.
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Fonte: Acervo pessoal.

Cx = (0,34 £0,03)DOgy0 + (2 1) (47)

Na Figura 5, encontram-se os perfis de concentracdo de biomassa, glicose, acido
hialurdnico, lactato e acetato para o cultivo A. Nota-se que a ocorréncia de 3 fases distintas. Na
primeira fase (de 0 a 7 h) observa-se crescimento celular sem consumo significativo de glicose.
Provavelmente nesta fase, o crescimento foi suportado por aminoacidos ou outros nutrientes da
peptona. Ja na segunda fase (de 7 a 20 h), o consumo de glicose ja ¢ significativo, porém sem
crescimento e com formacdo intensa de lactato. Acredita-se que esta segunda fase seja de
adaptagdo, uma vez que houve uma mudanga brusca de concentrag@o de glicose: no pré-inoculo
e indculo, a concentragdo de glicose era 25 g L™, enquanto, no biorreator, a concentragdo era

70 g L', Por fim, a terceira fase (de 20 a 32 h) foi caracterizada pela retomada do crescimento
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celular aliado ao consumo simultaneo de lactato e glicose, além da alta produgdo de acido

hialurénico e acetato.

Figura 5. Concentragiao de biomassa, AH, glicose, lactato e acetato em fungdo do tempo do
cultivo A.
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Fonte: Acervo pessoal.

Ao analisar a concentracao de acido latico em fungao do tempo, nota-se que ele
passa por um maximo em 24 h indicando que a velocidade de assimilagdo de lactato ¢ maior
que a de formagao, apesar da glicose ainda ndo ter sido consumida totalmente. Taniai et al.
(2008) reportaram que Streptococcus pneumoniae, na presenca de oxigénio, possui a habilidade
de assimilar lactato para converté-lo em acetato, de forma que o primeiro se torna uma fonte
alternativa de energia para a célula, ja que este processo libera um ATP. Inclusive, os autores
citam que o microrganismo estudado por eles produz continuamente a enzima lactato oxidase
(enzima responsavel pela primeira etapa da produgao de acetato a partir de lactato), mesmo na
presenca de glicose.

No entanto, os autores nao verificaram crescimento celular apés o inicio do
consumo de lactato. Por outro lado, deve ser destacado que ndo foi realizado nenhum ensaio
em que o meio de cultivo foi suplementado com lactato. No trabalho de Seki et al. (2004) com
Streptococcus pyogenes, verificou-se que, apesar do microrganismo consumir lactato apenas
apos esgotamento de glicose, a suplementagdo do meio com lactato viabilizou o crescimento
celular, apesar de ter sido observada redu¢do na velocidade especifica maxima de crescimento

do cultivo com glicose para o de lactato (0,48 £ 0,01 ¢ 0,319 £ 0,004 h!, respectivamente).
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Com relagao a formagao de acido hialurdnico, € possivel afirmar que € associada
ao crescimento celular. A Figura 6 mostra que a concentragdo de AH segue a mesma tendéncia
dos dados de concentra¢do de biomassa. Esta observagao condiz com os resultados de Liu et al.

(2008b) e Don e Shoparwe (2010).

Figura 6 Graficos de concentragdo de biomassa e acido hialurdnico em fun¢ao do tempo.
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Fonte: Acervo pessoal.

Foi realizado também um cultivo em que a concentracdo de glicose do pré-
inéculo, indculo e biorreator era a mesma (70 g L™!), chamado de cultivo B. Na Figura 7

encontra- se a concentragao de biomassa, glicose, AH, lactato e acetato em funcao do tempo.

Figura 7. Concentragao de biomassa, AH, glicose, lactato e acetato em fun¢ao do tempo do

cultivo B.
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Fonte: Acervo pessoal.
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A presenca de uma fase lag consideravelmente mais curta (a0 comparar com os
resultados do cultivo A) é o que mais chama a aten¢do num primeiro momento. Acredita-se
que, conduzindo o ensaio dessa forma, as células foram adaptadas a um ambiente de glicose
elevada, diminuindo o periodo de adaptagdo do microrganismo durante a etapa de cultivo em
biorreator.

Mais uma vez, nota-se que a concentragdo de lactato atinge um valor maximo e
passa a ser consumido em seguida. Observa-se também que, no cultivo B, acetato foi consumido
apods o esgotamento da glicose. Deve-se destacar que no cultivo A, este acido organico nao foi
consumido, porém nao foi observado o esgotamento da glicose.

No cultivo B, nota-se que a glicose ¢ completamente consumida antes do final
do ensaio (em 18 h). Porém ao analisar o perfil de concentragdao celular, nota-se que o
microrganismo continua a crescer, mesmo com a concentracdo dos acidos organicos ja
diminuindo. E possivel que existam outros nutrientes na peptona de soja utilizada ¢ que o
microrganismo passou a consumi-los. Para confirmar esta hipotese foi realizada uma analise

cromatografica em uma coluna SugarPak 1. Na Figura 8 encontra-se o cromatograma obtido.

Figura 8. Cromatograma do conteudo de carboidratos na peptona de soja.
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Fonte: Acervo pessoal.

No cromatograma da Figura 8, notam-se, a0 menos, quatros picos mais
acentuados e outros menos: 5,2; 6,4; 7,1; 8,0; 13,9 e¢ 17,1 min. Ao consultar o manual de
operacdo da coluna, verificou-se que associados a estes tempos de retencdo estdo a glicose-6-
fosfato, estaquiose, rafinose, sacarose, glicerol e glicose, respectivamente. Estaquiose ¢ um
tetrassacarideo composto por duas unidades de galactose, uma de glicose e uma de frutose,
enquanto rafinose ¢ um trissacarideo, cuja estrutura compreende uma unidade de galactose, uma
de frutose e uma de glicose.

Caso o microrganismo seja capaz de assimilar os carboidratos, quer seja em sua
forma bruta ou hidrolisada, eles se tornam novas fontes de carbono, conseguindo explicar a

manuten¢do do crescimento celular, mesmo depois da glicose esgotar. Vale destacar que nao
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foram encontrados na literatura transportadores de glicose-6-fosfato para S. zooepidemicus,
dessa forma ndo ¢ esperado que este carboidrato seja consumido.

Analisando os dados de concentragdo celular do cultivo B, nota-se que, entre 12
e 14 h, ocorre um aumento vertiginoso na concentracao celular, enquanto a concentragao de
glicose diminui de, aproximadamente, 33 para 22 g L'!. Acredita-se que este aumento brusco
na concentragdo celular seja resultado de uma mudanga no metabolismo do microrganismo. De
fato, Pires e Santana (2010) verificaram que na presenca de glicose a fermentagdo homolatica
prevalece, ao passo que, em sua auséncia, a via dominante ¢ a fermentacao acida mista. Diante
disto, € possivel que as células passaram por uma fase de adapta¢do ao novo metabolismo, uma
vez que, cerca de 50% da glicose inicial j& havia sido consumida.

Outra evidéncia de que houve uma mudang¢a no metabolismo pode ser vista no
perfil de concentragdo dos aminoacidos do cultivo B, disposto na Figura 9. Nota-se que os
aminoacidos analisados, exceto asparagina, treonina, arginina, serina e cisteina, comeg¢am a ser
consumidos de fato a partir de 12 h, mantendo-se constante até¢ entdo. Liu et al. (2009)
observaram o mesmo fendmeno para a maioria dos aminoacidos, chamando-o de “equilibrio
dindmico”. Acredita-se que ele seja resultado da agdo de proteases, enzimas com capacidade de
hidrolisar proteinas e peptideos. De fato, Kittang et al. (2017) ja relataram que S. zooepidemicus
¢ capaz de produzir tais enzimas.

Pelo perfil de concentragdo de cisteina, pode-se inferir que, desde 4 h de cultivo,
proteases ja atuavam na hidrélise de peptideos. O tnico aminoacido cuja concentragao nao
sofreu um aumento consideravel ao longo do cultivo foi asparagina. Isto ¢ decorrente da propria
peptona, uma vez que, de acordo com os dados do fabricante, toda asparagina presente

encontra-se livre.
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Figura 9. Perfis de concentragdo de (a) asparagina, aspartato e histidina; (b) metionina,
isoleucina e valina; (c¢) glicina, treonina e tirosina; (d) fenilalanina, lisina e arginina; (¢)
alanina, leucina e prolina; e (f) glutamato, serina e cisteina do cultivo B.
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Fonte: Acervo pessoal.

Com o objetivo de verificar se o aumento na concentracado dos aminoacidos ¢
resultado da acdo de proteases, lise celular ou produg@o do microrganismo foi feito o balango
de carbono, representado na Figura 10b. A partir de 18 h, o balango de carbono confirma a
hipdtese de que peptideos, que nao foram contabilizados no balango, foram hidrolisados, uma

vez que a recuperagdo de carbono atingiu niveis de 150 e 350%.
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Figura 10. Balanco de carbono realizado para o cultivo (a) A e (b) B.
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Fonte: Acervo pessoal.

Nota-se que, entre 14 € 16 h, a recuperagao de carbono nao ¢ 100%. Acredita-se
que a velocidade de hidrdlise de proteinas era maior do que a velocidade de assimilagdao dos
aminoacidos pelo microrganismo ou entdo que algum metabdlito nao foi levado em
consideragao.

Também foi feito o balanco de carbono para o cultivo A, mostrado na Figura
10a. Neste balango ndo foram incluidos os valores relativos aos aminoacidos. Nele nota-se que
a recuperacdo de carbono ¢ maior que 100%, desde o inicio do cultivo, chegando no méaximo a
140%. Isto acontece porque ndo foram contabilizados os aminoacidos. A partir de 22 h, a
recuperagdo de carbono passa a aumentar até o final do cultivo, podendo ser um indicativo que
0 microrganismo esta consumindo outros nutrientes da peptona que auxiliam no crescimento
celular.

Na Tabela 6 encontram-se os parametros cinéticos calculados de ambos os
cultivos. Nota-se que a velocidade especifica maxima de crescimento foi diferente para os dois
cultivos realizados, inclusive sendo menor para o cultivo B. De fato, como no primeiro cultivo
as células no biorreator ja estavam adaptadas a sobreviver em um meio de cultura de alta
concentracdo de glicose, justificando a maior velocidade. Ao comparar com o resultado de Pires
(2009), cuja concentragio inicial de glicose foi de 90 g L™!, nota-se que o valor do pmax € muito
préximo do obtido no cultivo A. No entanto, o cultivo foi realizado sem controle de pH, logo,
o acumulo dos acidos organicos formados tornou-se um novo estresse para a célula. Caso o pH
tivesse sido controlado, ¢ possivel que o valor fosse semelhante ou maior que o obtido neste

trabalho.
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Tabela 6. indices de desempenho dos cultivos realizados e encontrados na literatura.

Parametro cinético Cultivo A Cultivo B Pires (2009)
Wmax (b 0,21 £0,02 0,32 £0,01 0,28
Cxmix (8L 27+6 40,34 Nio informado
Canmax (L7 2,248 + 0,007 3,92 2,40
Prammax (g L' h) 0,0746 £+ 0,0002 0,196 0,02
Prapmax crese (g L7 071 0,206 £ 0,001 - ]

Yxsaiic (8ms gatic™h) 0,94 + 0,09 0,12 + 0,01 0,10

Y ansiic (gan galic™)) 0,022 £ 0,004 0,021 £0,001 0,02

Y acevaiic (Zacet Eatic™) 0,45 £ 0,02 0,12+ 0,01 Nao informado
Y Lac/Glic (8Lac gatic) - 0,6 £0,1 N3o informado

A concentracdo maxima de AH foi maior para o cultivo B, porém acredita-se
que, caso o cultivo A tivesse sido prolongado por mais algumas horas, a concentragdo maxima
seria mais proxima. Houve grandes divergéncias também na produtividade em dacido
hialurdnico, por conta da diferenca do tempo de cultivo. Se este parametro for calculado apenas
na fase de crescimento exponencial (Pranmax cresc) atinge-se um valor muito semelhante.

No cultivo A foi utilizado um sensor de permissividade e condutividade
Hamilton. A permissividade pode ser usada como uma estimativa para a concentragdo celular
(HORTA et al., 2015). Na Figura 1la encontram-se os dados de permissividade e de
concentracdo de biomassa em funcdo do tempo. A partir do momento que a concentragao
celular atinge o valor de 5gL!, nota- se que ¢ possivel correlacionar linearmente a
concentracdo de biomassa com a permissividade, obtendo-se a Equacdo (49), sendo
R?=0,9888. Esta correlagdo ¢ interessante para trabalhos futuros, uma vez que se tem a
estimativa online de concentragdo celular, além de poder ser usada como um parametro para

um futuro sistema de controle de vazao de alimentagdo (HORTA et al., 2014).

Figura 11. Graficos de (a) permissividade e concentragdo celular em fungdo do tempo e (b)
de concentragdo celular em fun¢ao da permissividade do cultivo A.
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CX = (34 £ 1)DO600 + (2,3 + 0,8) (49)

Com relagdo aos dados de condutividade, deve-se destacar que o maximo da
condutividade coincide com o inicio da terceira fase do cultivo, conforme pode ser observado
na Figura 12. O fabricante informa que a condutividade pode relacionar-se com a decomposig¢ao
de acidos, bases ou sais em cations ou anions. Possivelmente, a queda na condutividade foi
resultado do inicio do consumo de acido latico, que também coincidiu com a retomada do
crescimento celular.

Figura 12. Condutividade e concentragdo celular do cultivo A em funcao do tempo.
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Fonte: Acervo pessoal.

Na Figura 13 encontram-se os principais dados online dos cultivos realizados. A
demanda por oxigénio puro foi menor no cultivo A, ja que o enriquecimento so iniciou em torno
de 24 h e mesmo assim ndo chegou a ser maior do que 0,5 L min"'. Deve-se destacar que se
acredita que os picos de vazdo de oxigénio foram decorrentes de uma mudanga no metabolismo
celular, o que gerou instabilidades que o sistema de controle ndo havia sido preparado para
lidar.

De modo geral, qualitativamente, a curva da fracdo de CO2 na saida ¢ semelhante
nos dois cultivos, com a diferencga de que no primeiro cultivo ela estava adiantada em relagdo a
do segundo. Como a velocidade especifica de crescimento do microrganismo foi maior no

primeiro cultivo ja era esperado que a fracdo de CO2 no mesmo fosse maior que no segundo.
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Figura 13. Dados online de ambos cultivos de (a) agitagdo, (b) vazao de ar, (c) oxigénio
dissolvido, (d) pH, (e) temperatura, (f) vazao de oxigé€nio puro, (g) fracdo de oxigénio e (h) de
gas carbdnico na saida do biorreator.
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4.2 AJUSTE DO MODELO CINETICO

Na Figura 14, encontram-se os dados experimentais do cultivo A das espécies

analisadas bem como a resposta do modelo desenvolvido, que s6 foram ajustados aos dados da
fase exponencial do cultivo A.

Figura 14. Perfis de concentracao de (a) biomassa, (b) glicose, (c) acido hialurénico, (d)

lactato e (e) acetato, em que os simbolos representam os dados experimentais e as linhas, a
resposta dos modelos.
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Com relagao ao ajuste do modelo aos dados experimentais, nota-se que o modelo
conseguiu descrever bem o consumo de glicose e a formagao de acetato e acido hialuronico.
No entanto, ele ndo consegue descrever muito bem o comportamento do perfil de concentragao
da biomassa e lactato, havendo maiores divergéncias a partir de 28 h.

Acredita-se que este comportamento ¢ por conta das hipoteses feitas para o
desenvolvimento do modelo, j& que ele s6 considera duas fontes de carbono. Como foi visto no
balanco de carbono do cultivo A Figura 10b, existem outros compostos que estdo sendo
assimilados pelo microrganismo que ndo foram contabilizados no modelo.

Na Tabela 7 encontram-se os valores dos parametros do modelo. Analisando os
parametros de formacdo de acetato associado ao crescimento, nota-se que o lactato € o principal
responsavel pela producdo deste acido organico, o que estd de acordo com a literatura ja

mencionada.

Tabela 7. Valores obtidos pelo PSO para os pardmetros da fase 3 do modelo.

Parametro Valor Parametro Valor
anat (gna gus™) 0,89 Kitaera (gL7) 0,05
dAct (gac gus™) 0,86 Kiract (gL 891,49
oAc2 (gac gus™) 0,52 me (gms goiic”! h™) 0,19
tmt () 1,26 Yx/ciic (gvs gaiic?) 0,99
Kaiic (gL 14,87 Yuaciic (gan gaiic™) 0,99
Kigiic (g L) 791,55 Y aciiic (gac gatic™) 0,99
pm2 (h) 0,62 Y X/Lact (2Ms Sract) 1,00
Kliact (g L_l) 14,93 Y Ac/Lact (gAc gLact_l) 1,00

Nota-se que a inibi¢ao por lactato e glicose ¢ um fendmeno importante e que
deve ser levado em consideragdo na modelagem. No entanto, dentre as inibigdes consideradas,
a que possui efeito mais pronunciado ¢ na inibi¢ao de lactato no crescimento celular a partir de
glicose.

Vale destacar que os coeficientes de rendimento calculados pelo modelo sao
quase todos iguais a 1, exceto o Yacaiic. Acredita-se que eles foram superestimados porque
utilizou-se uma fonte complexa de nitrogénio em alta concentragdo e rica em diversos outros
nutrientes que nao foram contabilizados na formulag¢do do presente modelo.

Em seu trabalho, Don e Shoparwe (2010), para cinética de crescimento com
inibicdo competitiva, obtiveram os seguintes valores para a Kaiic, Kalicq € pm: 7,80 g L,
103,84 gL' e 1,26 h”!, respectivamente. Apesar dos valores estarem muito diferentes, vale
destacar que os resultados dos autores seja um minimo local em vez de um global, uma vez que

o método de otimizagdo utilizado foi de o Levenberg-Marquart (método de otimizagao local).
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Além disso, a obtengdo destes pardmetros cinéticos foi feita através do ajuste ndo-linear de
velocidade especifica de crescimento em fungdo da concentragdo de glicose em vez de resolver
sistemas de equagdes diferenciais ordinarias.

Foi feito um teste de consisténcia do modelo por meio do balango de carbono.
Como o modelo ndo prevé a formagao de CO-, ele é estimado como a diferenca entre 100% e
a soma da recuperagdo do carbono da biomassa, glicose, lactato, acetato ¢ AH. Na Figura 15
encontra-se um grafico que compara a recuperagdo de CO> experimental e a prevista pelo
modelo. Esperava-se que a recuperagao de carbono do CO» experimental € do modelo tivessem
a mesma ordem de grandeza, no entanto, isto ndo foi observado, indicando que realmente

existem outras fontes de carbono sendo consumidas que nao foram contempladas pelo modelo.

Figura 15. Comparagao entre a recuperagao de carbono do CO> experimental e prevista pelo
modelo.
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Fonte: Acervo pessoal.

4.3 ADAPTACAO PARCIAL DO MODELO DE ESCALA GENOMICO

4.3.1 Selecao do modelo base

Iniciou-se a selecdo do modelo com testes dos modelos BMID000000141620,
BMID000000142049 ¢ BMID000000142687. Ao testd-los no software OptFlux 3® alguns
problemas surgiram: na abertura de um projeto novo, o software ja informava que havia

encontrado erro em algumas das reagdes descritas e que as eliminaria para o funcionamento do
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modelo. Mesmo ignorando este erro e tentando realizar simulagdes, sem ou com condigdes
ambientais para restringir a fun¢do-objetivo, os resultados mostravam que os fluxos eram iguais
a zero ou NaN (“not a number”, traduzindo, “nd3o ¢ um numero”). Acredita-se que estas
ocorréncias estdo relacionadas ao fato de se tratar de modelos ndo-curados manualmente. Por
isso, foi decidido que um modelo curado manualmente de outra bactéria seria adaptado para
descrever o metabolismo do Streptococcus zooepidemicus.

Na Tabela 8, encontram-se informagdes relativas a patogenicidade, produgado de
hialuronato sintase, quantidade de genes e enzimas para os microrganismos. Nota-se que o
numero de genes do L. lactis cremoris € maior que o das bactérias do género Streptococcus, o
que ja era esperado, uma vez que microrganismos do mesmo género possuem quantidade de
genes semelhantes. Com base nos dados da Tabela 8, ja € possivel perceber que o modelo de
escala gendmica do S. pyogenes se destaca entre os demais por conta da maior semelhanga com

S. zooepidemicus.

Tabela 8. Comparac¢do de patogenicidade, producao de hialuronato sintase, quantidade de
genes e enzimas entre S. zooepidemicus, L. lactis cremoris, S. pneumoniae, S. pyogenes € S.

thermophilus.

S. equi subes L. lactis S. pneumoniae  S. pyogenes i
Critério g Jomi P remoris P R6 .ZIZ?;ZI%I thermophilus

Z00epIaemtials \iG1363 LMG18311
Quantidade de genes 1940 2515 1885 1780 1973
Quantidade de 661 877 714 843 676
reagdes
E patdgeno? Sim Nao Sim Sim Nao
Produgao de Sim Nio Nio Sim Nio

hialuronato sintase
Fonte: Caspi et al. (2014)

No Quadro 1 encontra-se a comparagao das vias de biossintese de aminoacidos
entre os microrganismos selecionados. Nota-se que existem evidéncias de que a bactéria S.
zooepidemicus ndo ¢ capaz de sintetizar onze dos vinte aminoécidos proteinogénicos.
Richardson, Somerville e Sonenshein (2015) citam que ¢ comum que bactérias patogénicas
gram-positivas ndo possuam os genes necessarios para sintese de alguns aminoacidos. De fato,
Armstrong, Cooney e Johns (1997) mostraram que, para a cepa ATCC 35246, na auséncia de
oxigénio, onze aminoacidos devem estar presentes no meio para garantir o crescimento do

microrganismo.

2 Foram contabilizadas reagdes catalisadas por enzimas que possuiam um nimero EC completo
ou parcial.
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Quadro 1. Comparacao entre as vias de biossintese de aminoacidos dos microrganismos
selecionados.

L. lactis S. S. S.
cremoris pneumoniae | pyogenes | thermophilus
MG1363 R6 NZ131 LMGI18311
Alanina | X X X X X
Alanina IT X X X X
Alanina I1I X X
Arginina II
Arginina [V
Asparagina |
Asparagina Il
Aspartato
Cisteina |
Fenilalanina
Glicina |
Glutamato |
Glutamato 11 X
Glutamato 111
Glutamina | X
Histidina |
Homocisteina
Homosserina X
Isoleucina I
Leucina
Lisina [
Metionina |
Ornitina
Prolina | X
Serina
Tirosina
Treonina X

Triptofano X
Fonte: Caspi et al. (2014)
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Porém, vale destacar que os estudos de Caspi et al. (2014) divergem dos
resultados obtidos por Armstrong, Cooney e Johns (1997), com relagdo aos aminoacidos
essenciais. Enquanto estes consideram arginina, cisteina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina e valina essenciais; aqueles compreendem que a
auséncia de glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, serina, tirosina
e valina inviabilizam o crescimento celular.

E possivel que esta divergéncia nos resultados dos estudos dos referidos autores
seja proveniente do uso de métodos de andlise diferentes: enquanto Armstrong, Cooney e Johns
(1997) removeram um aminoacido por vez do meio de cultura definido, verificando se a sua

auséncia afetaria o crescimento celular; Caspi et al. (2014) realizaram por meio de evidéncias
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computacionais (um software inferiu a presenca de uma via por meio de similaridade na
sequéncia do genoma, padrao de aminodcidos ou nucleotideos, etc.).

No Quadro 2 esta disposta a comparagdo das vias metabolicas de consumo de
aminoacidos entre os microrganismos selecionados. E importante considerar o catabolismo dos
aminoacidos na adaptacdo do modelo de escala gendmica, visto que eles estdo envolvidos em
diversas reagdes do metabolismo microbiano (por exemplo, uma das etapas da via biossintética

do &cido hialurénico envolve o consumo de glutamina).

Quadro 2. Comparacdo entre as vias de consumo de aminoacidos entre microrganismos

selecionados.
. L. lactis S. S. S.
. S. equi subesp. . . :
Via zooepidemicus cremoris | pneumoniae pyogenes thermophilus
MG1363 R6 NZ131 LMG18311

Alanina IIT X X X X
Alanina IV X X
Arginina III X
Asparagina [ X X X X X
Aspartato [ X X X X X
Aspartato 11 X X X
Cisteina II X
Citrulina X X X X X
Glutamato X X
Glutamina I X X X X X
Glutamina II X
Histidina I X X
Histidina III X
Homocisteina X
Isoleucinal X X X X X
Lisina X
Ornitina I X
Serina X X X X X
Treonina II X
Treonina I11 X
Triptofano IV X X
Valina | X X X X X
Valina II X X X X X

Fonte: Caspi et al. (2014)

Comparando os Quadros 1 e 2, observa-se que o microrganismo que tem maior
semelhanca com S. zooepidemicus, levando em consideracdo a producdo e consumo de
aminodcidos, ¢ o S. pyogenes. E preciso ainda analisar a semelhan¢a das vias do carbono

central, mostrada no Quadro 3 a seguir.
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Quadro 3. Comparacao entre as vias do carbono central entre S. zooepidemicus, L. lactis
cremoris, S. pneumoniae, S. pyogenes ¢ S. thermophilus.

. L. lactis S. S. S.
) S. equi subesp. . . :
Via cooepidemicus | €FEMOTIS | pneumoniae | pyogenes thermophilus
P MG1363 R6 NZ131 | LMGI18311
Ciclo do écido citrico
Entner-Doudoroff
Fermentacao acida mista X X X
Fermentacao lactica X X X X X
Acetil-CoA a acetato X X X X X
Glicolise X X X X
Glioxilato
Piruvato a acetato 11 X
Piruvato a acetil-CoA X X X
Piruvato a etanol | X X X X X
Piruvato a lactato X X X X X
V1~a das'pen'toses fosfato X X X X X
(ndo oxidativa)
Via das pentoses fosfato
. X
(parcial)

Fonte: Caspi et al. (2014)

Analisando o quadro, nota-se a auséncia do ciclo do acido citrico, da via de
Entner-Doudoroff e do glioxilato, além da presenga parcial da via das pentoses fosfato,
possuindo apenas a parte nao-oxidativa da via. Tais deficiéncias no metabolismo do carbono
central sejam resultado de evolucao redutiva e dos estresses ambientais que alteram o fluxo de
carbono, como limitagdo de ferro e resposta do sistema imunologico do hospedeiro, tornando o
microrganismo mais dependente do ultimo. No entanto, a auséncia de tais vias afeta a geracao
de energia da célula, tornando-a menos eficiente que outras que as possuem (RICHARDSON;
SOMERVILLE; SONENSHEIN, 2015).

Nota-se que nenhum dos Streptococcus analisados sdo capazes de realizar o ciclo
do acido citrico. Isto influencia diretamente a biossintese de diversos aminoacidos, visto que
muitos intermediarios deste ciclo sdo precursores essenciais na sintese de muitos deles (por
exemplo, oxaloacetato esta envolvido na producdo de lisina, aspartato, asparagina, cisteina,
treonina, isoleucina e metionina, enquanto que a-cetoglutarato ¢ responsavel pela sintese de
glutamato, glutamina, arginina e prolina) (RICHARDSON; SOMERVILLE; SONENSHEIN,
2015). Portanto, ¢ compreensivel que estes microrganismos tenham necessidades tao
especificas de aminoacidos, explicando o motivo pelo qual a maioria dos trabalhos encontrados
na literatura de producdo de acido hialurdnico com Streptococcus zooepidemicus utilizar fontes

complexas de nitrogénio.
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A auséncia da parte oxidativa no metabolismo do S. zooepidemicus beneficia para a
producdo de AH, ja que levard ao acimulo de frutose-6-fosfato, que ¢ um dos precursores de N-
acetilglicosamina (precursor do acido hialurdnico). A capacidade de realizar a fermentagao lactica
ja era esperada, visto que todos os microrganismos analisados sao bactérias lacticas.

Baseado nas informagdes dispostas na Tabela 8 e nos Quadros 1, 2 e 3, infere-se

que o S. pyogenes ¢ o melhor candidato a ser utilizado como base.
4.3.2 Alteracoes no modelo

Analisando o modelo de escala gendmica do Streptococcus pyogenes
desenvolvido por Levering et al. (2016) verificou-se que nao seria necessario realizar nenhuma
alteracdo nas vias do carbono central, de forma que as alteragdes foram concentradas na
produgdo dos precursores do acido hialuroénico, biossintese € consumo de aminoacidos.

Comparando as reacdes de biossintese de aminoacidos com o modelo, verificou-
se que o modelo ndo previa a producdo de asparagina, glutamato e homosserina, enquanto
existem evidéncias de que o S. zooepidemicus seja capaz de sintetizd-los. Logo estas vias,
mostradas em detalhe na Figura 16, foram adicionadas. Deve-se destacar que apesar da base de
dados MetaCyc indicar que S. zooepidemicus ¢ capaz de produzir alanina através do consumo
de piruvato e esta rea¢ao nao se encontrar no modelo do S. pyogenes, decidiu-se que esta reagao
nao seria adicionada ao modelo, visto que ndo existem evidéncias genéticas do microrganismo

produzir a enzima responsavel por esta reagao.

Figura 16. Vias de producdo de asparagina, glutamato, homosserina e alanina (linhas cheias
representam reagdes que possuem evidéncias genéticas, enquanto linha tracejadas, reacdes
sem evidéncias).

Gln Asn
/ Val ——;/7“‘§:’> Ala
Vs ~N
\ / N
Asp Glu / Y

‘ \
A\ .
Piruvato 3MOB
ATP AMP
H,0 H*
PPI
/ > PAPS / >  ASPSA 7/*/-———-—< —> Hom
N .
[ A r \, [ L
ATP ADP NADPH NADP- NADH NAD+

Fonte: Adaptado de Caspi et al. (2014).
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Além disso, o modelo de escala genomica do S. pyogenes compreende a
biossintese de metionina e tirosina, cujas vias estdo representadas na Figura 17, porém nao
foram encontradas evidéncias de que o S. zooepidemicus também possua esta capacidade. Por

conta disto, decidiu-se remover estas vias.

Figura 17. Vias de producao de metionina e tirosina presentes apenas no modelo do
Streptococcus pyogenes.

Heys > Met Glu > Tyr

SMTHF THF AKG 34HPP
H+
Fonte: Adaptado de Caspi et al. (2014).

Com relagdo as vias de consumo de aminoacidos, deveriam ser adicionadas vias
de consumo de glutamina, treonina e valina, representadas na Figura 18. No entanto, a via de
consumo de glutamina ¢ a mesma de produ¢do de glutamato de forma que ela ja havia sido
adicionada. Com relagdo as vias de consumo de valina, uma delas ja era compreendida pelo
modelo do S. pyogenes. Ja a segunda via ndo foi adicionada ao modelo, visto que ndo existem
evidéncias genéticas do microrganismo produzir as enzimas responsaveis por algumas das

etapas desta via.

Figura 18. Vias de consumo de glutamato, treonina e valina (linhas cheias e tracejadas
representam reacdes com e sem evidéncias genéticas, respectivamente).

Glu > AKG Val ———>—————- > ——> HCO;
NADP* NH,
H,0 H*
F—————————————— ——— T —————— > Gly
| Pie ~ -
| s AN
[ / \
| / \
| | v
| CoA ACoA
Thr AOBUT — o
AACT ————= -——-> MTHGXL
NAD* NADH P AN
N
H / \
! \
| v
H* Co, 0, H,0,
H,0 H*
NH,*

Fonte: Adaptado de Caspi et al. (2014).
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Foram encontradas duas vias de degradacdo de treonina: a primeira composta
por duas etapas e a segunda, por trés. No entanto, as vias ndo foram adicionadas completamente,
pois apenas a primeira etapa de ambas as vias possui evidéncias genéticas de existir e uma das
etapas ocorrer espontaneamente. Verificou-se, também, que o modelo previa consumo de
histidina, prolina e tirosina (as vias estdo representadas na Figura 19). Todas elas foram

removidas.

Figura 19. Vias de consumo de prolina, histidina e tirosina presentes apenas no modelo do
Streptococcus zooepidemicus.

Pro / \ > PYRSC His > HISTA
2H NADP* m o,
NADPH
Tyr / \ > Glu
34HPP AKG

Fonte: Adaptado de Caspi et al. (2014).

As alteragoes feitas que diziam respeito aos precursores do acido hialurénico
foram menores quando comparadas com as ja efetuadas: adicionou-se um novo metabolito
(acido D-glicurdénico), duas reagdes de transporte (para o acido D-glicur6nico e N-
acetilglicosamina) e uma reacdo de conversdao de UDP-glicose em acido D-glicurénico

(representada pela Equacao (50)).

H,0 +UDPG +NAD" = NADH + H" + UDPGLCUR (50)

Feitas todas as alteracdes mencionadas anteriormente, verificou-se que era
possivel realizar simula¢des usando o modelo modificado, de forma que ele se encontra apto

para realizacdes de testes para valida-lo.
4.3.3 Valida¢ao do modelo

As informagdes relativas ao consumo de aminodcidos sdo muito importantes
para compreender o metabolismo do microrganismo, por isso utilizou-se os dados do cultivo B

para validar o modelo. Dessa forma, decidiu-se que era necessario utilizar seus fluxos,
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juntamente com os de glicose, acetato e lactato, para validar as adaptacdes feitas no modelo.
Portanto, s6 seria possivel utilizar os dados a partir de 12 h, uma vez que, até entdo, as
concentragdes da maioria dos aminoacidos sao aproximadamente constantes.

Conforme descrito anteriormente, foi utilizada a técnica “parsimonious flux
balance analysis” para realizar as simula¢des no OptFlux. No entanto, esta técnica possui
algumas limitacdes, como a dificuldade de descrever situagdes em que o microrganismo
consome mais de uma fonte de carbono simultanecamente (MAHADEVAN; EDWARDS;
DOYLE, 2002). Como os dados sugerem que ambos acidos organicos (lactato e acetato) sao
consumidos pelo microrganismo a partir de 14 h, optou-se por calcular os fluxos metabolicos
somente até este momento. Dessa forma, a faixa do cultivo que foi utilizada para valida¢dao do
modelo foi entre 12 e 14 h (faixa 1). Como o acumulo de alguns aminoacidos seja resultado da
atuacdo de proteases e nao de producao do microrganismo, os fluxos destes aminoacidos nao
foram incluidos nas condi¢des ambientais.

Como na faixa 1 existe a possibilidade de se estar medindo o fluxo aparente de
consumo dos aminodcidos por conta da agdo de protease, testou-se 0 modelo em outra faixa: no
intervalo de 2 a 8 h de cultivo (faixa 2). Esta faixa foi selecionada, pois o consumo dos acidos
organicos ainda nao era significante, além de ser no meio de uma das fases exponenciais do
cultivo. Para esta faixa, foi calculado apenas os fluxos de glicose, acetato, lactato, AH, oxigénio,
gas carbonico e biomassa. Tanto os dados de fluxos simulados e experimentais para as faixas 1
e 2 estao dispostos na Tabela 9.

Vale destacar que em ambas as faixas, o modelo prevé o consumo de quatro
vitaminas (folato, nicotinato, pantotenato e tiamina) e trés bases nitrogenadas (adenina, citosina
e guanina). No trabalho de Levering et al. (2016) foi determinado a composi¢ao de um meio
minimo para Streptococcus pyogenes. Dentre os componentes determinados, encontram-se as
quatro vitaminas e duas das trés bases nitrogenadas (adenina e guanina), explicando a previsao
do modelo de consumo dessas substancias. De fato, van de Rijn e Kessler (1980) desenvolveram
um meio definido para bactérias do género Streptococcus do grupo A de Lancefield e estas

mesmas substancias fazem parte de sua composigao.
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Tabela 9. Fluxos experimentais e simulados para as faixas 1 e 2.

Faixa 1 (12a 14 h)

Faixa2 (2a8h)

Componente Jexp Jsim Jexp Jsim
(mmol gus' h')  (mmol gus' h'')  (mmol gus' h')  (mmol gus! h'!)
Biomassa 0,633 0,633 0,370 0,370
Acetato 2,26 19,93 2,52 11,65
Adenina NC -0,0705 NC -0,0412
Alanina -9,55 -0,514 NC -0,301
Amonia NC -0,122 NC -0,0715
Arginina NC -0,112 NC -0,0653
Asparagina -0,258 -0,125 NC -0,0731
Aspartato NC -0,125 NC -0,0731
Cistina NC -0,0602 NC -0,0352
Citosina NC -0,0959 NC -0,0561
CO» 7,35 0,00152 1,30 0,000888
Fenilalanina -0,425 -0,106 NC -0,0622
Folato NC -6,33E-06 NC -3,70E-06
Formato NC 20,74 NC 12,12
Fosfato NC -0,436 NC -0,255
Glicina NC -0,157 NC -0,0917
Glicose -3,10 -1,586 -15,02 -0,927
Glutamato NC 0 NC -0,0415
Glutamina NC 0 NC -0,174
Guanina NC -0,0751 NC -0,0439
H* NC 37,55 NC 21,95
Histidina -0,412 -0,0479 NC -0,0280
Isoleucina -0,644 -0,154 NC -0,0902
Lactato 1,42 0 34,82 0
Leucina -4,29 -0,234 NC -0,137
Lisina -0,925 -0,225 NC -0,132
Metionina -0,769 -0,0632 NC -0,0369
Nicotinato NC -0,00127 NC -0,000740
)} -102,37 -9,78 -7,53 -5,72
Pantotenato NC -0,00013 NC -7,40E-05
Prolina NC -0,114 NC -0,0668
Sacarose NC -4,75 NC -2,78
Tiamina NC -6,33E-06 NC -3,70E-06
Timidina NC -0,0150 NC -0,00876
Tirosina -0,582 -0,0798 NC -0,0466
Treonina NC -0,165 NC -0,0967
Triptofano NC -0,0213 NC -0,0124
Valina -0,575 -0,194 NC -0,113

Numa primeira andlise da resposta do modelo, nota-se que, para atingir o fluxo

de biomassa desejado, era necessario o consumo de duas fontes de carbono diferentes: sacarose

e glicose, em ambas as faixas testadas. Ao analisar a via de assimilacdo de sacarose, observa-

se que, além da produgdo de glicose-6-fosfato, ha formacao de frutose, que posteriormente sera
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convertida em frutose-6-fosfato, conforme mostra a Figura 20, enquanto a assimilagdo de
glicose formara apenas glicose-6-fosfato. Deve-se destacar que os resultados da simulacdo
foram obtidos por meio da solugdo de um problema de otimizagdo, portanto, sob este ponto de
vista, a assimilagdo de sacarose ¢ mais vantajosa. Deve-se ressaltar que os fluxos das trés
reacdes mostradas na Figura 20 ¢ igual ao de consumo de sacarose. Estas observagdes suportam

a hipotese do consumo de outras fontes de carbono provenientes da peptona de soja.

Figura 20. Via de assimilacdo de sacarose presente no modelo.

’— GLICOLISE

Glicose-6-fosfato

Sacarose / \ Sacarose-6-fosfato Frutose 7T> Frutose-6-fosfato
PEP Piruvato H,0 ATP ADP
H+

Fonte: Acervo pessoal.

Além disso, observa-se que o modelo ndo indicou a produgdo de N-
acetilglicosamina. Ao se analisar os fluxos internos, observou-se que a N-acetilglicosamina era
produzida, porém ela era destinada apenas para formacao de UDP e peptidoglicana. Nao foi
observada a formacao de acido D-glicurdnico, mesmo ao se analisar os fluxos internos. Estes
resultados indicam que, possivelmente, escolher apenas a reagdo da biomassa como fungao-
objetivo pode nao ser uma boa estratégia, sendo necessario buscar-se novas fungdes-objetivo,
ou novos métodos de otimizagao.

Outro ponto a ser considerado ¢ o fluxo de consumo de oxigénio. Os fluxos
simulados e experimentais, na faixa 2, sdo aproximadamente iguais. No entanto, 0 mesmo nao
¢ observado na faixa 1. Deve-se ressaltar que a fracao de oxigénio na saida do biorreator, nesta
faixa, era maior que 20%, como mostra a Figura 21. Por conta de limitagdes experimentais, o
sensor de oxigénio foi calibrado em ar atmosférico, ou seja, o valor maximo na calibrag¢do era
de, aproximadamente, 21% e qualquer valor acima deste torna-se uma extrapolacao,
diminuindo a confianga em sua medida. Esta limitagdo pode levar a superestima¢ao do fluxo
experimental de oxigénio, explicando o motivo do mesmo ser quase dez vezes maior que o

simulado, na faixa 1.
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Figura 21. Frac¢ao de oxigénio na saida do biorreator para o cultivo B em fun¢ao do tempo.
5

! Faixa 2 ! !Faixa!
: ! ! S
] | | |
o i o
! ! ! !
! ! ! !
1 | I I [
i i i i
30 4 1 i i i
= i i i |
S i P
S ! ! ! !
> 204 ! : Lo
t | | |
i i i i
| i i i i
i i i i
104 i i
i i i i
E i i i i
i | | |
0 ! I Il : ! I M I
0 4 8 12 16 20
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Fonte: Acervo pessoal.
Com relagdo aos fluxos de acetato, nota-se que o simulado ¢ muito maior que o
experimental. Ao analisar os fluxos internos, foi observado que o alto valor do fluxo para a
reacdo de formacgdo de acetilfosfato, mostrada na Equacao (51). Outra possibilidade ¢ que, na
faixa analisada, o acetato ja estava sendo consumido pelo microrganismo, de forma que o fluxo

experimental foi subestimado.

Pi+ ACoA=CoA + AcTP (51)
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que houve um bom ajuste do
modelo cinético desenvolvido aos dados experimentais, exceto para a concentracao celular e de
lactato, sugerindo que a maior parte da producao de acido hialurénico ocorreu por conta da
assimilagdo de glicose, enquanto o crescimento foi suportado por outros nutrientes da peptona.
Desta forma, o modelo pode ser usado, futuramente, para estudos computacionais para otimizar
a produgao de 4cido hialuronico e novas estratégias de cultivo, como batelada alimentada.

Além disso, ressalta-se que o consumo dos acidos organicos (em especial, o
lactato) também se mostrou como uma alternativa interessante para a producao microbiana de
acido hialurénico. Como a demanda energética da producdo deste biopolimero ¢ alta e a
reassimilacdo de lactato leva a formacdao de um ATP, a eficiéncia energética da célula
aumentou, o que pode ter impactado diretamente a concentragdo celular e de produto. Inclusive,
esta situacdo pode ser utilizada futuramente para o desenvolvimento de novas estratégias de
cultivo.

Outro resultado a ser destacado ¢ a producao de proteases pelo microrganismo.
Estas enzimas, ao hidrolisar as proteinas da peptona de soja, permite aproveitar-se a0 maximo
deste substrato de maior valor, o que, de um ponto de vista econdmico e de processo, torna-se
interessante.

Por meio de alteragdes nas vias de consumo e producdo de aminodacidos e
formagdo de acido D-glicurénico no modelo de escala gendmica do Streptococcus pyogenes,
foi possivel desenvolver um modelo para o S. zooepidemicus. Apesar de haver divergéncias
entre os dados experimentais e os resultados das simulagdes, ¢ preciso lembrar que estes
resultados foram obtidos em meio complexo, o que dificulta a validacao deste tipo de modelo.
No entanto, deve-se destacar que as simulagdes ndo apresentaram erros do tipo “NaN’ ou com
fluxos iguais a zero, ou seja, foi desenvolvido um modelo estruturalmente correto. Dessa forma,
apos serem feitos ensaios em quimiostato com meio definido, o modelo pode apresentar grande
potencial para auxiliar no melhor entendimento do metabolismo do S. zooepidemicus e no
desenvolvimento de novas estratégias de cultivo, como por exemplo, suplementacdo com

aminoacidos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos no trabalho, sdo feitas as seguintes sugestdes para
trabalhos futuros:

e Testar meios definidos encontrados na literatura para avaliar o crescimento
celular e a produgdo de AH e demais metabdlitos;

e Conduzir experimentos em quimiostato com meio definido para validar o
modelo de escala gendmica desenvolvido;

e FElucidar melhor a composi¢do da peptona e qual dos componentes ¢
responsavel pela alta producao de AH;

e Realizar testes em concentracdes menores de glicose em biorreatores batelada;

e Realizar cultivos em batelada alimentada (quer seja alimentando glicose e/ou

peptona ou aminoacidos criticos).
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