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RESUMO

Penicilina G Acilase (PGA) ¢ enzima chave na producao industrial de antibidticos -
lactamicos. Neste trabalho, foram estudadas as produ¢des de PGA de Escherichia coli
produzida por E.coli recombinante e de Bacillus megaterium produzida por B.
megaterium recombinante. No primeiro, esta ¢ acumulada no espago periplasmatico, o
segundo secreta a enzima, o que pode reduzir grandemente custos de recuperagdo da
enzima, pois ndo requer rompimento celular. Para E.coli, o estudo foi iniciado na etapa
de expressdo. Utilizando E.coli recombinante doada, foi realizado um estudo em frascos
agitados da influéncia da temperatura (entre 18 e 28°C), durante a fase de inducdo, na
expressao de PGA, que mostrou haver altos niveis de expressao de enzima a 20°C, com
atividade volumétrica 4 vezes superior a obtida a 28°C. Foram realizados entdo cultivos
a 20°C, em biorreator, em batelada alimentada, com glicerol como fonte de carbono,
usando meio definido ou complexo, com IPTG ou lactose como indutores. Foram
atingidas concentracdes de biomassa finais de 100 gms/L e 120 gms/L, e atividades
enzimdticas de 210000 e 80000 UI/L para meios complexo e definido, respectivamente.
Para B. megaterium, o gene pac, que codifica PGA de B. megaterium ATCC14945 foi
isolado e clonado no plasmideo pLipAhp, juntamente com um gene promotor e outro
codificando resisténcia a antibidtico (para sele¢do da linhagem clonada). Essa
construcdo (pga-pLipAhp) foi usada para transformar trés linhagens de protoplastos de
B. megaterium, com o objetivo de determinar o melhor hospedeiro para a expressdo de
PGA recombinante. Foram testadas as linhagens: B. megaterium PV 361, QM B1551 e
ATCC 14945, obtendo-se 95%, 95% e 10%, respectivamente, de estabilidade
plasmidial, apos 8 cultivos consecutivos. A melhor producdo de PGA foi detectada em
PV 361. Estudo de estabilidade térmica e de pH com a enzima purificada mostrou que
PGA possui um tempo de meia vida de 5 min a 60°C, 20 min a 50°C, mantém 100% de
atividade por 1 h, a pH 10 e por 8 horas, a pH 5. A temperatura e pH de atividade
maxima ¢ 37°C e 8,0, respectivamente, com Km=8.8 pM, com manutencao de 100% de
atividade, no minimo por 5 horas, nessas condicdes. Um estudo sistematico foi
desenvolvido para obter um alto rendimento na produgdo de PGA de B. megaterium por
B.megaterium recombinante. Busca da melhor composi¢do de meio para biomassa e
producao de PGA foi feita usando o algoritmo genético. A busca foi desenvolvida em
placas de 96 pogos, iniciando com um meio minimo, com 12 componentes definidos.
Em 7 geragdes, 240 tipos de meio foram testados para a producdo e secregdo,
conseguindo-se um incremento de 10 vezes na producdo de PGA e de 5 vezes na
producdo de biomassa, comparando-se com o meio minimo controle. Escalonamento
para frascos agitados permitiu aumento de 3 vezes na producdo de PGA e de 1.8 vezes
na producdo de biomassa. Escolhendo-se glicerol como fonte de carbono, foram
testadas diferentes fontes complexas de aminoacidos. O meio que conduziu ao melhor
resultado foi usado em cultivos em biorreator em batelada, S, onde se obteve como
maxima produ¢ao de PGA recombinante de B. megaterium 105600 UI/L, com 36 gms/L
de massa celular.



ABSTRACT

Penicillin G acilase (PGA) is a key enzyme in the industrial production of B-lactamic
antibiotics. In this work, it was studied the production of PGA from Escherichia coli by
recombinant E. coli and from Bacillus megaterium by recombinant B. megaterium. In E.
coli, the enzyme accumulates in the periplasmic cell space, B. megaterium secretes
PGA, what may reduce downstream costs. With E.coli, the study has begun at the
expression step. Using a donated recombinant microorganism, it was studied, in shake
flasks cultures, the influence of temperature (ranging from 18 to 28°C) during induction
phase in the PGA production. High level expression of PGA E. coli was detected at
20°C, which was 4-fold superior than the volumetric enzymatic activity reached at
28°C. Fed-batch cultures were conducted with glycerol as carbon source, using both
defined and complex media as well as IPTG and lactose as inducers. Final biomass
concentrations of 100 gDCW/L and 120 gDCW/L and enzymatic activity 210000 and
80000 IU/L were achieved, for complex and defined media, respectively. The study
with B. megaterium was initiated isolating the pac gene, encoding for PGA from B.
megaterium ATCC14945, which was after cloned into the pLipAhp expression plasmid,
together with the promoter gene and a gene codifying antibiotic resistance. This
construct (pga-pLipAhp) was used to transform three different B. megaterium strain
protoplasts, aiming studies to determine the best expression host in terms of PGA
production. The tested strains, B. megaterium PV361, QM B1551 and ATCC 14945,
have respectively shown about 95%, 95% and 10% plasmidial stability, after eight
consecutive growths. The best PGA production was detected in PV361. Study of
thermal and pH stability with the purified enzyme showed that PGA has a half-life of 5
min at 60° C, 20 min at 50° C, keeping 100% of activity for 1h at pH 10.0 and up to 8 h
at pH 5.0. The values of temperature and pH for maximum PGA activity are 37° C and
8.0, respectively. The enzyme was stable at least for 5 hours in these conditions, with
Michaelis-Menten estimated as Km=8.8 uM. A systematic study was developed to
search the best condition to obtain the highest level of B.megaterium PGA production
by recombinant B.megaterium. Media compositions for biomass and PGA production
were evaluated using a genetic algorithm. The screening was carried out in 96 microtiter
deep well plates, starting as a minimal medium and studying the concentration of 12
defined components. In 7 generations, 240 different kinds of media were tested for
production and secretion and a 10-fold increase in PGA production and 5-fold increase
in biomass compared to the previously used minimal medium could be achieved. It was
scaled-up to shaker flasks obtaining 3-fold in PGA production and 1.8-fold in biomass.
Later, it was scaled-up to bioreactors obtaining 3-fold in biomass and 8-fold in PGA
production. Using glycerol as carbon source, it was tested different complex amino
acids sources, using flask cultures. The best medium was scale-up in a 5 L bioreactor, in
a batch culture with pulses. The highest production of PGA of recombinant B.
megaterium achieved was 105600 IU/L and 36 gDCW/L.
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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo macromoléculas catalisadoras de rea¢fes quimicas presentes em
todos os seres vivos, dos quais podem ser extraidas e aplicadas, livres ou imobilizadas,
em sistemas diferentes daqueles que as originaram (SAID; PIETRO, 2002).

As rotas catalisadas por enzimas sdo alternativas naturais quando se tratam de
reduzir efeitos deletérios ao meio ambiente. Alguns avancos importantes para viabiliza-
las economicamente ocorreram a partir da consolidacdo e ampliagdo do acesso a
técnicas de engenharia genética e metabdlica e do estabelecimento de processos
eficientes de imobilizacdo de enzimas. Esse tema é de grande atualidade, sendo objeto

de intensa pesquisa académica e industrial (BRUGGINK et al., 1998).

Penicilina G acilase (PGA) é a enzima encarregada da desacilacdo de penicilina
G e de cefalosporina C para a producdo, respectivamente, dos &cidos 6-
aminopenicilanico  (6-APA) e  7-aminocefalosporanico  (6-APA), produtos
intermediarios para produzir penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas, mediante uma
acilacdo quimica com os cloretos correspondentes aos &cidos apropriados. Os produtos
comerciais mais conhecidos sdo ampicilina, propicilina, amoxicilina, cabenicilina,
oxacilina, cefalexina, cefadroxil, dentre outros (VANDAMME, 1984).

Os antibioticos B-lactdmicos, em particular as penicilinas e cefalosporinas, sdo
0s produtos mais importantes no mundo da biotecnologia. Com vendas anuais de
aproximadamente 15 bilhdes de ddlares, representam cerca de 65% do mercado total de
antibidticos (ELANDER, 2003). Estes produtos constituem a maior parte das vendas de
antibioticos para a populacdo mundial, correspondendo a 3 x 10’ kg/ano dos 5 x 10’
kg/ano de antibiéticos produzidos no mundo (CHANDEL et al., 2008; SOUZA et al.,
2005).

O consumo anual de PGA é estimado entre 10-30 milhdes de toneladas (SOUZA
et al., 2005). O aumento da demanda mundial por antibidticos B-lactdmicos exigiu um
crescimento industrial significativo nas ultimas duas décadas. As industrias produtoras
de antibidticos B-lactdmicos introduziram biocatalisadores de PGA para substituir
etapas dos processos de conversdo quimicas em mdltiplas etapas por rotas enzimaticas,
de menor custo e impacto ambiental (ELANDER, 2003).
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Além da hidrolise B-lactdmica, estudos recentes relatam outras mdultiplas
aplicacdes da PGA, tais como sintese de peptideos, a resolu¢do de misturas racémicas a

acilacdo enantioseletiva, a hidrolise quiral, etc. (PARMAR et al., 2000).

Penicilina G acilase pode ser produzida por diferentes microrganismos. PGAs
produzidas por bactérias Gram-negativas, como E. coli, permanecem acumuladas no
espaco periplasmico e PGAs de bactérias Gram-positivas, como B. megaterium, sao
secretadas (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004). PGA de E. coli é produzida
como um precursor de cadeia Unica consistindo de 846 residuos de aminoacidos no
citoplasma. O precursor é entdo processado pela remocgdo de uma sequéncia de sinais e
de um espacador com 26 e 54 residuos de aminoacidos, respectivamente, resultando
numa enzima madura, um heterodimero de cadeias a e B (209 e 557 residuos de
aminodcidos). Seu papel “in vivo”, embora ainda ndo esclarecido, deve estar
relacionado com a assimilacdo de componentes aromaticos como fonte de carbono
(CALLERI et al., 2004).

O aumento da demanda por PGA vem sendo atendido pela melhoria das
condigdes de cultivo do microrganismo e pelo uso de microrganismos geneticamente

modificados.

A producdo de PGA por B. megaterium selvagem vem sendo estudada no
DEQ/UFSCar h& varios anos. Diversos aspectos da producdo de PGA por B.
megaterium foram estudados no grupo (NUCCI et al., 2007; PINOTTI et al., 2000,
2002, 2007, 2007, 2009; SILVA et al., 2006, 2008; SOUZA et al., 2005). Os resultados
obtidos com o microrganismo selvagem permitiram atingir niveis de até 900 UI/L em
frasco agitado e 600 UI/L em biorreator. Embora aumentos significativos na expressao
da enzima tenham sido obtidos, esse estudo mostrou que, na producdo de proteinas ndo
constitutivas por microrganismos selvagens, € muito dificil encontrar uma condicédo
operacional que conduza a alta concentracdo celular com altos niveis de expressdo da
enzima. No cultivo para obtencdo natural da enzima, a producdo desta estd sujeita a
mecanismos regulatérios de inducdo por acido fenil acético e repressdo por glicose e
nitrogénio. Assim, uma condi¢do necesséria para crescimento pode estar inibindo a
producdo da enzima e se acredita, por isso, que se tenha chegado proximo da méxima

producéo possivel da enzima, utilizando microrganismo selvagem.
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Uma abordagem possivel para superar essa limitacdo é o uso de clonagem. No
cultivo de microrganismos recombinantes, a producdo da enzima ficara agora sob
controle do promotor inserido no plasmideo de expressdo. Indutores tipicamente usados

na expressdo de proteinas heterélogas sédo IPTG (operon lac) e xilose (operon XylA)..

O uso de microrganismos geneticamente modificados (OGMs) vem sendo
explorado por diversos autores (LIN; KUO; CHOU, 2001; SOBOTKOVA;
PLHSIEKOVI; KYSLIK, 1995; SOBOTKOVA et al., 1996; WEN et al., 2005) e as
atividades enzimaticas alcancadas tém sido maiores em comparagdo com as obtidas nos

microrganismos selvagens.

Pesquisa e desenvolvimento de processos de producdo de PGA com OGMs vém
sendo realizados usando como hospedeiros Escherichia coli (CHENG et al., 2007; DE
LEON-RODRIGUEZ et al., 2006; SOBOTKOVA et al., 1996; WEN et al., 2005),
Pichia pastoris (MARESOVA et al., 2010), Bacillus subtilis (ZHANG et al., 2006;
ZHOU et al., 2003), Bacillus megaterium (YANG et al., 2006) e Pseudomonas
aeruginosa (KRZESLAK et al., 2009).

Embora Bacillus megaterium esteja se destacando como um bom hospedeiro de
producdo para proteinas recombinantes (BUNK et al., 2009; KORNELI et al., 2013),
em funcdo de sua baixa producdo de proteases, a secrecdo de proteinas recombinantes
por essa bactéria ainda € um grande desafio (KORNELI et al., 2013). Observa-se que
proteinas recombinantes intracelulares podem ser acumuladas por Bacillus megaterium
em quantidades elevadas (STAMMEN et al., 2010), mas o nivel de secrecdo
normalmente é bastante baixo (BUNK et al., 2009; DAVID et al., 2011; MALTEN et
al.,, 2005). Para a producdo de proteinas heter6logas em Bacillus megaterium, a
combinacdo do peptideo sinal e a proteina recombinante tem uma influéncia especifica
em cada hospedeiro, sendo crucial no processo de secre¢cdo (DEGERING et al., 2010).
Além disso, as fontes de carbono (KORNELI et al., 2013), a presenca de sais para
ajudar na secrecdo (DAVID et al., 2011; YANG et al., 2006) e as condi¢Ges adequadas
de cultivo (LUDERS et al., 2011) devem ser criteriosamente ajustadas para se obter alta

producdo de proteinas recombinantes em Bacillus megaterium.

Iniciou-se, assim, no grupo, o estudo da intensificacdo da expressdo de PGA de
B.megaterium. Isso envolveu varias etapas, desde isolamento do gene de penicilina G

acilase (pac) de B. megaterium, sua amplificacdo, clonagem num plasmideo juntamente
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com um gene promotor e inser¢do no préprio B. megaterium, que foi cultivado entéo
para expressar a enzima, sob controle do promotor. Esse estudo, que se mostrou um
grande desafio, sera apresentado no capitulo 5 desta tese, correspondendo a clonagem,
expressao, caracterizacdo de PGA de B. megaterium em Bacillus megaterium
recombinante, no capitulo 6 serdo apresentados os cultivos deste clone, visando a alta

producdo da enzima recombinante.

No desenvolvimento desse trabalho, a etapa de clonagem e expressao do gene
pac de B. megaterium se revelou trabalhosa e bem mais demorada do que o previsto
inicialmente, o que estava ameacando inviabilizar os estudos de expressao em
biorreator, visando cultivo em alta densidade, um objetivo importante desta tese. Houve
oportunidade, contudo, de acessarmos uma E. coli geneticamente modificada,
expressando PGA, que nos foi doada pelo Prof. Jose M. Guisan, do ICP-Madri, com
quem o grupo do DEQ-UFSCar sempre manteve estreita colaboragéo. Isso permitiu que,
em paralelo aos estudos de clonagem de B. megaterium, fosse realizado um detalhado e

bem sucedido estudo da expressdo de PGA recombinante, usando esse microrganismo.

Diferentemente de B. megaterium, E. coli. expressa a proteina intra-
celularmente, o que requer a busca simultanea de altos niveis de expressdo genética e
grande crescimento celular no biorreator (alta densidade), com expressao em alto nivel
da enzima sollvel, corretamente enovelada e com atividade enzimatica (LIN; HSIAO;
CHOU, 2002). A purificacdo da enzima intracelular requer ruptura das células o que,
consequentemente, origina custos elevados para sua recuperacdo. Esta ruptura pode ser
feita em escala laboratorial por sonda de ultrasom e, em larga escala, pela passagem das
células em um homegeinizador industrial de alta pressdo (PESSOA JR; KILIKIAN,
2005). O estudo da otimizacdo da expressdo de PGA de E. coli por E. coli recombinante

sera apresentado no quarto capitulo desta tese.
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2. OBJETIVOS

2.1 Otimizacéo da expressdo de pga de E. coli por E. coli recombinante

O plasmideo pT101/D-TOPO, contendo o gene pac, produtor de PGA (MONTES et
al., 2007), foi doado pelo Prof. José M. Guisén, Laboratorio de Biocatalisis do ICP-CSIC-
Madri, Espanha, e transformado em E. coli BL21(DE3), tendo sido utilizado para os

seguintes estudos:

¢ Influéncia da temperatura sobre o crescimento celular e a expressédo de PGA em E.

coli recombinante.

e Comparacédo da producéo de PGA em E. coli recombinante em diferentes meios de
cultivo, em frascos agitados: meio de autoinducdo (STUDIER, 2005), meio
complexo (DA SILVA et al., 2013) e meio sintético (SARGO, 2011)

e Comparacdo da producdo de PGA em E. coli recombinante, em biorreator, em
batelada para o meio de auto-inducéo, e em batelada alimentada para os outros dois
tipos de meio.

2.2 Clonagem e expressdo de pga de B. megaterium em B. megaterium
recombinante

A Clonagem do gene pac de Bacillus megaterium em Bacillus megaterium

recombinante compreende varias etapas:

¢ Obtengédo do DNA gendmico de B. megaterium, e amplificacdo do gene de interesse
(pac);
e Clonagem do gene amplificado no vetor de expressdo, realizando testes de

confirmacdo da clonagem, com propagacao em E. coli DH5a..;

e Confirmacdo da construcdo e transformacdo de Bacillus megaterium, ou seja,
introducdo do plasmideo construido contendo o gene, o promotor e 0 gene de

resisténcia ao antibidtico para controlar a expressao.
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e Estudo da expressdo do gene clonado, realizando-se ensaios de inducéo e expressdo

da proteina recombinante, através de cultivos em frascos agitados.

e Caracterizacdo de Penicilina G Acilase: massa molecular, pH e temperatura de

maxima atividade e estudos de estabilidade térmica e de pH em diferentes condicdes.

e Otimizacdo do meio de cultivo, utilizando o método do algoritmo genético, tendo
como varidveis de entrada nove componentes, necessarios para a secre¢ao da proteina
recombinante em B. megaterium, visando obtengdo de niveis mais altos de atividade

enzimatica e biomassa.

e Escalonamento do processo, desde as placas de 96 pocos até o biorreator, processo

em batelada, com meios definidos, usando glicose ou glicerol como fonte de carbono.

¢ Adicdo de diferentes fontes de nitrogénio de origem vegetal ou animal nas melhores
condi¢des de meios sintéticos, visando o0 aumento da concentracao celular e atividade

enzimatica.

e Cultivos em batelada alimentada, visando conseguir alta densidade celular e altos

niveis de expressdo da enzima recombinante.

Levando-se em consideracdo os objetivos propostos, esta tese foi organizada em 8
capitulos. A introducdo contextualizando o tema, 0s objetivos e a revisdo bibliogréfica
sdo apresentados nos capitulos 1, 2 e 3, respectivamente. O capitulo 4 aborda os estudos
realizados com rE. coli BL21 (DE3) transformada com o plasmideo pT101/D-TOPO
contendo o gene pac, produtor de PGA. Ja o capitulo 5 aborda a clonagem, expressao e
caracterizacdo de B. megaterium em B. megaterium. No capitulo 6 séo apresentados 0s
resultados referentes ao processo de otimizacdo e escalonamento do meio de cultivo
sintético, indo das placas de 96 pocos até o biorreator com meio sintético e é realizada uma
otimizacgdo da fonte de nitrogénio por meio de meios complexos, visando a alta producéo de
penicilina G acilase recombinante. Finalmente no capitulo 7 sdo apresentadas as conclusdes

globais da tese e no capitulo 8 as recomendacdes para futuros trabalhos.

23



3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo é composto por uma revisdo da literatura sobre os principais
aspectos relacionados a Penicilina G Acilase, producéo de proteinas recombinantes em
organismos geneticamente modificados, especificamente Escherichia coli e Bacillus
megaterium. Pretende-se demonstrar diferentes tépicos para cada bactéria,
evidenciando-se como os plasmideos foram desenvolvidos, os hospedeiros, o0s
promotores, topicos de escalonamento, cultivos em biorreator, a producdo de PGA em
estas bactérias recombinantes, topicos de purificacdo e também a caracterizacdo de

enzimas.

3.1 Penicilina G Acilase

As penicilinas G acilases (PGA; EC 3.5.1.11) podem ser obtidas por diferentes
microrganismos: Acromobacter spp, Actinoplanes spp, Bovista plimbea, Fusarium spp,
Kluyvera citrophila, Proteus rettigeri, Pseudomonas melanogenum, Streptomyces
lavendulae, Escherichia coli e Bacillus megaterium (SHEWALE; SIVARMAN, 1989).

PGA pertence a superfamilia estrutural das hidrolases nucle6filo N-terminais
que partilham uma dobra comum em torno do sitio ativo catalitico tendo uma serina,
cisteina, ou a treonina na posicdo N-terminal (DUGGLEBY et al., 1995; FLORES;
SOBERON; OSUNA, 2004) (Figura 3.1). Estudos com respeito & estrutura da PGA de
E. coli revelam que a enzima € produzida como um precursor de cadeia Unica
consistindo de 846 residuos de aminoacidos no citoplasma. O precursor é entdo
processado pela remocdo de uma seqiiéncia de sinais e um espacador com 26 e 54
residuos de aminodcidos, respectivamente, resultando numa enzima madura, um
heterodimero formado pelas sub-unidades a e p (209 e 557 residuos de aminoacidos,
respectivamente). Seu papel “in vivo” permanece ndo esclarecido, porém o fato da
expressao ser regulada pelo acido fenil acético faz com que haja especulagdes de que ela
possa estar envolvida na assimilacdo de componentes arométicos como fonte de
carbono (CALLERI et al., 2004).
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Figura 3.1 - Estrutura dimérica de PGA mostrando a sub-unidade B (violeta) e a sub-
unidade a (azul claro). A regido N-terminal da sub-unidade o ¢ a C-terminal da regido [
sdo indicadas em verde. Em vermelho, no centro da molécula, encontra-se o residuo
serina catalitico.

Fonte: FLORES; SOBERON; OSUNA, 2004.

Funcionalmente, PGA catalisa a quebra da ligacdo amida entre 0 grupo amino
primario do nucleo B-lactamico e o grupo carboxila da cadeia lateral de diferentes
antibioticos. Atua, por exemplo, sobre as cadeias laterais de penicilina G e cefalosporina
G, gerando os nucleos acido 6-amino penicilanico (6-APA) e o acido cefalosporanico
des acetoxi-7-amino (7-ADCA), deixando para tras o acido fenil acético (AFA) como
um subproduto comum (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004) (Figura 3.2). Esses
nucleos sdo intermediarios para obtencdo de penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas,
tais como ampicilina, amoxicilina,cefadroxil, cefalexina, etc) (GEDDES; KLUGMAN;
ROLINSON, 2007).
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Figura 3.2 - Conversdo enzimética de penicilina G e cefalosporina G em é&cido 6-
aminopenicilanico (6-APA) e acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), reacfes que tém
como produto comum o &cido fenilacético.
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Fonte: (CHANDEL et al., 2008).

Além de hidrolisar antibioticos B-lactdmicos, as pesquisas mostram mdltiplas
aplicacdes de PGA, incluindo sintese de peptideos, resolugdo de misturas racémicas,
acilacdo enantioseletiva, etc. (PARMAR et al., 2000). A Tabela 3.1 resume as

aplicacdes especificas de PGA.

Tabela 3.1 - Reacg0es e aplicacdes implementadas usando Penicilina G Acilase.

Mecanismo AplicacOes Referéncias
Sintese Producdo de D-fenil dipeptideos, esteres (LANGEN et al., 2000)
peptidica aplicados em aditivos para alimentos,

(fortificagdo  inibidores de quitanase, producdo de

de grupos antifangicos, antialérgicos e compostos

amino) antivirales.

Resolucdo de Remocdo de compostos quirais (amino (FADNAVIS et al,
misturas acidos) 1997)

racémicas (CAINELLI et al,
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Loracarbef, sintese de cefalosporinas 1997)
Xemilofiban, sintese de agentes (TOPGI et al., 1999)
antiagregantes plaquetares.

Sintese de B aminoacidos. (ROCHE;  PRASAD:
REPIC, 1999)

Sintese de Producédo de cefalotin a partir de 7-ADCA (SHAW et al., 2000)
cefalotin e derivados de amido de acido 2-
tienilacético usando PGA

Enantioseleti  Hidrolise de iso-propilamida de &cido (ROCCHIETTI et al.,

vidade mandélico. 2002)

émodulagao Os derivados foram wusados para a

€ . producéo de cefamandole e cefonicidas.

enantioseleti

vidade de

PGA

imobilizada)

Acilacao Sintese de uma série de compostos do (MASSOLINI et al.,

enantioseleti  &cido arilacético junto com derivados 2006)
va tioisoesteres.

(reconhecime

nto

enantioseleti

V0)

Hidrolise Sintese de +(-) metil fenilmalonato (CABRERA et al,
quiral 2007)

(hidrolise de

dietil e

dimetil

fenilmalonat

0)

Fonte: (CHANDEL et al., 2008).

PGAs de B. megaterium e E. coli sdo inibidas competitivamente pelo &cido fenil
acetico e ndo competitivamente pelo 6-APA. Os valores de temperatura e pH 6timos de
acdo da enzima na catélise da hidrélise de penicilina G estdo comumente na faixa de 35-
37° e pH 7,8-8,0, respectivamente, dependendo da origem (SAVIDGE; COLE, 1975).

Meevootisom et al., 1987 clonaram genes de PGA de E. coli 194, de um mutante
dessa linhagem (E. coli 194-3) e de um mutante de B. megaterium ATCC 14945 (B.

megaterium UN1). Esses genes foram clonados em E. coli DH1, no vetor plasmidio
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pACYC184. O objetivo principal do trabalho foi verificar se havia diferenca entre esses
diferentes genes (diferentes microrganismos e linhagens mutantes do mesmo) e
determinar o tamanho dos mesmos. A comparagdo dos mapas de restricdo dos clones
mostrou que os genes oriundos das linhagens de E. coli ndo apresentaram diferencas
detectaveis. No entanto, existem algumas diferencas entre as linhagens de E. coli e de B.
megaterium. Os resultados indicaram que o tamanho do gene requerido para a producao
da enzima de E. coli é em torno de 2,2 Kb; j& para o B. megaterium ¢é de 2,3 a 2,7 Kb.
Verificaram que PGA de B. megaterium é produzida intracelularmente em E. coli
recombinante, porém com uma menor producdo quando comparada com 0s genes de E.
coli. Outro aspecto digno de mencéo relaciona-se com a indugdo por AFA. Com
excecdo de apenas um clone, todos os demais genes de PGA clonados ndo foram mais
induziveis. Isso pode ser devido a separacdo do gene PGA de seus elementos de

controle, como consequéncia dos procedimentos de subclonagem.

Martin et al. (1995) sequenciaram gene pac proveniente de B. megaterium
ATCC 14945 e o clonaram em E. coli HB101. A sequéncia apresentou 2406
nucleotideos com um conteddo C+G de 37%, codificando uma cadeia polipeptidica de
802 aminoacidos. No entanto, quando o gene pac de B. megaterium é clonado em E.
coli a enzima ndo consegue ser secretada, sugerindo que o peptideo sinal ndo é

reconhecido pela maquinéria de secrecédo de E. coli.

A grande demanda de PGA pode ser suprida explorando-se métodos mais
econdmicos de cultivo. Antigamente PGA era fabricada principalmente por cultivo em
batelada alimentada, seguido por lote e processos descontinuos intermitentes com
Escherichia coli recombinante, Bacillus megaterium e Arthrobacter viscosos, utilizando
sacarose e glucose como os substratos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004).

Esse processo é simples, mas pouco rentavel pelos requerimentos especificos no
sistema, além do alto custo das fontes de carbono na cultivo. Além disso, os custos de
recuperacdo contribuem substancialmente para o alto custo de PGA. O uso de biologia
molecular pode permitir aumento consideravel na produtividade da enzima, com
consequente reducdo no seu custo de producdo. Diferentes hospedeiros vem sendo
testados (LIN; HSIAO; CHOU, 2002; MARESOVA et al., 2010; RAJENDHRAN;
GUNASEKARAN, 2004; VALESOVA et al., 2004; WEN et al, 2005). O
desenvolvimento do processo também foi estudado alterando-se os parametros de

cultivo relacionados (LIU, CHANG; LEE, 1999) e alterando-se o meio de produgéo
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(DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2006; PINOTTI et al., 2000, 2002; ZHANG et al.,
2006).

3.2 Producao de proteinas a partir de Organismos Geneticamente Modificados

A producdo de proteinas recombinantes € um campo enorme e nao hé indicios de
que a expansdo deste campo ird acabar rapidamente. Nas ultimas décadas, um
impressionante progresso na tecnologia de proteinas recombinantes trouxe centenas de
proteinas terapéuticas em aplicag¢fes clinicas. Ha diversas proteinas terapéuticas em
ensaios clinicos e pesquisas cientificas com o intuito de melhorar esta tecnologia. A era
da biologia de sistemas é uma forca motriz importante que impulsiona este campo
(CHEN, 2012).

Diversas engenhosas estratégias foram desenvolvidas ao longo dos ultimos anos
para enfrentar esses desafios. Dentre elas, estendeu-se o volume de producdo de
proteinas recombinantes para centenas de metros cubicos, ja que a economia de grande
escala é um critério chave para uma producédo industrialmente atraente (MIERAU et al.,
2005). A grande escala sempre esté ligada com limitages na eficiéncia hidréaulica e de
mistura (BYLUND et al., 1998; ENFORS et al., 2001). Na Figura 3.3 é apresentado um

esquema geral do escalonamento de bioprocessos em biorreator.

Consequéncia da dificuldade de reproduzir na grande escala as condi¢cfes de
mistura da pequena escala, muitas vezes as condi¢des de grande escala apresentam um
desempenho inferior, com o rendimento do produto reduzido (BYLUND et al., 1998),
longo tempo de cultivo e/ou formacédo de produtos indesejaveis (ENFORS et al., 2001)

quando os resultados sdo comparados com os obtidos em pequena escala.

Obviamente a producdo de linhagens e condigdes de processo, principalmente
desenvolvidas em escala de laboratdrio, ndo coincidem totalmente com o ambiente
especifico de um biorreator em grande escala. 1sso pode ser superado, parcialmente,
pelo método de tentativa e erro nas condi¢Bes de processo ou estratégias de alimentacéo.
Infelizmente, esse tipo de abordagem somente se aplica para o caso especifico, e 0
elevado esforco empregado ndo proporciona uma base de conhecimento geral. Para
superar tais limitagdes da grande escala de uma maneira mais racional, a capacidade

metabolica do microrganismo parece ser um relevante ponto de partida (LEE et al.,
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2011). No caso de proteinas recombinantes, se 0 metabolismo de um hospedeiro é bem
conhecido, torna-se possivel definir condi¢des de cultivo aplicaveis para expressao de

diferentes proteinas.

Figura 3.3 - Esquema geral do escalonamento de bioprocessos em biorreator.

Escala Foco Objetivos Utilidade Ferramentas
] Scresning e Screaening de alto Algoritmao gentico
| Placas de 96 pogos | 0.1-1.5 mL otimizagio Incremento rendimenta Bl
- do meio de cultivo da Aumento do numerno de E.tatins.t;n de
Wi replicatas {robustez )
é Shaker 10-200 mL : produtividade =% ST sxperimentos
m Bdarreztor de bancads c_E do processe iIncremento da Centrole avangsdo o B ‘_ﬁSSﬂ"-' 'd_ﬂ'
[ = ] 05-5L densidade processos. controle da alimentacio
: celular Altz densidade celular, Controle de processos
Escala piloto 100 L e robustez do bazeado em sensores
procezso (BPM) Alts produtividade virtusis

Fonte: (DAVID et al., 2011b).

O desempenho sub-6timo da producdo em larga escala esta relacionado as
flutuacGes nos nutrientes das células produtoras, devido aos gradientes dos substratos ou
do oxigénio dissolvido, que ocorre pelas limitagbes na mistura (CUTAYAR;
POILLON, 1989).

Os mecanismos metabolicos subjacentes que causam o desempenho de producao
limitada sdo pouco conhecidos. Isso ocorre principalmente pelo fato de que o pouco
conhecimento disponivel sobre as propriedades metabdlicas é obtido em pequena
escala, com 6timas condigdes de mistura, as quais nao sao reproduzidas no processo em

grande escala.

Para investigar a influéncia de gradientes de oxigénio, substrato e pH sobre o
desempenho do processo em escala de laboratério, ja foram realizados diversos estudos
de scale-down (BYLUND et al., 1998; KAR et al., 2008; KOHLSTEDT; BECKER;
WITTMANN, 2010; SANDOVAL-BASURTO et al., 2005). Essa configuracdo
experimental foi utilizada para simular a grande escala, e, consequentemente, obter
condicBes para simular a influéncia de grandes gradientes de oxigénio dissolvido e

concentracdo de substrato na producdo das proteinas recombinantes.
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3.2.1 E. coli recombinante

As proteinas sdo consideradas importantes desde o inicio do século XX, ainda
quando as pesquisas cientificas eram realizadas principalmente em plantas e animais.
Com a chegada da tecnologia do DNA recombinante na década de 1970, descobriu-se
que as proteinas terapéuticas recombinantes poderiam ser produzidas em E. coli de
forma robusta e econébmica. No comeco dos anos 80, a FDA (Food and Drug
Administration) aprovou a primeira insulina recombinante produzida por E. coli, para o
tratamento da diabetes, abrindo as portas e criando um modelo para o desenvolvimento

de outras proteinas terapéuticas recombinantes.

A partir dessa época, outros hospedeiros como leveduras, fungos filamentosos,
celulas de inseto e células de mamiferos estdo disponiveis para produzir outras proteinas
recombinantes diferentes e mais complexas, como anticorpos monoclonais (mADb).
Atualmente, mais de 151 proteinas recombinantes tém sido aprovadas pela FDA e/ou
pela Agéncia Europeia de Medicina para diferentes indicacfes clinicas. Um terco das
proteinas produzidas sdo expressadas por E. coli. Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as
mais recentemente aprovadas, indicando-se que este é o principal hospedeiro para a
producdo de proteinas recombinantes (HUANG; LIN; YANG, 2012).

Comparado com outros microrganismos recombinantes, E. coli é o mais atrativo
por ser bem caracterizado geneticamente, por ser uma ferramenta de clonagem versatil e
um bom sistema de expressdo, além de ter sido usado com sucesso na expressao de
diversas proteinas. Também é vantajoso utilizar E. coli para producdo em escala
industrial pelo seu rapido crescimento, baixo custo no meio de cultivo, féacil
escalonamento e alta capacidade para produzir proteinas com alto rendimento e
qualidade. Porém E. coli também tem varias limitagcGes, como hospedeiro de expressao,
tais como inabilidade de desenvolver algumas modificacbes pos-tradicionais (como
glicosilacdo), insuficiéncias na maturacdo e também ndo formacao de pontes dissulfeto
(HUANG,; LIN; YANG, 2012).
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Tabela 3.2 - Proteinas terapéuticas recombinantes expressadas por E. coli, recentemente
aprovadas.

Nome generico Data de aprovacio, lugar

(Nome da Indicacéo
e empresa
marca)
Ranibizumab Degeneracdo macular relacionadaa 2006 Estados Unidos, 2007
(Lucentis) idade: Doenca degenerativa que pode  unido europeia, Genentech.
levar a cegueira.
Somatropina Deficiéncia no hormonio de 2008 Estados Unidos,
(Accretropin) crescimento; Sindrome de Turner: Cangene.
Perda parcial ou total do cromossomo
X.

Certolizumab Doenga de Crohn: Doenga autoimune 2008 Estados Unidos, 2009
pegol (Cimzia) que afeta o sistema digestivo. Unido europeia, Union
Chimique Belge.

PEG interferon Hepatitis C cronica: doenca 2008 Estados Unidos,
alfa-2b infecciosa causada pelo virus da Schering-Plough
(Peglintron) hepatite C (VHC), que afecta

sobretudo o figado.
Romiplostim Parpura trombocitopénica idiopatica: 2008 Estados Unidos,
(Nplate) Anticorpos do sistema imune atacam Amgen.

as plaquetas.

Interferon beta Esclerose multipla: Doenca autoimune 2008 Unido Europeia, 2009

1b (Extavia) que afeta o cérebro e a medula Estados Unidos, Novartis
espinhal.

Pegloticase Gota cronica: Aumento excessivo do 2010 Estados Unidos,

(Krystexxa) acido urico no sangue. Savient Pharms

Fonte: HUANG; LIN; YANG, 2012.

3.2.1.1 Linhagens de E. coli usadas como hospedeiro

Escherichia coli K12 e seus derivados séo as principais linhagens utilizadas na
producdo de proteinas recombinantes na indudstria biotecnoldgica. Derivados de K12 sdo
comumente usados na industria biotecnoldgica incluindo E. coli RV308 e W3110
(CHEN et al.,, 2004; FURMAN et al., 1987). Diversos estudos tém modificado

32


http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_infecciosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_infecciosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus_da_hepatite_C
http://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus_da_hepatite_C
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado

geneticamente a linhagem K12 com o intuito de melhorar a produgdo de proteinas

recombinantes, reduzindo a acumulacdo de acetato durante o crescimento celular.

A linhagem E. coli B desenhada por Studier e Moffatt (1986) foi uma linhagem
modelo utilizada para estudar sistemas de restricdo-modificacdo, evolucdo bacteriana e
expressdo de proteinas recombinantes tanto em laboratorios quanto na industria. Desde
o modelo original essa linhagem B vem sendo modificada, criando-se linhagens
adicionais como BL21, C41 e C43 que tém capacidades diferentes de expressdo de
diversos tipos de proteinas. A linhagem B e seus derivados tem muitas vantagens como,
por exemplo, a baixa acumulacdo de acetato sob altas concentracGes de glicose, a
deficiéncia de proteases especificas e a alta permeabilidade na membrana exterior,
sendo 6timo hospedeiro para proteinas (HUANG; LIN; YANG, 2012).

E. coli BL21 é uma cepa robusta capaz de multiplicar-se vigorosamente nos
meios minimos. Adicionalmente, é ndo patogénica e improvavel de sobreviver em
tecidos humanos e animais ou causar doengas ou intoxicages (SPRENSEN;
MORTENSEN, 2005a).

3.2.1.2 Vetores de expressiao tipicamente usados para E. coli

A transcricdo genética 6tima normalmente é uma funcdo da dosagem genética
(plasmideo) e de um promotor funcional. Na obtencdo de proteinas recombinantes, a
produtividade é afetada pelo nimero de copias do plasmideo e pela estabilidade
estrutural e segregacional. A escolha do nimero de cépias plasmodiais étima é critico:
um namero muito baixo resultard em um baixo nivel do RNA mensageiro, obtendo-se
baixa produtividade de proteinas, enquanto que com um alto nimero de cépias, altas
produtividades serdo obtidas, porém, a tendéncia é impor um alto stress metabolico para
a célula. O ndmero de cépias do plasmideo depende principalmente da origem de
replicacdo, ditando um controle flexivel ou rigido do plasmideo. Sabe-se que
plasmideos de alto numero de copias (exemplo: pUC, 500-700 cépias) e plasmideos
com um numero médio de copias (exemplo: pBR322, 15-20 copias) ja foram utilizados
para a producdo em E. coli (JANA; DEB, 2005).

Um promotor génico eficiente deve apresentar véarias caracteristicas desejaveis,

entre elas ser forte, ter um baixo nivel de expressdo basal, ou seja, ser fortemente
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regulado, ser facilmente transferivel para outras cepas de E. coli para facilitar os ensaios
de rendimento de proteina com um grande nimero de linhagens e sua indugdo deve ser
realizada de forma simples e rentavel (JANA; DEB, 2005). O promotor génico T7,
derivado de bacteriofagos lambda T7 e presente no sistema de expressdo pET
(comercializado pela Novagen) é, de longe, o mais utilizado na preparacdo de proteinas
recombinantes. Em 2003, o sistema pET representou mais de 90% dos protocolos de
preparacdo de proteinas cujas estruturas foram depositadas no PDB. Os sistemas que
utilizam o promotor P /repressor cl como, por exemplo pLEX (Invitrogen), o promotor
TRC como, por exemplo, pTrc (GE Healthcare), o promotor Tac como, por exemplo
pPGEX (GE Healthcare) e hibridos lac/T5 como por exemplo pQE (Qiagen), sdo também
comumente utilizados em laboratérios de biologia molecular para a producdo de
proteinas recombinantes em E. coli (SORENSEN; MORTENSEN, 2005b).

Os promotores comumente empregados para a expressao heteréloga de proteinas
exigem a adicdo de uma molécula indutora, o esgotamento ou a adigdo de um nutriente
ou ainda, a mudanca de um fator fisico ou fisico-quimico como o pH ou a temperatura.
(JANA; DEB, 2005).

Os sistemas de termo regulacdo séo particularmente adequados para a producao
de proteinas em grande escala, pois sdo altamente produtivos, podem ser facilmente
regulados, minimizam a manipulacdo das culturas e evitam o uso de produtos quimicos
indutores. Apesar dessas vantagens, tais sistemas ainda apresentam muitos problemas
relacionados com as respostas fisiolégicas durante a inducdo de proteinas
recombinantes, 0 que causa um maior consumo de energia e carga metabdlica, afetando
a produtividade e a qualidade do produto final (VALDEZ-CRUZ et al., 2010). Na

Tabela 3.4 sdo apresentados o0s sistemas de expressdo mais importantes em E. coli.

A estabilidade do plasmideo € influenciada por suas propriedades, incluindo
tamanho e sequéncia de nucleotideos, pela origem genética do hospedeiro, bem como
pela temperatura da cultura, da taxa de multiplicacdo e das concentragdes dos
substratos. Uma estratégia para aumentar a estabilidade dos plasmideos e tornar a
expressao mais eficiente € o emprego de um plasmideo “fora de controle” (runaway) no
qual a replicacdo pode ser induzida de forma independente a multiplicagcdo bacteriana e
em fase especifica do cultivo, permitindo mais de 1000 copias do plasmideo por célula
hospedeira na fase de expressdao (SCHMIDT, 2005).
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Tabela 3.4 - Alguns sistemas de expressao em E. coli que sdo usados para a producéo
de proteinas heter6logas e suas caracteristicas.

Sistemas de ~ . Lo ..
expressio Inducéo (fa|x~a Niveis ole Caracteristicas Referéncias
de concentracao) expressao chave
baseados em
Promotor lac Adicdo de IPTG De baixo a Baixo nivel (GRONENBORN,
0,2 mM (0,05-2 medio intracelular 1976)
mM)
Promotor trcetac  Adi¢do de IPTG Moderadamente Alto nivel, mas (BROSIUS;
0,2 mM (0,05-2 alto menor do que o ERFLE;
mM) sistema T7 STORELLA,
Expressdo 1985)
regulada
Inducéo com
alto custo
Alto nivel basal
T7 RNA Adigdo de IPTG Muito alta Utiliza T7 RNA (STUDIER;
polimerase 0,2 mM (0,05-2 polimerase MOFFATT, 1986)
mM) Alto nivel de
expressd
induzivel
Inducdo com
alto custo
Promotor AP, Aumento da Moderadamente E requerido um (ELVIN et al.,
temperatura de 37 alta hospedeiro 1990)
a42° C (45°C) sensivel a
temperatura

Promotor/operador
tetA

Anidrotetraciclina De meio a alto
200 pg/mL nivel de
expressao

Alto nivel basal
em
temperaturas
acima de 30° C

Sem indutor
Regulacéo
rigorosa.

Independente
do estado
metabolico.

Independente
da linhagem de
E. coli

Indutor

(SKERRA, 1994)
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relativamente
econdmico

Baixo nivel de
expressao basal

Promotor araBAD Adicdo de |- Varia de baixo O nivel de (GUZMAN et al.,
(Pgap) arabinose  0.2% aalto nivel expressao é 1995)
(0.001-1%) proporcional a
dose do
indutor.

Regulacdo
rigorosa.

Baixo nivel
basal.

Indutor
econdmico.

Promotor rhaPgap  L-rhamnose 0.2% Varia do baixo Regulacéo (HALDIMANN;
ao alto nivel rigorosa. DANIELS;

Baixo nivel WANNER, 1998)

basal.

Indutor
relativamente
caro

Fonte: TERPE, 2006.

3.2.1.3 Condic¢des externas para expressio de proteinas heterologas por E. coli

A composicdo do meio de cultivo deve ser cuidadosamente monitorada, pois
pode ter importantes efeitos metabdlicos sobre a producdo de células e proteinas
nutrientes estdo presentes acima de determinadas concentracBes: Glicose (50 g/L),
amonia (3 g/L), ferro (1,15 g/L), magnésio (8,7 g/L), fosforo (10 g/L) e zinco (0,038
g/L). Portanto, esses e outros componentes dos meios, sejam eles substratos ou produtos

do metabolismo celular, devem ser controlados (LEE, 1996).

A temperatura também é uma varidvel importante que pode ser utilizada no
controle do metabolismo celular. Ao se reduzir a temperatura do meio de cultivo de E.

coli de 37° C para 26-30° C, uma reducédo na captagédo de nutrientes e na velocidade de
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multiplicacdo pode ocorrer. Em contrapartida, a redugdo da temperatura de cultivo
promove a reducdo da formagéo de subprodutos toxicos, muitas vezes incrementando a
quantidade e a qualidade da proteina recombinante produzida (LEE, 1996). Altas
temperaturas favorecem um répido crescimento celular, mas ndo a producédo da proteina
alvo, uma vez que o0 aumento da temperatura afeta a estabilidade do plasmideo e
consequentemente a producdo da proteina (ZHANG, TAIMING; LIU, 2003). Portanto,
a diminuicdo da temperatura durante a fase de indugdo constitui um metodo simples e
eficaz para aumentar a producéo de proteina (SHOJAOSADATI et al., 2008).

A estratégia de inducdo também foi identificada como um parametro crucial na
producdo de proteinas recombinantes. A concentragdo do indutor € um pardmetro que
afeta o transporte do indutor, que por sua vez, afeta a taxa de producéo especifica. Essa
variavel é diretamente relacionada com a carga metabdlica e, desta forma, a extensdo da
fase de inducio depende dela (PINSACH; DE MAS; LOPEZ-SANTIN, 2008). Lactose
e IPTG sdo amplamente utilizados para a expressao do gene de interesse no sistema de
expressao lac/T7 de E. coli. IPTG é um analogo estrutural da lactose, que ndo é
consumido durante o processo e independe de transportador para entrar na célula.
Porém, por ser extremamente caro e toxico, restringe sua aplicagdo como indutor em
processos industriais. Ja a lactose é um indutor menos caro e natural que, no entanto,
apresenta baixa solubilidade em agua e € consumido como fonte de carbono durante a
fase de inducdo, fazendo com que a escolha da estratégia de inducdo seja uma tarefa
dificil (YAN; MAO; LUO, 2004).

3.2.1.4 Cultivos de alta densidade celular para a producdo de proteinas
recombinantes em E. coli

A maneira mais simples para a producdo de uma proteina recombinante é por
batelada. Aqui, todos os nutrientes necessarios para o crescimento sdo fornecidos desde
0 comeco e existe um controle limitado do crescimento durante o processo. Este limite
leva, muitas vezes, a alteracbes no meio de crescimento, tais como alteragdes no pH e
na concentracdo de oxigénio dissolvido, bem como a deplecéo de substrato. Alem disso,
produtos inibitérios de vérias vias metabdlicas podem se acumular. As densidades
celulares e os niveis de producdo sdo moderados nos cultivos em batelada
(SYRENSEN; MORTENSEN, 2005b).
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Segundo Yim et al. (2001) a batelada-alimentada é 0 modo de operacdo mais
utilizado para atingir altas concentracgdes celulares. Quando aplicado para a producédo de
proteinas heterdlogas, o cultivo é geralmente realizado em trés etapas: batelada,
batelada alimentada e fase de inducdo. CondicGes de cultivo como fonte de carbono,
temperatura e vazao da alimentacdo influenciam o desempenho dos cultivos em termos
de biomassa e producdo da proteina recombinante (BABAEIPOUR et al., 2007;
PASSARINHA; BONIFACIO; QUEIROZ, 2009; RODRIGUEZ-CARMONA et al.,
2012).

Inimeros estudos buscam otimizar a producdo da proteina-alvo através da
manipulagcdo da composi¢do do meio de cultivo, tempo de inducdo, concentracdo do
indutor e temperatura, juntamente com o controle da velocidade especifica de
crescimento antes e depois da inducdo (KILIKIAN et al., 2000). Para se obter uma
elevada producdo da proteina recombinante é necessario, primeiramente, atingir

elevadas concentracOes celulares.

Além da fonte de carbono (glicose ou glicerol) e do indutor (IPTG ou lactose), o
meio de cultivo utilizado pode ter grande influéncia, tanto na formacdo de biomassa
como na producdo da proteina recombinante. Na literatura estdo disponiveis vérias
formulacdes para 0 meio definido, desenvolvidas especificamente para cultivos de alta
densidade em batelada alimentada (KORZ et al., 1995; SEEGER et al., 1995). Ja para o
meio complexo, as formulacdes disponiveis sdo voltadas principalmente para 0s
cultivos em shaker (STUDIER, 2005).

Em cultivos de batelada alimentada, a(s) concentracdo(s) do(s) substrato(s)
podem ser ajustadas de acordo com a taxa de consumo e também podem ser regulados
varios outros fatores com o intuito de obter o nivel de produ¢cdo méaxima, em termos de
proteina alvo por biomassa (SOGRENSEN; MORTENSEN, 2005b).

No caso da producdo de proteinas heter6logas por E. coli recombinante, os
cultivos em batelada alimentada podem ser divididos basicamente em trés fases,

conforme € apresentado na Figura 3.4.

38



Figura 3.4 - Etapas para cultivos em batelada alimentada de E. coli recombinante.

lera etapa: Cultivo
em descontinuo

!

2da. Etapa:
Alimentacéo da fonte
de carbono

!

3ra etapa: Inducéo da
sintese da proteina
recombinante

Fonte: SARGO, 2011.

A etapa 1 deste processo ocorre até que a fonte de carbono, inicialmente
adicionada ao meio, seja consumida, com P=HPmax. Na etapa 2 inicia-se a fase de
alimentacdo. Se a fonte de carbono escolhida for a glicose, essa alimentacao deve ser de
maneira a ndo permitir o seu acumulo, evitando que ocorra a formacgdo de subprodutos
inibidores. Por tanto p deve ser mantido abaixo do pmax. E por fim, na etapa 3 ha a
inducdo da sintese da proteina, com p<<pma devido ao alto estresse metabodlico
(SARGO, 2011).

A glicose é uma fonte de carbono facilmente assimilada pela E. coli, oferecendo
elevada taxa especifica maxima de crescimento. No entanto, a célula pode direcionar
seu metabolismo para a formacdo de metabdlitos indesejados, que podem causar a
inibicdo do crescimento e producdo de proteina. O acetato, conhecido por ser o principal
inibidor do crescimento e sintese proteica (KLEMAN; STROHL, 1994; LEE, 1996;
LULI; STROHL, 1990) é formado quando o fluxo de carbono na via metabolica central
supera a demanda da biossintese e a capacidade de geracao de energia dentro da célula
(LEE, 1996). Por esta razdo, em cultivos em batelada-alimentada com glicose como
fonte de carbono, a taxa de crescimento deve ser mantida proxima a taxa de crescimento

critica especifica (0,1 - 0,3 h™) durante as fases de batelada e batelada-alimentada, o que
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pode ser feito promovendo o crescimento das células a uma temperatura abaixo da ideal
e/ou manipulando a vazdo de alimentacdo (KORZ et al.,, 1995; MENZELLA;
CECCARELLI; GRAMAJO, 2003).

O glicerol é uma fonte de carbono promissora para cultivos de alta densidade
celular de E. coli, ja que ao contrario da glicose, ndo possui um sistema de transporte
ativo para sua entrada na célula (NELSON, LEHNINGER; COX, 2008). Maiores taxas
de crescimento podem ser empregadas durante a fase de alimentacdo sem que haja
formacéo de acetato (SARGO, 2011).

Também j& foram encontrados autores que buscam a producdo de proteinas
recombinantes usando residuos agricolas, visando diminuir o custo do processo. Ja
foram testados melago de cana como indutor (ANGARDI; CALIK, 2013; CALIK;
LEVENT, 2009; YE et al., 2010), soro de queijo como substrato e indutor (DE LEON-
RODRIGUEZ et al., 2006; VIITANEN et al., 2003), farelo de arroz como substrato
(LEE et al., 2013) entre outras. Na Tabela 3.5 sdo mostradas as estratégias de cultivo
reportadas nos Gltimos anos para producao de proteinas recombinantes em cultivos de

E. coli em biorreator.

Tabela 3.5- Estratégias de cultivo para obtencdo de altas quantidades de enzimas
recombinantes em E. coli.

. . Cx .
~ . Meio de Estratégia de Produtiv o
Construcgéo Enzima . _g Produto  (gDC . Referéncia
cultivo cultivo idade

WIL)

pMalc Heparina  Semi- Biorreator de 15 482 32.7 105 (RESTAINO
2x/Roseta- definido L. mg/L mg/L*h ot gl

gami B (DE3)
Batelada 2013)
alimentada

Mistura de
IPTG e Gal
como indutor

pMFvpt/JM10 Tirosinas  Semi- Biorreator de 3000 37 103 (REN et
9 e definido  1.4L mg/L mg/L*h a1, 2013)

Batelada
alimentada
(Taxa de
alimentacéo
constante)
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pPNLE/JM109 Nitrilase = Complex
0

pQEaprham/  Rhamnul  Complex
M15AglyA ose 1- 0

fosfato

aldolase

(RhuA)

pQEofrham/  Rhamnul Complex
MI15AglyA ose 1- 0

fosfato

aldolase

(RhuA)

Biorreator de
5L. Batelada
alimentada
(Taxa de
alimentacédo
constante)

Biorreator de 20
L. Alimentacéo
linear continua
de IPTG de 0.3
pmol a 0.6
pumol/gDCW.
Tinducdo=37° C

Biorreator de 20
L. Alimentacéo
linear continua
de IPTG de 0.3
pmol a 0.6
pumol/gDCW.
Tindugdo=28° C

Biorreator de 1
L. Batelada com
reducéo da
temperatura de
inducdo para
28°C

Biorreator de 1
L. Batelada
alimentada com
glicose como
substrato.

19300
Uacido
mandélic
o/L

38700

mg/L

66990
mg/L

5670
mg/L

6690
mg/L

10.7

150

330

27

40

4825
Uacido
mandélic
o/L*h

1759

mg/L*h

23925
mg/L*h

210
mg/L*h

334
mg/L*h

(LIU et
al., 2011)

(PINSACH
etal.,
2008)

(RUIZ et
al., 2009)

Fonte: elaboracéo propria.

3.2.1.5 Producio de Penicilina G Acilase em E. coli recombinante

O processamento proteolitico de proteinas funcionais a partir de precursores

polipeptidicos foi encontrado em eucariotos e virus animais, mas poucos casos foram
encontrados em bactérias (MAYER; DOHERTY, 1992). O gene pac é sintetizado como

um precursor unico no citoplasma e a sua maturacdo é desenvolvida atraves de varios

passos: a remogdo do peptideo sinal na translocacdo da membrana citoplasmatica, o

processamento do peptideo espacador no espago periplasmatico, seguido da formagéo
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da enzima quimicamente ativa composta pelas subunidades a e . O processamento

proteolitico pode ser observado na Figura 3.5 (KRZESLAK et al., 2009).

O processamento pdés-traducional de ppPGA ¢é acompanhado por autocatalise e
varios tipos de genes pac (a partir de Escherichia coli, Kluyvera citrophila,
Arthrobacter viscosus) maturam eficientemente s6 com temperaturas de crescimento
sub-6timas (KEILMANN; WANNER; BOCK, 1993).

Figura 3.5 - Esquema geral de sintese e processamento de PGA em E. coli
recombinante. O gene pac codifica um precursor polipeptidico de 94 kDa (ppPGA) que
consiste em um peptideo sinal (S), uma subunidade (o)), um peptideo espagador (L) e
uma subunidade (B). O peptideo sinal ¢ removido de ppPGA durante a translocacio do
citoplasma ao espaco periplasmatico. No espaco periplasmatico ainda séo desenvolvidas
modificacOes pos-tradicionais até obter a PGA enovelada.

gene pac
ee—

Transcripgio

RNA Citoplasma
pacm AN NN

Traducao

pPPGA [§ a B |

(94 kDa)
Memhbrana
Translocacéo citoplasmatica
(remogiio do ps)
pPPGA | a B |
{91 kDa)
Processamento
Espaco
+[ B | periplasmatico
lFrncessamentn
a+p PGA | a |+] B |
(23 kDa + 62 kDa)

Outra membrana

Fonte: (KRZESLAK et al., 2009).

Devido a grande demanda mundial de PGA, a tecnologia de DNA recombinante
para a obtencdo desta enzima em E. coli, vem sendo bastante utilizada. A Tabela 3.6
apresenta varios exemplos, com diferentes origens do gene pac e diferentes estratégias
de clonagem. Os melhores resultados de aumento da atividade enzimética com a
estratégia de clonagem foram apresentados por Wang et al. (2006). Esse grupo
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conseguiu melhorar a expressdo de PGA a partir de duas construgbes no mesmo
hospedeiro, uma com o gene pac de Alcagenes faecalis e outra com 0 gene pcm,
produzindo uma proteina auxiliar. Com essa estratégia de clonagem foi possivel obter
31200 U/L, valores 10 vezes maiores do que os publicados por outros grupos de

pesquisa.

Tabela 3.6 - Linhagens de E. coli geneticamente modificadas pela para
producdo de PGA recombinante.

Atividade
Origem do . - U/L A
g Hospedeiro Caracteristicas (L) Referéncia
gene de pac (Intracelu
lar)
. (RAJENDHRAN&
Bacillus badius Escherichia coli Vetor: pET30D sob 1820 GUNASEKARAN,
controle do promotor T7.
2007b)
Co-expressao com o gene
PCM. O gene PCM produz
) a proteina PIMT que evita
Alfcallg?_nes Escherichia coli @ formacdo de corpos de 31200 (WANG etal,
aecalls inclusdo. Vetor do gene 2006)
PGA: pET43.1a
Vetor do PCM: pET28a.
Achromo_bacter Escherichia coli Vetor pET28b sob controle 4000 (CAI etal., 2004)
xylosoxidans do promotor T7
_ . _— . Vetor pT101/D-TOPO sob (MONTES et al.,
Escherichiacoli  Escherichia coli controle do promotor T7 200 2007)
Vetor pYA292 sob
Escherichia coli  Escherichia coli  controle do promotor ptrc. 1190 (VOHRA etal,
x . - 2001)
Na&o precisa de indutor.
_ . Escherichia coli (SOBOTKOV»A;
Escherichia coli RE3 Vetor pKA18 induzido 4500 GRAFKOVA;
pelo acido fenilacetico. KYSL, 2002)
Alcallge_nes 270
faecalis
Escherichia coli 280
Escherichia coli Vetor pET24A(+) sob (CHENG et al.,
Kluyvera controle do promotor T7 600 2006)
cryocrescens
Prowdenpla 320
rettgeri

Fonte: elaboracdo propria.
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A literatura reporta também protocolos bem estabelecidos para cultivos de alta
densidade celular de rE. coli utilizando meios de cultivos baratos e biorreatores
comerciais (HANNIG; MAKRIDES, 1998). No caso especifico dos cultivos em
biorreator para a producdo de PGA por E. coli sob o controle do operon lac, na grande
maioria dos estudos relatados na literatura, os cultivos foram conduzidos em batelada,
com meio definido e as concentracfes celulares obtidas ndo excederam 12 gDCW/L
(IGNATOVA et al., 2003; SOBOTKOVA et al., 1996; WEN et al., 2005). Ainda com o
meio definido, o cultivo de rE. coli expressando PGA foi estudado em batelada
alimentada (LIN; HSIAO; CHOU, 2002; LIU; CHANG,; LEE, 1999) com
concentracdes celulares de 34 a ~ 100 gDCWI/L. Verifica-se, portanto, que apesar do
grande investimento na obtencdo de linhagens recombinantes E. coli expressando PGA,
ainda h& muitas possibilidades inexploradas para estudos envolvendo esses OGMs em

biorreator.

3.2.2 Bacillus megaterium recombinante

B. megaterium tem capacidade de esporulacdo e destaca-se dentro do género
Bacillus pelo grande tamanho de suas células vegetativas (1,0-1,3 por 2,5-6,0 um) e
esporos (0,8-1,2 por 1,5-2,0um), origem de seu nome. Suas células vegetativas
mostram-se como cilindros com extremidades arredondadas; 0s esporos mostram-se
elipsoidais ou centrais; seu crescimento em slant é abundante, liso, com aparéncia
gordurosa, translicido para opaco, branco leitoso, sem escurecimento com o tempo;
crescimento em placas mostra formacdo de coldnias circulares, superficie rugosa,
margens levemente onduladas, aspecto macio, ndo espalhadas, branco leitoso para
amarelado e levemente aderentes. E aerdbio, ndo apresentando crescimento anaerébio
em glicose, com crescimento 6timo nas faixas de temperatura e pH entre 28-35° C e

7,0-8,5, respectivamente.
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3.2.2.1 Producéo de PGA recombinante em B. megaterium

Embora E. coli seja, de uma maneira geral, o organismo mais utilizado para a
producdo de proteinas recombinantes, outros hospedeiros vem sendo estudados, como a
levedura Pichia pastoris (MARESOVA et al., 2010; SENEROVIC et al., 2006),
Pseudomonas aeruginosa (KRZESLAK et al., 2009) e a bactéria Bacillus megaterium.
Esses microrganismos apresentam varias vantagens em relacdo a E. coli, as quais estdo
relacionadas a diversos fatores, incluindo-se baixa producdo de proteases alcalinas,
sistema de secrecdo conhecido (YANG et al., 2006Db), estabilidade plasmidial e presenca
de vérios replicons compativeis para a realizagdo de novos vetores e estratégias de
clonagem (ROSSO; VARY, 2005). Na Tabela 3.7 sdo relacionados alguns exemplos de

construcdes com o gene de PGA clonado em varios tipos de hospedeiros.

Tabela 3.7 - Resumo de organismos modificados pela tecnologia de DNA
recombinante produtores de PGA como leveduras e bactérias gram positivas.

Atividade
Origem do . s (U/L) A
gene de PGA Hospedeiro Caracteristicas (Extracelul Referéncia
ar)
Vetor pPICZ-A sob
controle do promotor
L . AOX1. Indugéo por (MARESOVA
Escherichia coli  Pichia pastoris metanol. Gene de PGA 25900 U/L et al., 2010)
sem peptideo sinal
(producéo intracelular).
. . Vetor pPICZ sob controle
Pr;)g/t[[dir;z:la Pichia pastoris do promotor AOX1. 27000 U/L (SG}EZEZS%I)C
g Inducéo por metanol N
Vetor pMMB e peptideo 118000
—_ . Pseudomonas sinal lasB encarregado da uU/L (KRZESLAK et
Escherichia coli . " . N
aeruginosa secrecdo da proteina (produgéo al., 2009)
heterdloga. intracelular)
N . Vetor pMADb sob controle
Alcaligenis Bacillus 4 romotor Hpall, com 1960 UL (ZHANG etal,
faecalis subtilis N . 2006)
expressdo constitutiva.
Bacillus Bacillus Vetor pMM1525, usando
oregatetior megaterium O peptideosinal Lip A 1500 u/L (YAZ%(%E; al.
spinzl ATCC14945 proprio do vetor, sob

controle do promotor
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Bacillus BacliLe fenilacético com 40000 U/L (YAZ'\é%le)t al.,
g modificagdes na fonte de
carbono, otimizando a
producdo da enzima
recombinante.
Bacillus
megaterium Bacillus
(gene com megaterium 20400 UL
mutagdes)
Bacillus Vetor pBA402 induzindo (LIU etal
megaterium Bacillus a expressdo a partir do 2011) ’
(ggne com subtilis MI1113 acido fenilacético. 5800 U/L
mutacdes)
Bacillus Bacillus 9000 U/L
megaterium megaterium

xylA, induzindo a
expressao com xilose.

Vetor pBA402 sob
controle do promotor P43
induzindo a expresséo a
partir do &cido

Fonte: elaboracéo propria.

Yang et al. (2001) subclonaram o gene pac do B. megaterium AC8904 em
Bacillus subtilis WB600 utilizando um vetor de expressdo sob controle do promotor
P43. A enzima recombinante produzida em B. subtilis foi secretada e atingiu um nivel
de expressdo de 40000 U/L sob condicdes otimizadas. A PGA purificada apresentou

uma atividade especifica de 45 U/mg de proteina.

Yang et al. (2006b) substituiram o peptideo sinal natural do gene pac de PGA de
B.megaterium e utilizaram o peptideo sinal LipA do vetor pMM1525 para a expressdo
extracelular da PGA recombinante, além de otimizar o meio de cultivo adicionando
aminoacidos e ions de célcio, obtendo uma atividade enzimética extracelular de 1500
U/L o que equivale a 7 vezes a producdo de PGA do B. megaterium selvagem, segundo

0S autores.

Em termos gerais, as clonagens bem sucedidas em leveduras apresentam
atividades enzimaticas volumétricas 10 vezes maiores do que as conseguidas em E. coli,
porém, as clonagens realizadas em B. megaterium ainda ndo superam as atividades

enzimaticas atingidas com E. coli. Uma vantagem observada de B. megaterium com
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respeito a E. coli é que a enzima recombinante produzida por esse microrganismo é
extracelular, o que facilita a purificacdo da mesma. Assim, um processo bem sucedido
onde se consiga alto crescimento celular, acompanhado de alta expressdo da enzima,
com um meio de composicdo controlada, levaria a obtencdo de enzima ja em alta
concentracdo e facilmente recuperdvel. Nao sdo reportados na literatura estudos de
cultivo de alta densidade de B. megaterium.

Para B. megaterium recombinante ainda sdo poucas as publicacdes referentes a
cultivos em biorreator. Suarez et al. (2012) realizaram cultivos em biorreator de 2 L
com B. megaterium PV361 e QMB1551 com 0 objetivo de otimizar a concentragdo
celular destas linhagens sem ter sido transformadas, atingindo concentragdes celulares
de 4 g/L de massa seca com meio B (Glicose, NaCl e extrato de levedura), pimax de 0.42

h™e Yys de 0.5 g/g.

3.2.2.2 Vetores de expressdo desenhados para o Bacillus megaterium como
hospedeiro e as proteinas recombinantes produzidas

Rygus e Hillen (1991) isolaram o promotor induzivel por xilose (PxylA) com o
gene para a regulacdo da proteina repressora XylR do genoma de Bacillus megaterium.
Na auséncia de xilose, XyIR se liga a uma sequéncia operadora localizada em PxylA
impedindo a transcricdo do operon xyl (GARTNER; GEISSENDORFER; HILLEN,
1988). Na presenca de xilose na célula, o acicar media uma mudanca conformacional
na proteina repressora, o que leva a liberacdo de XyIR do promotor. Dessa maneira, a
RNA polimerase reconhece eficientemente o promotor e a expressdo do gene € induzida
até 350 vezes.

Baseado neste promotor, Rygus e Hillen (1991) desenvolveram vetores de
expressao comercializados pela empresa Mobitec, conhecidos como pWH1520. Muitas
proteinas heter6logas ja foram produzidas com grande eficiéncia em Bacillus
megaterium utilizando esse vetor, tais como p-galactosidase (LacZ) (RYGUS; HILLEN,
1991), proteinas de controle catabolico (CcpA) (HUECK et al., 1995; SEIDEL et al.,
2005), toxina A de Clostridium difficile (BURGER et al., 2003), cobaltoguelatase
(CbiX) (LEECH et al., 2003), dextransucrase (WANG et al., 2005), endolevanase
(LevB). (DAGUER et al., 2004), glicose deshidrogenase (GdhA) (RYGUS; HILLEN,
1991), proteinas de choque térmico (HPr) do PTS (Fosfotransferase do sistema de
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transporte de acglcar) (KRAUS et al., 1998), urokinase humana de fita simples como
ativador plasminogénico (RYGUS; HILLEN, 1991), levansacarose (MALTEN et al.,
2006), mutarotase (Mro) (RYGUS; HILLEN, 1991), neopululanase (KAMASAKA et
al., 2002) e ATPase de translocacdo da preproteina translocase (SecA) (LELOUP et al.,
1999).

Em outro estudos, a regido do promotor do pWH1520 foi modificada e
otimizada para a expressdo de proteinas recombinantes (MALTEN et al., 2005, 2006).
O resultado foi o vetor pMM1520, que permite a clonagem dos genes alvo usando 15
enzimas de restricdo diferentes localizadas em um novo sitio de mdltipla clonagem. A
partir deste novo vetor, foram desenvolvidos outros vetores para a produgéo intracelular
de proteinas recombinantes (BIEDENDIECK et al., 2007). As proteinas recombinantes
produzidas por esses vetores possuem cauda de histidina para facil deteccdo e
purificacdo e, durante os cultivos, ndo apresentam instabilidades proteoliticas em até 5
horas depois da inducédo, se Bacillus megaterium recombinante e ndo B. subtillis € o
hospedeiro (MOBITEC GMBH GERMANY, 2008). Na Figura 3.6 apresenta-se o vetor
pMM1520 e suas diversas modificacdes (VARY et al., 2007).
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Figura 3.6. Vetores de expressdo para a producdo em Bacillus megaterium de proteinas
recombinantes com cauda. (a) Estrutura do vetor de expressdo de B. megaterium
pMM1520 (MALTEN et al., 2005). Pyya: Elemento para a expressdo do gene
recombinante induzido por xilose. xylR: Gene que codifica o repressor da xilose. oriU,
repU e 0 gene de resisténcia para tetraciclina: Elementos para a replicacdo plasmidial
em Bacillus. colE1 e o gene da B-lactamase: Elementos para a replicagdo plasmidial em
E. coli. (B) Esquema dos vetores de expressdo para a producdo de proteinas
intracelulares (BIEDENDIECK et al., 2007). (C) Esquema dos vetores para a producao
de proteinas extracelulares (BIEDENDIECK et al., 2007; MALTEN et al., 2006).
PxylA: Promotor do xylA. TEV: Sitio de clivagem da protease TEV (Tobacco Etch

Virus). Xa: Sitio de clivagem da protease Factor Xa (VARY et al., 2007).
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Fonte: (VARY et al., 2007)
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3.2.2.3 Transformacio de Bacillus megaterium

Para microrganismos que apresentam espessa parede celular, como o Bacillus
megaterium, a formacdo dos protoplastos parece ser uma etapa essencial para uma
transformac&o bacteriana bem sucedida. Tal transformag&o consiste em inserir um vetor
ou plasmideo (DNA exd6geno) numa bactéria conferindo a esta novas caracteristicas,
como por exemplo, resisténcia a determinado antibiotico (MADIGAN, 2010;
SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Quando plagueadas em meio sélido na presenca do
antibiotico, as bactérias que ndo possuem o plasmideo ou o vetor de clonagem
molecular ndo formar&o colbnias na placa, indicando que o DNA néo foi incorporado a
célula. Ja as bactérias que adquiriram a molécula de DNA sdo chamadas de

transformantes ou células transformadas.

Uma vez que o plasmideo tenha sido introduzido em uma bactéria, ambos
podem replicar. Durante o processo de transformacdo, algumas bactérias podem nao
captar o plasmideo ou podem ser transformadas com um vetor que ndo carrega o0 DNA
exogeno. Na preparacdo, alguns plasmideos podem reanelar sem a inclusdo deste DNA.
Quando a bactéria transformada se multiplica, todas as células filhas carregardo copias
do mesmo plasmideo recombinante (DEVLIN, 2007).

Apbs a transformacdo, as bactérias sdo incubadas em condi¢Bes adequadas e
posteriormente plagueadas em meio sélido para o crescimento das coldnias. A
identificacdo das coldnias recombinantes € feita utilizando as caracteristicas conferidas

pelos plasmideos.

A preparacdo de protoplastos utilizando enzimas degradadoras da parede celular
¢ um meétodo bastante usado na preparacdo de células para a transformacdo, pois
aumenta a permeabilidade de moléculas para o interior da célula. Protoplastos sdo
células desprovidas de parede celular, 0 que as torna receptoras e permeaveis a entrada
do DNA ex6geno. Para microrganismos que apresentam espessa parede celular, como o
Bacillus megaterium, a formacdo dos protoplastos parece ser uma etapa essencial para

uma transformacédo bem sucedida.

A transformacdo por protoplastos pode ser didaticamente dividida em duas
partes: a parte da formacao dos protoplastos e a parte da transformacdo propriamente
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dita. A Figura 3.7 apresenta 0 mecanismo de formacdo dos protoplastos quando em

solucdo diluida e quando em solugdo isotonica.

Figura 3.7 - Protoplastos. (A) Em solucéo diluida e (B) em solucgéo isotonica.

~ Parede Lisozima A
, digerindo Entraga de agua Lise
Membrana /" a parede = :

Entrada de agua Solugdo com pouco soluto

— Parede Lisozima
. digerindo

Protoplasto
/' a parede P

Membrana

Solugdo de soluto isoténico

Fonte: Adaptado de MADIGAN, 2010.

Protoplastos sdo células, bacterianas ou ndo, que ndo possuem parede celular.
Sdo células com crescimento rapido e muito Uteis em varios campos de pesquisa,
especialmente na biologia celular. Protoplastos séo esféricos e osmoticamente frageis,
pois a Unica barreira entre o citoplasma dessas células e 0 meio externo é a membrana
plasmatica. (DAVEY et al., 2005).

De acordo com Madigan (2010), em solucéo diluida, a ruptura da parede celular
libera um protoplasto, que imediatamente sofre lise devido a fragilidade da sua
membrana citoplasmatica (Figura 3.7(A)). J& em solucdo isotbnica, a agua ndo penetra e
o0 protoplasto permanece estavel (Figura 3.7(B)). Isto ocorre pois se um soluto incapaz
de penetrar na célula, como a sacarose, for adicionado ao meio em concentracdes
adequadas, havera o estabelecimento de um equilibrio entre as concentragdes externa e
interna. Se tais protoplastos estabilizados pela sacarose forem colocados em agua,

imediatamente sofrerdo lise.

Devido a auséncia da parece celular, os protoplastos sdo muito mais sensiveis a

variacdes no meio de cultura e a manipulacdo realizada em laboratorio. Porém, ao
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passarem pelo processo de transformacao acabam internalizando a molécula de DNA de
interesse com mais facilidade. O polietilenoglicol (PEG 6000) é um agente quimico que
permite a passagem passiva do DNA para dentro da célula. A transformacdo dos
protoplastos mediada por PEG tem sido utilizada para transformacdo de muitas

bactérias.

Brown e Carlton (1980) desenvolveram um sistema de transformagéo de
plasmideos de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus introduzidos e expressos em B.
megaterium. Os protoplastos foram transformados pelo tratamento das células com
lisozima. Segundo o0s autores o pré-tratamento das células com lisozima e

polietilenoglicol (PEG) parece ser essencial para que a transformagao ocorra.

Transformacdo de células de diferentes linhagens de B. thuringiensis por
protoplastos foram realizados por (MARTIN; LOHR; DEAN, 1981). Plasmideo pC194
de Staphylococcus aureus foi usado na transformacao. A etapa critica na transformacéo
de B. thuringiensis foi conseguir uma alta produgéo de protoplastos. De acordo com o0s
autores, a eficiéncia na formacao de protoplastos foi afetada pela linhagem, pelo meio e

pela densidade celular.

Um dos métodos mais comumente utilizados para introdugdo do DNA de
interesse nas células é a eletroporacdo. A eletroporacdo é um método extremamente
promissor devido a sua rapidez, facilidade e eficiéncia. Ainda ndo existe na literatura
um protocolo reproduzivel desse método descrito para a transformacdo do B.
megaterium embora outras linhagens do género Bacillus tenham sido efetivamente
eletroporadas, tais como: B. subtilis, B. thuringiensis, B. cereus, B. amyloliquefaciens,
B. sphaericus, B. licheniformis, B. anthracis e muitos outros que ndo foram citados
(BRIGIDI et al., 1990).

Na eletroporacdo, pulsos curtos de alta voltagem permitem uma desestabilizacdo
da membrana celular formando poros, pelos quais podem passar moléculas variadas
(Figura 3.8).
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Figura 3.8 - Esquema ilustrativo da transformacdo de uma célula bacteriana por
eletroporagéo.

Antes do pulso Durante o campo elétrico Depois do pulso

Membrana celular ;
Célula transformada

Introduzir genes com gene de interesse

: / ~ ~
~
~ .
.

Campo elétrico induz
uma voltagem atraveés
da membrana celular

Fonte: adaptado de BTX Instrument Division/Harvard Apparatus, Inc.

A desestabilizacéo é transiente e reversivel possibilitando a entrada de moléculas
sem que a célula seja destruida. Assim, a eletroporacdo permite a entrada de ions,
farmacos, marcadores, corantes, anticorpos, e oligonucleotideos (RNA e DNA) para
dentro da célula. Esse trabalho esta focado em apenas uma das possibilidades da técnica

que € a insercdo de um DNA contendo um gene de interesse.

Esse tipo de transformacéo requer a utilizacdo de um eletroporador, que pode ser
utilizado para transformacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(AUSUBEL, 1998). Entre os parametros que podem ser ajustados para uma condicao
Otima de eletroporacdo estdo: concentracdo de DNA ou de células, o campo

eletromagnético e comprimento de pulso elétrico.

Alguns trabalhos de transformacdo consultados na literatura citam que as
condicBes de eletroporacdo precisam ser otimizadas para cada plasmideo, assim como
para cada vetor plasmodial com insertos de comprimentos variaveis (RHEE et al.,
2007). Segundo Gehl et al. (2003) existem, pelo menos, trés maneiras de eletroporar as
células para a transferéncia de DNA: pulsos curtos de alta voltagem pulsos longos de
baixa amplitude e pulsos curtos de alta amplitude seguidos por pulsos longos de baixa
amplitude. O autor também destaca que os ultimos avangos tecnoldgicos refinaram o
equipamento de eletroporagdo, mudando de um pulso exponencial para um pulso de
onda quadrada, no qual a amplitude e o comprimento do pulso podem ser controlados
independentemente.
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A técnica de transformacdo por eletroporagdo é pouco relatada na literatura para
transformacéo de B. megaterium. Moro et al. (1995) introduziram DNA plasmodial em
células vegetativas de B. megaterium por eletroporacdo. A eficiéncia da eletroporagéo
aumentou gradualmente com o aumento da voltagem aplicada, porém a porcentagem de
sobrevivéncia diminuiu. Em estudos anteriores a esta iniciacdo, o protocolo foi testado
para eletroporacdo do Bacillus megaterium, porém, em todas as condic¢Bes utilizadas

nao obteve-se coldnias transformadas.

3.2.2.4 Linhagens de B. megaterium usadas na producdo de proteinas
recombinantes

Como pode ser observado na Tabela 3.8, as linhagens produtoras de proteinas
recombinantes mais comuns para clonagem e expressao de proteinas recombinantes em
B. megaterium sdo B. megaterium MS941 e YYBm1, devido a baixa producdo de
proteases. Na linhagem MS941, foi deletado o0 gene para a expressdo de NprM, a
principal protease extracelular (MALTEN et al., 2005). A linhagem YYBm1l é
conhecida por incrementar a quantidade de proteinas secretadas comparando com o tipo
selvagem (WITTCHEN; MEINHARDT, 1995).

Com respeito as proteinas recombinantes que ja foram produzidas, levansacarose
ja foi clonada com e sem cauda de purificagdo (MALTEN et al., 2006) obtendo-se
melhores niveis de expressdo com a clonagem no Plasmideo pMM1525 sem cauda.
Com o gene da Proteina Verde Fluorescente (GFP), foram realizadas clonagens com
diferentes plasmideos e meios de cultivo (GAMER et al., 2009; STAMMEN et al.,
2010), atingindo a melhor expressdo com o vetor pSSBm85 transformado em B.
megaterium MS941. Com esta linhagem aumenta-se 2 vezes a concentracdo do produto
especifico e quase 100 vezes a concentracdo final de GFP com respeito a linhagem B.

megaterium YYBmL.
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Tabela 3.8 - Proteinas recombinantes que foram clonadas com sucesso em B.

megaterium.
. . . Produto
Proteina LIrege Plasmldeg ik Melq de especific izl Referéncia
produtora expressao cultivo o (mg/L)
Levansacarose (MALTEN
MS941 MM1525 LBE NR 4
L. reuteri P et al., 2006)
pRBBmM15 2.1
Levansacarose RBBML3 -
m .
L. reuteri + P (MALTEN
MS941 LB NR tal. 2006
cauda para PRBBM?7 16  ctal,2006)
purificacdo
pRBBmM16 0.8
PRNAP-T7
GFP MS941 LB NR 50 (GfMER et
pTT7-GFP al., 2009)
MS941 MM+ 82 (STAMMEN
GFP pSSBMBS Fructose Mg/gms 124 etal., 2010)
0.04 - (DAVID et
ABF pEJBmD1.3 MM+
YYBml 2.7 0.7-11.9 al., 2010
f t H H
(D1.3scFV) scFV ructose mg/gms 2011b)
"Medio LB

BMedio Minimo

Fonte: adaptado de KORNELI et al., 2013a.

No trabalho de Firch et al. (2007) foi realizado um estudo comparativo entre a

glicose e o piruvato como fonte de carbono para a producdo de uma hidrolise de

Thermobifida fusca em B. megaterium recombinante. Por meio de uma analise do fluxo

metabdlico, notou-se incremento do fluxo para o ciclo de Krebs no momento da inducéo

do gene recombinante. Por meio do estudo das duas fontes de carbono, obteve-se um

aumento na atividade enzimatica 17 vezes maior com piruvato como fonte de carbono,

com respeito a glicose. O piruvato é uma fonte de carbono que ativa o ciclo de Krebs no

momento da inducdo, fornecendo ao metabolismo celular precursores necessarios, tais

como os aminoacidos, diferentemente da glicose, que ativa a via das pentoses-fosfato,
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co-produzindo e co-secretando proteinas indesejaveis como metaloproteases e proteases

neutrais.

Yang et al. (2006a) testaram a adicdo de diferentes concentracdes de CaCl, no
meio de cultura, aumentando 2.6 vezes a producdo de PGA recombinante com 2.5 mM
de CaCl, e demonstrando a forte dependéncia dos ions calcio para o correto
enovelamento da enzima no meio extracelular. Se a concentragdo de CaCl, é muito
maior do que 5 mM, o crescimento do microrganismo se vé afetado, inibindo o

crescimento celular.

3.2.2.5 Cultivos em biorreator para a producéo de proteinas recombinantes em
B. megaterium

Conforme ja& comentado anteriormente, o grande desafio no uso de B.
megaterium como hospedeiro é que, apesar de secretar as proteinas recombinantes, a
concentracdo final de proteinas é baixa (KORNELI et al., 2013a). Na Tabela 3.9, sdo
reportados diferentes trabalhos em biorreator, mostrando que as melhores concentracfes
de produto obtidas ainda sdo baixas, comparadas aos valores reportados para E. coli

recombinante (Tabela 3.4).

No trabalho de Wang et al. (2006) observou-se baixos niveis de secrecdo da
enzima. Realizando-se a ruptura das células e andlise das proteinas intracelulares,
obteve-se alta concentracdo da enzima na fracdo ndo sollvel, o que evidencia que a
etapa da secrecdo pode ser limitante no processo. As linhagens MS941 e WH320
derivam da mesma linhagem selvagem DSM319, demonstrando um crescimento celular
similar, mas obtendo uma producdo de dextransucrase recombinante muito diferente sob
as mesmas condi¢bes de cultivo (WANG; HOLLMANN; DECKWER, 2006). As

condicdes de cultivo também séo importantes, portanto.
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Tabela 3.9 - Estudos em biorreator realizados para a producdo de proteinas
recombinantes em B. megaterium

Plasmide Meio Estratégia

. Linhagem g Produto A
Proteina produtora 0 de ) dg de cultivo especifico [Produto] Referéncia
expressao cultivo
Penicilina G Batelada
Acilase (ATCC  YYBm1 pRBgBm4 LB U?gr%s 40 mg/L (;I(A;'O%g
14945) g .
Batelada 415 U/IL®  (WANG;
LB  alimentada HOLLMAN
Dextransucrase WH320 pYIgBm glucos LJlf?r(\)s 71700 N;
e g /> DECKWER,
2006)
. LB Batelada
Hidrolase de T. WH323 pYYBm glucos  alimentada 2156 7593 U/L (YANG et
fusca 9 e U/gms al., 2007)
GFP YYBml pSSBm8 LB Batelada (STAMMEN
5 MM+  alimentada 36.8 1250 et al., 2010)
Fructo mg/gms mg/L
se
pRBBm1 Batelada 0.67 g/g 520 (KORNELI
Levansacarose YYBml 12 MM alimentada  Proteina mg/L  atal., 2013b)
“Fragdo soldvel PFracdo ndo-sollvel

Fonte: adaptado de KORNELI et al, 2013a.

Liders et al. (2011) realizaram um estudo da influéncia do stress hidromecanico
e da temperatura em biorreatores de 2 L, no intuito de melhorar o crescimento e a
producdo de anticorpos em B. megaterium recombinante. Por meio de um planejamento
de experimentos, concluiu que os melhores resultados para esse processo sao obtidos
com agitagdo mais baixa (mudando de 500 min™ para 250 min™) e temperaturas mais
altas (de 37° C para 41° C) na fase de producdo aumentando a concentracdo dos
anticorpos recombinantes de 0.04 mg/L para 0.92 mg/L, obtendo-se concentragdes 23
vezes maiores da proteina alvo nestes experimentos, além de p maximo de 0.8 h™'. Na
verdade, a alteracdo das duas varidveis provocam aumento nos efeitos difusivos no
sistema, alterando, consequentemente, concentracbes de nutrientes chaves do

metabolismo no sentido favoravel a producdo da enzima.

No trabalho de David et al. (2011b) foi realizado o processo de escalonamento

na producdo de anticorpos recombinantes, desde as placas de 96 pocos até o biorreator
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de 100 L, otimizando o meio de cultivo, as concentra¢fes dos ions metalicos ,dos sais,
do indutor e a estratégia de alimentacdo, o que levou a aumento de aproximadamente

3000 vezes na producdo do anticorpo recombinante.

Korneli et al. (2011) realizaram o método de scale-down para a producdo de
Green Fluorescent Protein (GFP) recombinante em B. megaterium com o objetivo de
investigar o papel do substrato e dos gradientes de oxigénio dissolvido sobre a producéo
da proteina recombinante. Por meio da realizacdo de mdltiplos experimentos em
biorreator de bancada, foram simuladas condicGes de grande escala, concluindo-se que
as concentracdes de biomassa e GPF, juntamente com baixa formacao de subprodutos,
podem ser alcangados mantendo-se gradientes de oxigénio dissolvido com baixa
amplitude e alta frequéncia. A magnitude dos gradientes tem maior influéncia para a
expressao da proteina do que o tipo de oscilacdo, uma vez que a taxa da diminuicdo da
producdo de GFP foi maior para altos gradientes constantes do que para altos gradientes
oscilantes. Concluiu-se que para processos industriais destinados a atingir altas
densidades celulares e uma producdo Otima da proteina recombinante, pode ser
vantajoso alimentar a fonte de carbono em diferentes pontos do biorreator, com baixas
taxas de fluxo para obter uma boa mistura, com o intuito de evitar gradientes elevados,

atingindo baixas frequéncias de flutuacdo nas concentracfes de oxigénio dissolvido.

Korneli et al. (2012) investigaram a producdo da proteina recombinante GFP em
B. megaterium enfocando o estudo no perfil de alimentacdo em dois ambientes de
processo: um primeiro, imitando as limitagdes de mistura da grande escala, e um
segundo, no processo de mistura bem feito da pequena escala. Com as condigdes de
processo de grande escala, foram obtidos rendimentos 40% menores da proteina alvo
com respeito a pequena escala. Fez-se uma analise completa do metabolismo
subjacente, identificando as limitagdes potenciais introduzidas pelo ambiente flutuante
do reator. Foram encontradas grandes diferencas de aminoéacidos livres entre os dois
ambientes e realizou-se um estudo da suplementacdo dos aminoacidos mais limitantes
na grande escala como histidina, triptofano, glutamato, asparagina e lisina no meio de
alimentacdo durante a batelada alimentada, incrementando a producdo da proteina

recombinante em 100%.
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3.2.2.6 Otimizagdo dos meios de cultivo

Na otimizacdo de processos biotecnologicos, 0 projeto de experimentos
sistematico utilizando métodos estatisticos € bastante conhecido. Em principio, o
método mais popular para otimizagdo de processos é desenvolvido alterando-se uma
variavel em cada experimento, o que é chamado de método de otimizacdo one at time.
Esse método além de tedioso, consome muito tempo e ndo é eficiente em todos os
casos. Além disso, assume-se que ndo ocorrem interacfes entre 0s componentes do
meio de cultivo. Em muitas otimizac¢6es do meio, tal condi¢do ndo pode ser assumida, ja

que os resultados sdo composicBes de meio sub-6timas (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Atualmente, sdo reportados muitos casos de aplicacBes bem sucedidas de
métodos estatisticos em processos de otimizacdo de meios de cultivo. Existem diversas
publicagdes cientificas relacionadas com os meios de cultivo e para este fim, geralmente
cada laboratorio usa sua prépria estratégia (AYADI et al., 2011; BEIGI; KARBALAEI-
HEIDARI; KHARRATI-KOPAEI, 2012; CUI, 2010; MINJIE; ZHONG-PING, 2013;
MONTEAGUDO et al., 1993; SHAN et al., 2011).

Para a aplicacdo da metodologia da superficie de resposta, deve ser assumido um
modelo para a determinagdo da influéncia relativa de varios componentes no meio. Esse
modelo é usado para calcular as concentracfes Otimas da funcdo objetivo. Muitos
projetos estatisticos fatoriais variando de 2 fatorial até projetos multifatoriais ja foram
realizados para a otimizacéo de condigdes do processo fermentativo (LEE et al., 2006;
LEE; KIM; KIM, 2012; RINCON et al., 1993; SARRA et al., 1993).

Devido ao grande nimero de nutrientes a serem analisados e otimizados, 0 uso
de experimentos multifatoriais € bastante complexo. A otimizacdo de meios de cultivo é
realizada em duas etapas. De acordo com a lei de Paratoe, um screening inicial dos
ingredientes é feito para compreender a importancia do seu efeito sobre a formacao do
produto e, em seguida, os melhores componentes sdo selecionados para otimizagoes
adicionais (GANAPATHY; NARAYANA; SUBRAMANYAN, 1998).

O método estatistico Plackett-Burman oferece um projeto em que n variaveis sdo
estudadas em n+1 ensaios experimentais. Esses experimentos estdo disponiveis em
maltiplos de quatro corridas e, portanto, € um bom método, com um ndmero de

experimentos ndo muito grande, levando-se a economia de tempo, produtos quimicos,
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vidraria e mdo de obra (LIANG et al.,, 2011; NAVEENA et al., 2003; RASHID;
SAMAT; YUSOFF, 2012).

O método do algoritmo genético ja foi aplicado na otimizacdo de meios de
cultivo (BASKAR; RENGANATHAN, 2012; HUTWIMMER et al., 2008; JIANFEI et
al., 2012). Esse metodo foi desenvolvido por Holland (1975) e tenta imitar 0s processos
observados na evolugdo natural. Uma quantidade de experimentos ¢ manipulada com
operadores genéticos de selecdo, cruzamento e mutacdo para atingir um experimento
otimo. O algoritmo genético oferece algumas vantagens com respeito a outros métodos:
0s experimentos sdo realizados a partir de um grupo de experimentos e ndo a partir de
um Unico experimento, trabalha-se com pardmetros continuos e discretos e explora-se o
espaco de parametros. A maior desvantagem deste método é o custo computacional do
grande numero de corridas necessarias para avaliar 0 conjunto de experimentos para

cada geracéo.

No caso da otimizacdo de meios; as condig¢des para cada cultivo - o que significa
diferentes composi¢bes de meio - sdo codificadas em um cromossomo em que cada
constituinte do meio na concentracdo definida representa um gene. Depois de completar
a primeira geragdo de experimentos, 0s cromossomos com a maior produtividade séo
selecionados e replicados proporcionalmente a sua produtividade. Depois dessa
replicacdo, desenvolve-se o cruzamento de cromossomos e mutacdo de alguns genes

escolhidos randomicamente. Desta forma uma nova geracdo de experimentos é obtida.

Esse método ja foi utilizado por Weusterbotz et al. (1994) no processo continuo
de producdo da enzima formato desidrogenase (FDH) pela levedura Candida boidinii.
Utilizando o algoritmo genético, as concentracdes de 14 componentes do meio de
cultivo (elementos traco e vitaminas) foram otimizadas com 125 experimentos, levando-
se a atividade enzimatica maxima, em frascos agitados, com o uso minimo de sais
nutrientes. Depois dos experimentos em pequena escala, foi empregado o meio
otimizado em escala piloto, aumentando-se em 50% a producdo de FDH com respeito

ao meio controle, utilizando-se as mesmas condic@es de cultivo.

Zuzek et al. (1996) otimizaram a biossintese de mevinolina produzida por
Aspergillus terreus ATCC 20542, selecionando-se dez componentes diferentes para a
otimizagdo do meio de cultivo. Para a obtengdo de uma maior eficiéncia, 0 método foi

suportado por um modelo construido com o método de aprendizagem do sistema para
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predizer a produtividade. Depois de quatro geracOes de experimentos de cultivo, a

produtividade foi incrementada em torno de trés vezes.

David et al. (2010) realizaram uma otimizacdo do meio definido para a producéo
de fragmentos de anticorpos em B. megaterium YYBm1l recombinante. Os ions
metalicos podem aumentar ou diminuir a fungdo de enzimas; para fins de otimizagéo
alterar somente um componente ndo é aplicavel, dado que deve ser considerada a

interacdo entre diferentes concentracGes de ions metal.

Usando uma abordagem de algoritmo genético, um espaco grande de parametros
pode ser abrangido, investigando-se a possibilidade de encontrar apenas um maximo
local para o objetivo do experimento. Encontra-se, dessa maneira, 0 meio que oferece as
melhores condicBes de crescimento, sendo que este é diferente ao meio étimo para a
producdo da proteina recombinante alvo. A producdo da proteina recombinante foi
incrementada 117%, demonstrando-se a grande importancia dos ions metal na producgéo
desta proteina recombinante e oferecendo-se os parametros adequados para o cultivo em

grande escala.

3.3 Purificacio de proteinas

Cada tipo de célula pode conter milhares de proteinas diversas, pois cada espécie
de organismo contém um conjunto distinto de proteinas. O isolamento na forma pura de
uma determinada proteina é realizado por diferentes métodos, sendo que ndo existe um
método Unico ou um conjunto de métodos aplicaveis ao isolamento de todas as
proteinas indistintamente. Porém, geralmente é possivel escolher uma sequéncia de
etapas de separacdo para qualquer proteina, que ira resultar em um grau elevado de
purificacdo e alto rendimento. O objetivo é aumentar a pureza ou a afinidade biol6gica
da proteina desejada por unidade de peso, pela eliminacdo das proteinas inativas ou

indesejaveis, a0 mesmo tempo em que se eleva a rendimento maximo.

Ainda para cada espécie de microrganismo, a proteina pode ser produzida de
modo intracelular ou extracelular. No caso em que a proteina é extracelular, as células
sdo desprezadas do caldo de cultivo e trabalha-se com a parte liquida; porém quando a
proteina € produzida intracelularmente, faz-se necessario realizar o rompimento das

células antes de dar inicio as etapas de purificacdo propriamente ditas.
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As propriedades das proteinas em solucdo sdo levadas em consideracdo para
separar misturas de proteinas e o conhecimento de algumas propriedades da enzima em
estudo facilita a escolha de determinados métodos. A Tabela 3.10 apresenta as

operacdes de purificacdo baseadas nas propriedades das proteinas.

Tabela 3.10 - Operacdes de purificacdo e separacdo das proteinas.

Operacoes Propriedades
Centrifugacéo Velocidade de sedimentacao
Filtragcdo Tamanho da particula
Microfiltracédo Tamanho da particula
Homogeneizacao Natureza intracelular
Moinho de bolas Natureza intracelular
Ultrafiltrag&o Tamanho molecular
Extracdo em duas fases Coeficiente de particao
Precipitacéo Solubilidade
Adsorcao Forcas de Van der Waals,
polaridades
Troca idnica Carga
Interacdes hidrofdbicas Superficie hidrofébica
Afinidade cromatogréafica Afinidade bioldgica
Filtracdo em gel Tamanho molecular
Cromatografia liquida de fase Interac6es hidrofobicas e
reversa hidrofilicas

Fonte: PINOTTI, 2003.

3.3.1 Operacdes de ruptura para proteinas intracelulares

As proteinas produzidas por E. coli sdo tipicamente intracelulares e encontradas
no citoplasma ou na regido periplasmatica, tanto na forma soltvel como na forma de
agregados insolGveis, denominados corpos de inclusdo (SORENSEN; MORTENSEN,
2005a).

Devido a ocorréncia intracelular, sdo empregados métodos de lise mecanicos e
ndo-mecanicos para romper as células e extrair as proteinas recombinantes. Quando a
proteina de interesse estd presente na fracdo soltvel, ela pode ser recuperada pelos
procedimentos de purificacdo convencionais a partir do extrato bruto, o qual é separado
dos debris celulares por centrifugagdo. Quando a proteina de interesse esta presente na

fracdo insoluvel, além das etapas de ruptura e centrifugacdo, sdo necessarias etapas
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adicionais de lavagem e tratamento com enzimas ou detergentes para a solubilizagéo do
agregado e ainda de renaturacdo das proteinas solubilizadas, a fim de se obter um
produto funcionalmente ativo (SOGRENSEN; MORTENSEN, 2005a). Essa sequéncia de
etapas requeridas para a obtencdo do bioproduto de interesse armazenado nas células de

rE. coli esta representada esquematicamente na Figura 3.9.

Figura 3.9 - Representacdo esquematica do processamento da biomassa obtida em
cultivos de E. coli geneticamente modificada para recuperacdo da proteina heteréloga.
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Embora a principal contribuicdo para o elevado custo do processo de producéo
de uma proteina recombinante seja a sequéncia final de etapas de purificacdo, a
operacdo de ruptura das células tem uma importancia fundamental, ja que a quantidade
de proteina disponivel para purificacdo depende essencialmente da eficiéncia dessa

operacao.

Os principais métodos de rompimento celular sdo divididos em quimicos, ndo-
mecanicos, mecanicos e enzimaticos (RAMANAN et al., 2010). Os métodos quimicos
sdo baseados na adicdo de alcalis, solventes, detergentes, surfactantes e &cidos para
promover o ataque as estruturas celulares, este método € ilustrado na Figura 3.10a. Os
métodos ndo-mecénicos mais comuns sdao o chogue osmotico, congelamento ou
descongelamento (frezze-thaw), aquecimento e secagem (Figura 3.10b). Nos métodos
mecanicos sdo empregados equipamentos como o homogeneizador de alta pressdo, o

moinho de bolas, a prensa francesa e a sonicagcdo (Figura 3.10c). Finalmente, o0s
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métodos enzimaticos sdo baseados na incubagdo da suspensdo celular com lisozimas
que degradam a parede celular (SANTOS et al., 1996).

Figura 3.10. Esquema grafico ilustrando a ruptura celular por meio de trés diferentes
métodos: (a) Adicdo de produtos quimicos (b) Choque osmotico (Método néo-
mecanico) (¢) Ruptura mecanica.
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Fonte: WU et al., 2012.

A ruptura por meio de produtos quimicos é dividida em alcalis, surfactantes e
solventes. Os alcalis mais utilizados sdo amoénia e hidréxido de sodio, pois causam
inativacdo de patdgenos ou microrganismos geneticamente modificados durante o
rompimento. A geracdo de poluentes é a principal desvantagem no uso de alcalis em
rompimento celular. Os surfactantes ttm a propriedade de dissociar proteinas e
lipoproteinas das paredes celulares, provocando formacdo de poros e liberando a
molécula-alvo. A eficiéncia do rompimento depende do pH e da temperatura e pode ser
aumentado por um pré-tratamento a base de solventes organicos que iniciam e
estimulam a autolise. Os solventes podem ser utilizados em desidratantes quimicos das
células. Esse procedimento é indicado somente para biomoléculas que ndo sejam
desnaturadas na presenca do solvente empregado (NAGLAK, T.J.,, HETTWER, D. J. E
WANG, 1990).

O metodo proposto por choque osmético (NEU; HEPPEL, 1965) foi utilizado
para a clivagem da membrana exterior da célula e eliminacdo da maior parte das
impurezas nas células. Por suspensdo das células numa solugdo concentrada de sacarose
e, em seguida, mudando-se para um meio de baixa forca osmotica, a superficie exterior
da membrana da célula pode ser quebrada e dissociada. Além disso, no processo de

chogue osmdético, espera-se que as impurezas no espaco periplasmatico sejam
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dissolvidas na solucdo de baixa forca osmética. Depois, o sedimento é recolhido imerso
no tampdo de clivagem para obter-se a proteina de interesse no tampdo (WU et al.,
2012).

Na sonicacdo o rompimento é causado por vibracGes sonoras na suspensdo de
células; esse procedimento é adequado para processar pequenos volumes de suspensdes
celulares. Para promover a ruptura de grandes quantidades de biomassa em suspensoes
concentradas, utiliza-se a french press ou o homogeneizador. O principio de operagédo
da french press € baseado no rompimento por pressao, enquanto o homogeneizador
utiliza a pressdo exercida sobre a suspensdo quando forcada, através de um orificio,
realizando rompimento por cisalhamento da célula (PESSOA JR; KILIKIAN, 2005).

Embora o uso da sonicagdo esteja relatado na literatura com mais frequéncia,
esse método mecanico de rompimento de células so é adequado para processamento de
suspensOes celulares em escala de laboratorio. Para operacdo em escala industrial, o
equipamento mais recomendado é o homogeneizador de alta pressdo (HAP) para
rompimento de células de E. coli (LI et al., 2012). As variaveis mais importantes que
devem ser estabelecidas na operacdo do HAP séo a pressdo, a vazdo de recirculacao e o
namero de ciclos. A concentracdo da suspensdo, assim como as caracteristicas da
proteina a ser recuperada (localizacdo na célula e fragilidade da estrutura), precisam ser
levadas em consideracdo na escolha das condi¢cdes de operacdo (RAMANAN et al.,
2009).

3.3.2 Adsorcao

O processo de adsorcdo € uma técnica bastante utilizada na purificacdo e
contracdo de proteinas, sendo que a adsorcdo por troca ibnica baseia-se na distribuicdo
de cargas das proteinas. As proteinas sdo adsorvidas nas resinas trocadoras de ions por
ligagBes eletrostaticas entre as cargas opostas da superficie da proteina e o grupo

carregado do adsorvente.

Os suportes cromatograficos (resinas) subdividem-se em anidnicos e catidnicos.
Os primeiros possuem ligantes carregados positivamente, destacando-se entre eles o
dietilaminoetil (DEAE), aminoquaternario (Q) e aminoetilquaternario (QAE). Nos

segundos, o0s ligantes estdo carregados negativamente e entre eles, ha os
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carboximetileno (CM), metilsufonato (S) e propilsufonato (SP). As proteinas, como
regra geral, ficam carregadas positivamente com valores de pH baixos, pois os residuos
dos aminoacidos estdo protonadose pelo contrario e valores de pH elevado apresentam,

geralmente, uma carga superficial liquida negativa.

A capacidade desses suportes depende da concentracdo dos grupos ionicos e da
porosidade do suporte, verificando-se exclusdo molecular ou difusdo dificultada das
proteinas nos poros de pequeno diametro. A tipica capacidade de adsorcdo de proteinas
para esses adsorventes € de aproximadamente 100 mg proteinas/mL de gel, sendo
também afetada por fatores externos, como por exemplo, o valor do pH e a
concentragédo de sal no tampéo.

A adsorcao em Leito Expandido (ALE) é uma tecnologia que apresenta diversas
vantagens, dentre elas, 0 aumento de rendimento do produto devido ao menor numero
de etapas necessarias € 0 menor tempo de exposicdo do produto alvo as proteases
presentes no caldo de cultivo (SHEPARD; BOYD; SCHRIMSHER, 2001).

PGA de B. megaterium selvagem é secretada no meio de cultura e um baixo
nimero de contaminantes e subprodutos sdo secretados junto com a enzima,
comparando com a producdo intracelular de E. coli. Pinotti et al. (2009) realizaram um
estudo comparativo entre a adsor¢cdo de PGA de Bacillus megaterium selvagem
(processo extracelular) com PGA de E. coli (processo intracelular). O cultivo de B.
megaterium foi realizado com soro de queijo e aminoacidos para aumentar a expressao
da enzima (PINOTTI et al., 2000, 2007). Foram encontradas dificuldades no processo
de adsorcédo de PGA de Bacillus megaterium devido aos contaminantes de baixo peso
molecular presentes neste tipo de cultivo e o rendimento da eluicdo foi de 100% para E.

coli e de 51.8% para B. megaterium.
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Abstract

Penicillin G acylase (PGA) is used industrially to catalyze the hydrolysis of penicillin to
obtain 6-aminopenicillanic acid. In Escherichia coli, the most-studied microorganism
for PGA production, this enzyme accumulates in the periplasmic cell space, and
temperature plays an important role in the correct synthesis of its subunits. This work
investigates the influence of medium composition, cultivation strategy, and temperature

on PGA production by recombinant E. coli cells. Shake flask cultures carried out using
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induction temperatures ranging from 18 to 28 ° C revealed that the specific enzyme
activity achieved at 20° C (3000 1U/gDCW) was 6-fold higher than the value obtained at
28° C. Batch auto-induction cultures and high cell density fed-batch bioreactor cultures
were performed using the selected induction temperature, with both defined and
complex media, and IPTG and lactose as inducers. Final biomass concentrations of 100
and 120 gDCWI/L, and maximum enzyme productivities of 7800 and 5556 IU/L.h, were
achieved for fed-batch cultures using complex and defined media, respectively. To the
best of our knowledge, the volumetric activity and productivity values achieved using
the complex medium are the highest ever reported for PGA production. The defined
medium was found to be unsuitable for induction performed at low temperature (20 °C),
because the precipitation of salts restricted growth and enzyme synthesis. Overall PGA
recovery yields of 64 and 72% after purification were obtained for crude extracts
obtained from cells cultivated in defined and complex media, respectively. The complex
medium was most suitable for PGA production, and could be used in both fed-batch and

straightforward auto-induction protocols.

Keywords: Penicillin G acylase, recombinant E. coli, auto-induction medium, fed-batch

culture.

4.1 Introduction

Penicillin G acylase (PGA) is used industrially to catalyze the hydrolysis of penicillin to
obtain 6-aminopenicillanic acid (6-APA). B-Lactam antibiotics account for the largest
fraction of global sales of antibiotics, and comprised 60% of the 5x10’ kg/year
produced worldwide in 2003 (ELANDER, 2003). The production of semi-synthetic B-
lactam antibiotics requires ever-increasing quantities of PGA, and the annual
consumption of this enzyme is estimated to be in the range of 10-30 million tons
(SOUZA et al., 2005). The unsatisfied demand for PGA at an acceptable cost could be

met by improving the processes used for its production.

PGA can be produced by a variety of microorganisms, including bacteria, fungi, and
yeasts. The microorganism that has been most widely studied for this purpose is
Escherichia coli, which accumulates the enzyme in the periplasmic cell space. The

enzyme precursor is synthesized as an inactive 96 kDa pre-pro-PA, which contains a
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signal peptide at its N terminus (IGNATOVA et al.,, 2003) that mediates the
translocation of pro-PA into the periplasm. This intermediate is further processed into o
(23 kDa) and B (63 kDa) PGA chains during autoproteolytic reactions (HEWITT et al.,
2000).

In the past, PGA has mainly been manufactured by fed-batch fermentation, as well as by
batch and intermittent batch processes, using recombinant Escherichia coli, Bacillus
megaterium, or Arthrobacter viscosus, and sucrose or glucose as carbohydrate
substrates (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004).

Optimization of the performance of cultures for recombinant enzyme production
has two main objectives: high-level gene expression, and intense formation of biomass
containing a high activity level of soluble, correctly-folded intracellular enzyme (LIN et
al., 2002).

Strategies for high-level gene expression involve increasing the efficiency of one
or more gene expression steps (IGNATOVA et al., 2003). In the case of the pac gene,
many different procedures have been employed to this end. The efficiency of
transcription and/or translation of the pac gene can be genetically modulated by
mutation or removal of the regulatory region, mutations in the translation initiation
region, or by replacement of the pac promoter (AKKAYA et al., 2012; CHOU et al.,
1999b). The post-translational processes, which are crucial for obtaining soluble active
PGA, have been investigated to identify optimum host/vector combinations that can
efficiently produce the mature protein (IGNATOVA et al., 2003; LIN et al., 2002), with
co-expression of helper proteins that assist the formation of correctly-folded active PGA
(LIN et al., 2002; WANG et al., 2006). In addition, cloning the pac gene from different
microorganisms in E. coli is another strategy that has been used to improve enzyme
production (CAI et al., 2004; MARTIN et al., 1995).

Temperature plays a very important role in modulating the expression of key genes
involved in PGA production (RODRTGUEZ-CARMONA et al., 2012; WENG et al.,
2006). Escherichia coli only synthesizes PGA below 30° C (KEILMANN et al., 1993),
because the rate of protein synthesis is reduced at low temperatures, which increases the
formation of correctly-folded biomolecules. Selection of a suitable temperature is also
crucial to ensure that a balanced flux is maintained throughout the stages of protein

synthesis (transcription and translation) and maturation (translocation and periplasmic
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processing), in order to avoid accumulation of immature PAC precursors and optimize
expression of the pac gene (CHOU et al., 1999). Otherwise, the formation of insoluble
protein aggregates (inclusion bodies) can occur (SORENSEN; MORTENSEN, 2005).
Keilmann et al. (1993) also reported that the initiation step of translation of the pac

MRNA is blocked at high temperatures.

The production of PGA in bioreactor cultivations has been widely studied using
both batch (CHENG et al., 2007; KARTHIKEYAN et al., 2011; WEN et al., 2005) and
high cell density fed-batch cultures (DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2006; LIN:;
HSIAO; CHOU, 2002; LIU; CHANG; LEE, 1999). Fed-batch cultivation is considered
to be the most efficient process for the production of inducible heterologous proteins,
including PGA, because the nutrient supply can be modulated to firstly achieve high
biomass formation and then proceed with the induction (CHANDEL et al., 2008).
However, performing a high cell density culture (HCDC) is a challenge, mainly because
control of both the dissolved oxygen concentration and the flow rate of the feed medium
is problematic at high biomass concentrations (HORTA et al., 2012; LIU; CHANG;
LEE, 1999).

The auto-induction approach (LEE; KEASLING, 2008; STUDIER, 2005) offers an
alternative to fed-batch cultures. Biomass concentrations of up to 80 gDCW/L (DA
SILVA et al., 2013; JIA et al., 2011) can be obtained directly from batch experiments
employing a mixture of glucose, glycerol, and lactose, with minimal requirements for
handling of the expression culture (TYLER et al., 2005). However, this strategy has not
yet been reported for PGA production in shake flask or bioreactor cultures of

recombinant E. coli.

The composition of the culture medium is another important consideration in design of
a suitable cultivation strategy, because it not only affects cell growth, but also
influences gene expression and, consequently, the pool of proteins accumulated in the
cells. Both defined and complex media have been employed for PGA production, but no
reported studies have addressed the influence of medium composition on the
performance of processes used for PGA recovery from cell lysates. In addition, the
composition of the medium, as well as the induction strategy (especially the inducer
selected), play important roles in the post-induction cell response. So far, the majority
of published works have focused on the use of isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) as the inducer (CHENG et al., 2007; LIN; HSIAO; CHOU, 2002; LIU;
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CHANG; LEE, 1999; WEN et al., 2005). Nonetheless, the fact that IPTG is an
expensive and potentially toxic chemical restricts its application as an inducer in the
industrial production of recombinant proteins. Lactose, on the other hand, is an
inexpensive, natural, environmentally friendly inducer that can be used in expression
systems based on the lac promoter. Despite these advantages, only one study has so far
considered PGA production induced by lactose (DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2006).

With the goal of developing an optimized protocol for PGA production, the main
objectives of the present study were therefore to: i) assess the influence of induction
phase temperature on PGA production; ii) compare auto-induction batch and fed-batch
cultivation strategies for PGA production in a bioreactor; and iii) analyze the influence

of the culture medium composition and inducers on protein synthesis and purification.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Microorganism

Escherichia coli BL21 (DE3) was donated by the Laboratory of Biochemistry,
Department of Physiological Sciences, UFSCar, Sdo Carlos, Brazil. The pT101/D-
TOPO plasmid with the pac gene responsible for PGA production (ABIAN et al., 2004;
MONTES et al., 2007) was kindly provided by the Laboratory of Biocatalysis, ICP-
CSIC, Madrid, Spain. The transformation of Escherichia coli was performed by heat

shock in the presence of CaCl..

4.2.2 Culture media

Shake flask cultivations were carried out using LB medium containing tryptone (10
g/L), yeast extract (5 g/L), sodium chloride (10 g/L), and ampicillin (100 pg/mL), at pH
7. For bioreactor cultures, batch B1 was performed using auto-induction medium
(adapted from (DA SILVA et al., 2013; STUDIER, 2005)) with pulse supplementation.
Fed-batch cultures B2 and B3 were carried out using complex medium (DA SILVA et
al., 2013) and defined medium (HORTA et al., 2012), respectively. The compositions of
all the media used are provided in Table 4.1. Ampicillin (150 pg/mL), 30% propylene
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glycol antifoaming agent (1 mL/L), and a metal solution (DA SILVA et al., 2013) were
added to the media used for the bioreactor cultivations.

Table 4.1 - Composition of media used in bioreactor cultivations. Auto-induction
medium: Cultivation B1; complex medium: Cultivation B2; defined medium:
Cultivation B3.

Auto-Induction | Complex Media Defined Media
Nutrient (g/L) Batch | Pulse | Batch Fed- Batch Fed-
batch batch
Glucose 10.0 10.0
Glycerol 60.0 258.3 | 40.0 800 40.0 800.0
Lactose 20 130.0
Tryptone 10.0 10.0 10.0 10.0
Yeast extract 5.0 5.0 5.0 5.0
MgS0,4.7H,0 0.5 0.5 0.5 40.0 1.6 20.0
KH,PO4 3.4 3.4 3.4 3.4 17.7 21.28
(NHz);HPO, 53 6.4
Na,HPO,.12H,0 9.0 9.0 9.0 9.0
Citric acid 2.27 2.27
NH,4CI 2.7 2.7 2.7 2.7 ---
NaSO4 0.7 0.7 0.7 0.7 ---
Thiamine 45.0 45.0

4.2.3 Analytical methods

4.2.3.1 Cell concentration

During the bioreactor cultivations, the cell concentration was monitored using
measurements of the optical density (OD) of the culture broth (A = 600 nm), dry cell
weight (gDCWI/L) determinations, and viable cell counts (c.f.u./mL), as well as by on-

line recording of broth permittivity (pF/cm) using a biomass sensor (HORTA et al.,
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2012). In the shake flask experiments, the cell concentration (Cx) was related to the
optical density using the expression:

Cx (gDCWIL) = (0.49 % 0.01) * (ODsggo nm)- (1)

4.2.3.2 Plasmid stability and cell viability

Diluted samples of culture broth were spread aseptically onto plates of LB agar, in some
cases supplemented with ampicillin, and incubated for 16 h at 37 ° C. Cell viability and
plasmid stability were evaluated by counting the final number of colonies formed (JIA
etal., 2011).

4.2.3.3 Enzymatic activity and related variables

Samples were centrifuged at 10,000 x g for 5 min at 4 ° C, re-suspended in 50 mM
phosphate buffer (pH 7.5), and disrupted by sonication using 6 pulses of 30 s (8-10
watts) at 20 mHz, with intervals of 20 s. After further centrifugation at 14,000 x g for 20
min at 4° C, the supernatant was collected and used for analyses of enzymatic activity
and total soluble protein concentration (BRADFORD, 1976). In addition, SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970) was employed to identify the presence of inactive pre-pro-PA and
the o and B PGA subunits in the supernatant and pellet derived from the cell lyses.

NIPAB hydrolysis catalyzed by PGA was followed continuously during 4 min, every 30
seconds by monitoring the absorbance at 405 nm. One unit of enzyme activity was
defined as the amount of enzyme that hydrolyzes 1 umol of substrate per min under the
assay conditions Kutzbach and Rauenbus (1974). The values of PGA activity was

estimated from Eq. 2

AAXV
EA (U /mL)=——R
( NIPAB ) axd XtXVS

)

Where: AA: Change of absorption, o: Differential molar absorption (9.09
mL/pmol*cm), d: Gap width of cuvette, t: Reaction time, Vgr: Reaction volume, Vs:

Sample volume.
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A calibration curve (Equation (3)) was prepared to further convert PGA activity (in
Unipas/mL) to the equivalent penicillin G activity (in IU/mL). The enzymatic reaction
product (6-APA) was quantified using the colorimetric method described by
Balasingham et al. (1972).

EApenG (IU/mL): (22 + 01) * EANPAB (3)

The specific enzyme activities were expressed in terms of the total soluble protein
content (EAsp prot) and the cell mass (EAsp giom) Using Equations (4) and (5),
respectively. The corresponding enzyme concentrations (Cenz) and productivities (Prenz)
per volume of cultivation medium were calculated using Equations (6) and (7),
respectively. In these expressions, EA (IU/mL) is the enzyme activity obtained from
Equation (3), Cx sonic (JDCWI/L) is the biomass concentration in the disrupted cell
suspension, Cx (gDCWI/L) is the biomass concentration in the cultivation broth, and At

is the elapsed cultivation time.

EASP_PFOt (IU /mg prot): Ci (4) Cenz (IU / L ): EAsp_Biom 'Cx (6)

sol_ prot

Cenz
EASP_Biom (IU /gDCW)=w (5) F)renz (IU /L.h )—E (7)

X _sonic

4.2.3.4 Concentration of organic acids

The concentrations of organic acids were determined by HPLC, with UV detection at
210 nm. The stationary phase was an Aminex HPX-87H column (maintained at 50 °C)

and the mobile phase was 5 mM sulfuric acid, at a flow rate of 0.6 mL/min.
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4.2.3.5 Partial purification of recombinant PGA

The protocol developed by Pinotti et al. (2009) was followed. The biomass harvested at
the end of cultivation in defined or complex media was disrupted in citrate buffer,
20mM, pH 4.8 (adsorption buffer). The desorption process was conducted in a 50 mL
Falcon tube containing 20mL enzyme extract and 1mg gel (Streamline SP) balanced
with the adsorption buffer. This mixture was left in a rotating chamber at 25° C, at 100
rpm for 150 minutes. After the adsorption was concluded, washing with adsorption
buffer was carried out and finally, the respective enzyme elution (desorption) with
adsorption buffer containing 150 mM of NaCl (6 mL) was performed. Purification
parameters such as N (yield of adsorbed activity), na (yield of eluted activity),
NP

(yield of global process) and PF (purification factor) were estimated by Egs. (8)
to (10).

ads __ (ActclarifXVelarif)-(Actext X Vext)-(ACtwashed X Vwashed) (8)
Clelarif X Vclarif

Where Actcaris: Activity of enzymatic solution at zero time (IU/mL), V¢arir: Volume of
the solution (mL), Acte: Activity after adsorption (IU/mL), Ve Volume after
adsorption, Actwasned: Activity washed buffer (IU/mL).

nflluted — (Acteiuted X Veluted) (9)
ct (AthlarifXVclarif) —(ActextXVext)—(Actwashed XVwashed)

Where Acteueq: Activity of the buffer after elution (IU/mL), Veuteq: Volume of the
elution buffer (mL)

PF = (ActeiutedXVeluted) (10)
(AthlarifXVclarif)

4.2.4 Experimental procedure

Preliminary shake flask cultures were conducted to assess the influence of induction
phase temperature on enzyme production. Five conditions were investigated (in
triplicate), with temperatures ranging from 18 to 28° C. Batch (B1) and fed-batch (B2
and B3) bioreactor cultures were carried out using the selected induction temperature

and different induction strategies.
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4.2.4.1 Shake flask cultures

The shake flask cultivations were carried out for ~30 h using 1 L flasks containing 100
mL of LB medium, incubated at 37° C with agitation at 250 rpm during the initial
growth phase. Once the ODgg Of the culture reached 1.5, the flasks were transferred to
another incubator kept at the desired temperature (18, 20, 22, 24 or 28° C), and
induction was performed by adding a pulse of 0.25 mM IPTG.

4.2.4.2 Bioreactor cultures

A 300 mL aliquot of exponentially-growing cell suspension (ODgyp ~2.0) was
transferred to a 5 L laboratory bioreactor containing 3.5 L of the complex or defined
auto-induction media described in Table 4.1. All cultivations were monitored using
SuperSys_ HCDCR (HORTA et al., 2012). The temperature was maintained at 37 ° C
during the growth phase, and reduced to 20 °C prior to induction. The pH was
maintained at 6.9 by addition of NH,OH. The dissolved oxygen concentration was
controlled at 30% of saturation by automatically adjusting both the agitation speed (in
the range 200-600 rpm) and the composition of the gas stream supplied to the bioreactor
(by mixing pure oxygen with air). The total inlet gas flow rate was maintained at 5
L/min using two mass flow controllers. The broth permittivity was monitored using a

biomass sensor (Fogale Nanotech), as described by Horta et al. (2012).

For the fed-batch cultures (B2 and B3), the exponential feed flow was initiated
once the carbon sources in the batch medium had been exhausted. The feed flow rates of
the complex (culture B2) or defined (culture B3) media were calculated using Equation
(12), which assumes that the growth rate is only dependent on the limiting substrate
(NIELSEN et al., 2003), and were automatically controlled by the supervisory system
(HORTA et al., 2012).

Co—V, [u —t]
Fol e Yo (Pset

YX/S CSF - CSR

12)
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In Equation (7), F (L/h) is the feed flow rate, p (h™) is the actual specific growth rate,
Hser (h™) is the desired specific growth rate, Yxs (gDCW/Qsupstrate) iS the biomass yield
coefficient, m (h™) is the maintenance coefficient, Cxo (gDCW/L) and Vo (L)
correspond to the cell concentration and volume, respectively, at the beginning of the
fed-batch phase, Csr (Qsubstrater/l) 1S the glycerol concentration in the supplementary
medium (Table 4.3), Csr (Qsubstrates/L) 1S the expected residual concentration of glycerol
in the reactor, and t (h) is the elapsed feeding time. The parameters Yx;s and m were
estimated from the previous batch data, and are included in Table 4.2. Analogously, Csgr
was set to 5 g/L, based on information obtained in earlier experiments (Da Silva et al.,
2013).

The exponential feeding profile was regulated using SuperSys HCDCFR, which
automatically re-tuned the parameter s every 10 min, using the values of u inferred
from on-line permittivity measurements provided by the capacitance biomass sensor
(HORTA et al., 2012).

In batch culture B1, additional glycerol and lactose were supplied as a pulse
(Table 4.1) when the ODgqo value reached ~70, in order to provide enough inducer and
carbon source for the prolonged induction phase, which lasted 24 h. In fed-batch
cultivations B2 and B3, the induction phase was started when the ODgg reached ~100,
and also lasted 24 h. For experiment B3 (defined medium), the induction was performed
by adding an IPTG pulse (1 mM final concentration). For experiment B2 (complex
medium), induction was carried out by adding multiple pulses of 400 mL of lactose
solution (200 g/L). In all bioreactor cultures, ampicillin pulses were applied every 6 h

after induction to maintain selective pressure on the cells.

Table 4.2 - Parameter values used for setting up the feeding flow rate (Eq. 8) for fed-
batch bioreactor cultures B2 (complex medium) and B3 (defined medium)

Parameter B2 B3
m (h™) 0.001 0.05
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4.3 Results
4.3.1 Influence of temperature on PGA production

As already stated above, temperature plays an important role in PGA synthesis
by E. coli cells, and values of between 22 and 37 °C have been reported for the
induction phase (Dai et al., 2001). Here, induction temperatures ranging from 18 to 28
°C were tested in the shake flask cultures. Figure 4.1 shows the specific enzyme
activities and PGA concentrations after 24 h of induction at different temperatures. The
specific enzyme activity was ~3000 IU/gDCW at 20 ° C, ~2500 IU/gDCW at 22 and 24
°C, and decreased to less than 1000 1U/gDCW at 28 °C. As expected, the final biomass
concentration increased at higher temperatures, ranging from 2.3 (at 18 °C) to 3.3
gDCWI/L (at 28 °C).

Fig. 4.1 - Effect of induction temperature upon specific activity (Eg. 5) and
concentration (Eq. 6) of PGA produced by rE. coli grown in shake flasks containing LB
medium after 24 h of induction. All experiments induced with IPTG 0.25 mM,
Tgrowth:370 C, DOinduction=1.5.
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Despite the reduced biomass formation observed at lower temperatures, the enzyme
concentration per volume of culture medium was significantly improved at 20° C. The
enzyme production achieved at this temperature was 2 to 3-fold superior to values
reported in the literature (DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2006; LIN et al., 2002;
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SOBOTKOVA et al., 1996), probably due to the temperature employed during the
induction phase in the earlier studies, which ranged from 28 to 30 °C. Plasmid stability
was also favored at 20° C, with values of 70-80% obtained after 24 h of induction.
When a temperature of 24° C was used, plasmid retention decreased to 53% at the end

of the induction period.

These results identified 20° C as the best temperature for PGA production by rE. coli.
This value is lower than the optimum temperature (22° C) identified by Dai et al. (2001)
for PGA production with IPTG as inducer, probably because 22° C was the lowest

temperature tested.

Further evidence of the strong influence of temperature on PGA synthesis was
obtained from the SDS-PAGE analyses of disrupted cells after 12 h of induction at 28
and 20 ° C (Figure 4.2). An intense band corresponding to pre-pro-enzyme (~90 kDa)
was found for the cells induced at 28° C, for both soluble and insoluble fractions (lanes
2 and 3). The formation of large amounts of pre-secretory product could be due to
overloading of the transportation machinery of the cell. As a result, untranslocated pre-
pro-enzyme may have accumulated and formed aggregates of an inactive form of the
enzyme (WEN et al., 2005). On the other hand, when the induction took place at 20° C,

subunits a and 3 were observed (lanes 4 and 5), but the pre-pro-enzyme was not present.
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Fig. 4.2 SDS-PAGE of cell lysates for rE. coli grown in shake flasks containing LB
medium after 24 hours of induction. Experiments induced with IPTG 0.25 mM. (1)
Protein standards; (2) Insoluble proteins (28° C); (3) Soluble proteins (28° C) (4)
Insoluble proteins (20° C); (5) Soluble proteins (20° C).
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4.3.2 Growth and protein production in batch culture using the auto-induction

strategy

Before instigating an induction strategy for high cell density cultures (HCDC) based on
a low induction temperature, a batch experiment was carried out to validate the shake
flask results. In the present study, the alternative auto-induction protocol was used to
perform bioreactor batch experiment B1. Despite being frequently used for protein
production using T7-based E. coli expression systems in shake flask cultures (DA
SILVA et al., 2012; STUDIER, 2005), only a few investigations have considered
bioreactor cultures based on auto-induction complex medium formulations (JIA et al.,
2011; DA SILVA et al., 2013).

Figure 4.3 shows the main results obtained for the auto-induction batch culture.
Intense biomass formation was observed in the first 6 h of culture (Umax = 0.73 h™),
assisted by the high growth temperature (37° C) and fueled by the consumption of
glucose and proteins/amino acids from the yeast extract and tryptone (components of
the complex medium). Glucose is a strong repressor of the lac operon (STUDIER,
2005), and its exhaustion (at ~6.5 h) signaled the beginning (tinguction = 0 h) of
heterologous protein synthesis induced by the lactose present in the medium. Shortly
after glucose depletion, the temperature was reduced to 20° C to reproduce the induction
strategy selected from the shake flask results. The PGA specific activity data (Figure
4.3) were indicative of fast enzyme accumulation in the cells, reaching 2800 IU/gDCW

after 17.5 h of induction. This value was similar to the maximum specific activity
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observed in the flask experiments (Figure 4.1) carried out at the same temperature (20°
C).

The biomass concentration increased continuously up to 36 gDCWI/L, with a moderate
growth rate (1 = 0.09 h™) after the temperature decrease (between 7 and 15 h), and a
slow growth rate (1 = 0.02 h™) during the last 12 h of induction due to intensification of
the metabolic burden related to protein expression. The permittivity signal (Figure 4.3)
closely followed the biomass formation profile up to ~16 h of culture. The capacitance
sensor measures the dielectric permittivity produced by a polarized cell membrane when
it is subjected to low radio frequencies. Since this only occurs for viable cells
(MATANGUIHAN et al., 1994), the shift in the permittivity curve reflected a decrease
in the viable cell concentration due to the stress associated with protein production, as
also shown by the c.f.u. counts. The measured loss of viability was also influenced by
the decrease in the proportion of cells retaining the plasmid, which changed from 90%
(at 5.5-11.5 h of induction) to 85% (at 17.5 h of induction).

The scale-up auto-induction medium composition proved to be effective. The high
initial glucose concentration prevented early protein expression, but did not cause
formation of high levels of inhibitory metabolites: the concentrations of acetic, formic,
and lactic acids remained below 2 g/L throughout the cultivation. The low formation of
organic acids was assisted by the choice of glycerol as the main carbon source. Together
with lactose, glycerol was steadily consumed after glucose depletion, and was used by
the cells to support growth and protein production during the entire induction phase. At
15.5 h of cultivation, an additional pulse of a solution containing lactose and glycerol
was added in order to avoid limitation of protein synthesis due to a lack of either carbon
source or inducer. Use of this simple cultivation strategy yielded a bulk PGA
concentration exceeding 93775 IU/L within 17.5 h of induction, corresponding to a
productivity of 3907 IU/L.h (or 5358 IU/L.h, considering the elapsed induction period).
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Fig. 4.3 - Growth, carbon sources consumption and PGA production by recombinant E.
coli in batch culture B1 with auto-induction medium. Tgowihn=37° C and Tinguction =20° C.
Pulse of glycerol and lactose added after 15.5 h of culture.

growth

T =37°C T _, .. =20°C ’—— Lactose and glycerol pulse

2000{ T : 5 1220E+010
O 1
o ‘ 4 2.00E+010
2500 207 = 3 M ]
5004 = - %MI' 14 {1.80E+010
° R iy
_, 2000 &; ; @ 15 4 1.60E+010
[5) =
< 340 5 @/ 2 1406+010 £
N 1500 & I 2 S
c [} / e b=} ©
i 2 |, Eq1:20E+010 £
g S o g
2 10004 5| o 4 1.00E+010
n _ N\
7 \ i - 8.00E+009
5004 & B 1]
£ 6/ “m - 6.00E+009
S - 1
04 = 07 A 840 14.00E+009
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
—m— [biomass] (gDCW/L) Time (h) o Cell viability (c.f.u./mL)
—=— [glycerol] (g/L) Permittivity (pF/cm)
— [glucose] (g/L) —o— Spec. Enz. Act. (IU/gDCW)

[lactose] (g/L)

4.3.3 Growth and protein production for scaled-up high cell density cultures

The lactose-based induction strategy was further scaled up as a high cell density culture
(HCDC) using complex medium (culture B2). For comparison, a HCDC using defined
medium and IPTG as inducer (culture B3) was also carried out. The feeding media for
both fed-batch cultures contained exclusively glycerol as carbon source (Table 4.1), and
were supplied following an exponential profile (Equation 12) based on the actual
growth rates, as described previously (section 4.3.2). Induction was triggered by pulses
of lactose (B2) or IPTG (B3), shortly after the temperature had been reduced to 20° C.

The results obtained for the complex medium fed-batch culture (B2) are shown in
Figure 4.4. Due to the low solubility of lactose and the increasing biomass
concentration, the inducer was supplied in the form of multiple 400 mL pulses of
solutions containing 200 g/L lactose, which were added after every 20 gDCW/L (~40
ODgoonm Units) increase in the cell concentration. This strategy was based on the results
obtained in the previous auto-induction culture (B1), relating biomass formation to

lactose uptake (Figure 4.3). The optical density data acquired during cultivation B2
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showed that, despite continuous consumption of lactose, it was possible to maintain a
residual inducer concentration capable of promoting pac gene expression throughout the

induction phase.

The cultivation strategy adopted was effective for both biomass formation and
enzyme production. The initial growth phase was carried out at 37° C, lasted 7.3 h, and
led to a biomass formation of 33 gDCWI/L (Hmax = 0.68 h™). The fed-batch phase was
then started, and supported continuous cell accumulation up to 105 gDCW/L during the
next 14.8 h (u = 0.07 h™%), with high viability, as confirmed by the permittivity data and
the c.f.u counts. Enzyme production started after the first pulse addition (at 8 h of
culture), at a biomass concentration of 54 gDCW/L, and the specific enzyme activity
rapidly increased to 1800 1U/gDCW within the first 12 h of induction, with complete
consumption of the lactose supplied. During the last 10 h of induction, the enzyme
synthesis rate slowed, and the specific enzyme activity reached a final value of 2061
IU/gDCW. This shift in the enzyme production profile was mainly due to intensified
stress associated with protein synthesis, which caused a reduction in plasmid retention
from 97% (at 4-8 h of induction) to 89% (at 12 h of induction). Once again, the
formation of inhibitory metabolites was negligible (2.1 g/L acetate), despite glycerol
accumulation during the first 4 h of feeding. It is also important to clarify that the
fluctuations in cell concentration and viability were caused by the withdrawal of large
volumes of culture medium (~400 mL) prior to the addition of the lactose pulses, in

order to ensure that the reactor volume remained within the operational range.

In summary, the lactose-based complex medium fed-batch strategy yielded a PGA
concentration equivalent to 208222 1U/L within 24 h of induction, which corresponded
to a productivity of 6941 IU/L.h (or 9465 IU/L.h, considering the elapsed induction
period). These values are about twice those observed for the B1 auto-induction culture,
because the biomass formation phase was extended in the fed-batch operation mode and
occurred simultaneously with intense protein production during the first 15 h of

induction, due to the low induction temperature employed.
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Fig. 4.4 - Growth, carbon sources consumption and PGA production by recombinant E.
coli using fed-batch culture B2 with complex medium. Tgrown=37° C and Tinduction = 20 °
C. Lactose pulses added at 8, 12, 17 and 24 h. Feeding started at 7.3 h.
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The influence of inducer and medium composition on PGA production and purification
was assessed using fed-batch cultivation B3 with defined medium and IPTG as inducer.
The main results are presented in Figure 4.5. Glycerol was the only carbon source
during the initial batch and fed-batch phases. The feed supply was initiated 10.1 h after
the beginning of the culture, as soon as the glycerol from the batch culture was
exhausted, yielding a biomass concentration of 18 gDCW/L and a maximum specific
growth rate of 0.45 h™. The temperature was then reduced from 37 to 20 °C, and a pulse
of IPTG was applied at 13 h (at a biomass concentration of 54 gDCW/L) to initiate the
induction phase. Despite the temperature reduction, the cells continued to grow at a
moderate rate (0.1 h™), reaching 82 gDCW/L within 4 h of induction.

The B2 and B3 fed-batch cultures followed very similar strategies and showed
equivalent performance up to the moment of induction. Obviously, due to the inherently
lower biomass yield coefficient for the defined medium (Yxss values of 0.44 and 0.55

0/g were obtained for the defined and complex media, respectively), in the case of
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culture B3 a longer growth phase (13 h) was required before the desired biomass
concentration was attained (~54 g/L) and the induction phase could be initiated.
However, throughout the induction phase, the B3 culture showed performance that was
inferior in several respects. Approximately 1 h after the temperature had reached 20° C
and the IPTG pulse had been added, the permittivity signal shifted to a decreasing
profile, indicating a loss of cell viability, which was later confirmed by the profile of the
c.f.u/mL curve. This early decline in viability was probably caused by the salt
precipitation observed after reducing the temperature to 20° C, due to the low aqueous
solubility of several of the defined medium components, especially KH,PO, (Table
4.1).

Subsequently, glycerol started to accumulate in the broth, suggesting that growth was
limited by a nutrient other than the carbon source. The accumulation of glycerol at
concentrations of up to approximately 70 g/L was tolerated by the cells, but inhibition
occurred when this value was exceeded, causing stagnation of growth at between 16 and
25 h of cultivation. After feeding was interrupted, the cells started to consume the
excess glycerol (and salts) accumulated in the medium, and cell growth was restored at
the end of induction phase, leading to a final biomass concentration of 120 gDCW/L. It
is also noteworthy that, once again, despite the high concentration of glycerol
accumulated in the medium, the concentration of the organic acids that are commonly
present did not exceed 2.5 g/L. This is the main advantage of using glycerol as carbon
source for HCDC. In contrast to glucose, its uptake by the cells does not trigger
overflow metabolism and, as long as adequate aeration conditions are provided, there is
no risk of inhibition of growth or protein synthesis due to metabolite formation (KORZ
etal., 1995).

The factors described above also affected protein production. The specific enzyme
activity increased to a maximum of 1500 IU/gDCW after 12 h of induction, and
subsequently decreased continuously. This activity level was significantly lower than
the maximum values observed for experiments B1 and B2 (Figures 4.3 and 4.4), as well
as for the shake flask cultures performed using the same induction temperature (Figure
4.1). The gradual decline in the enzyme yield also showed a relationship with plasmid
stability, which diminished from 87% (after 5 h of induction) to 75% (after 13 h of
induction) and 65% (after 19 h of induction, at the end of the cultivation). Plasmid

retention during this experiment was inferior compared to the B1 and B2 cultures
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carried out with complex medium, which showed retentions of >80% after 18 h of
induction. It is known that plasmid stability is generally favored in amino acid-enriched
media (RAMIREZ; BENTLEY, 1993). Nevertheless, mainly due to the high final
biomass concentration achieved, fed-batch cultivation B3 yielded a PGA concentration
equivalent to 89000 IU/L within 24 h of induction, corresponding to a productivity of
2393 IU/L.h (or 3680 IU/L.h, considering the elapsed induction period). On the other
hand, care must be taken before choosing the conventional HDF medium (KORZ et al.,
1995) for heterologous protein production when the synthesis is favored by low

temperature.

Fig. 4.5 - Growth, glycerol consumption and PGA production by recombinant E. coli in
fed-batch culture B3 with defined medium. Tgrowin=37° C and Tinguction =20° C. Induction
by IPTG pulse at t= 13 h. Feeding started at 10.1 h.
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The electrophoresis results for the three bioreactor cultures (Figure 4.6) supported the
above findings. Denser bands corresponding to subunits o (23 kDa) and B (60 kDa) of
recombinant PGA were obtained for the enzyme extracts produced from cells cultivated
in complex medium (cultures B1 and B2), while the bands obtained for the extract from
cells cultivated in defined medium (culture B3) were clearly weaker. In addition, the gel
results also showed that contaminant proteins were present at low concentrations in the

enzyme extracts, regardless of either the cultivation strategy or the inducer used. This
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was due to the low temperature employed during the induction phase (20° C), which
helped to reduce the production of endogenous proteins by E. coli.

Fig. 4.6 - SDS-PAGE of clarified fraction obtained after lysis of recombinant E. coli
cells cultivated in different media after 24 h of induction. B1: auto-induction; B2: Fed-
batch with complex medium and B3: Fed-batch with defined medium. All samples
contained 1 mg/mL of protein.
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4.3.4 Partial purification of recombinant PGA from complex and defined media
cultivations

Besides identification of the most suitable cultivation strategy for recombinant
enzyme production, it is also important to assess the impact of the chosen cultivation
protocol on the performance of the purification process. One of the drawbacks often
associated with the use of complex medium is possible stimulation of the synthesis of

diverse contaminant proteins, which could impair purification of the target protein.

The results obtained for the partial purification of PGA present in crude extracts
obtained from cells grown in both types of medium (complex and defined) are shown in
Table 4.3. The clarified extract generated from the cells cultivated in complex medium
had a higher protein content, and consequently a lower specific enzyme activity. This
extract retained ~30% of the PGA activity initially present, due to saturation of the
resin. The recovery of PGA could be improved by reducing the loading of enzyme per
gram of resin. Consequently, the global yields for the purification process were 72 and

64% for the extracts derived from the complex and defined media, respectively.

The eluted activity yields all exceeded 97%, indicative of similar interactions between

the resin and the clarified fractions, irrespective of their source. Furthermore, the salt
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concentration in the eluate buffer was satisfactory, and almost all the recombinant PGA
was detached, leading to the high recovery observed in this step. Overall, 2.3-fold and
2.8-fold purity increases were obtained for the extracts from the complex and defined

media cultivations, respectively.

These results are similar to those obtained by Pinotti et al. (2009), using the same
protocol and resin for PGA purification. Although higher purification factors have been
reported for penicillin acylase (MARCOS et al., 2002), the main objective of this study
was not to optimize the methodology, but rather to compare the performance of the
purification process when handling cell lysates derived from cells cultivated and
induced under different conditions. The results presented here demonstrate that
cultivation in complex medium is a better strategy for PGA production, and does not

jeopardize the performance of the purification process.

Table 4.3 - Results obtained in the batch adsorption-desorption process of PGA from
recombinant E. coli in the resin Streamline SP XL at pH 4.8.

Cells harvested from complex medium Cells harvested from defined medium
Samples Enz. Act. Prot Spec. Act. Enz. Act. Prot. Conc. Spec. Act.
(1U/L) Cone. (1U/mgpror) (1U/L) (MYprot/L) (1U/mgpror)
(Mprot/L)
Clarified 500445 480.8+32.1 1.04+0.70 420+51 305.1+15.6 1.38+0.42
Extract 130+21 213.1+43.4 | 0.61+0.07 150+32 235.1+43.1 0.64+0.21
Washing 0.2+0.1 3+1 0.3+0.2 0.2+0.1 0.4+0.1 0.1+0.3
Eluate 1200+£82 | 510.6+14.2 2.35+0.03 893+76 231.1+16.2 3.86+0.34
Nact (%) 97+2 99+2
Nact (%) 7416 64+4
P.F. 2.3+0.3 2.8+0.4

Clarified = enzymatic solution at initial time.; Extract = enzymatic solution after passing
through the resin; Washing = buffer used to wash the resin; Eluate = NaCl buffer used
to elute the enzyme; na™ =Yield of adsorbed activity; na = Yield of eluted activity;

PF = Purification factor.
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4.4 Discussion
4.4.1 Comparison of enzyme production using different cultivation strategies

A comparison of all the cultivation strategies, in terms of enzyme production, is
provided in Figure 4.7. As already mentioned, the fed-batch strategy with complex
medium (experiment B2) provided the best enzyme concentration and productivity
(Figures 4.7(a) and 4.7(b)). The auto-induction culture (experiment B1) exhibited a
stationary protein productivity profile after 6.5 h of induction (Figure 4.7(b)), because
the biomass concentration remained almost constant, while the specific enzyme activity
increased linearly with induction time (Figure 4.3). Conversely, for the fed-batch
cultivation (B2), both biomass concentration and specific PGA activity increased during
the first 16 h of induction (Figure 4.4), resulting in a steeper increase in productivity
(Figure 4.7(b)). Despite the low induction temperature used, Figure 4.7(b) shows that 16
- 18 h of lactose induction was sufficient to achieve high enzyme productivity for both
auto-induction (B1) and fed-batch (B2) strategies. Figure 4.7(a) shows that the initial
rate of enzyme accumulation was similar for HCD cultures B2 and B3 during the first
13 h of induction, due to the increasing biomass concentration and specific enzyme
activity (Figures 4.4 and 4.5, respectively). The shift in the enzyme concentration
observed in culture B3 after ~13 h of induction (Figure 4.7(a)) was caused by the decay
in specific enzyme activity, as shown in Figure 4.5. A similar trend can be seen in the

productivity curve obtained for culture B3 (Figure 4.7(b)).

Fig. 4.7 - Induction phase time profiles for (a) enzyme concentration (IU/L) estimated
from Eq. 5 and (b) PGA productivity (IU/Lh) estimated from Eg. 6.
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In summary, the best specific enzymatic activity was observed for auto-
induction culture B1 (Figure 4.3), while the best enzyme concentration and productivity
were achieved for the fed-batch culture with complex medium (B2) (Figures 4.7(a) and
4.7(b)). The restricted maximum specific activity of 2000 1U/gDCW for culture B2 was
probably related to the difficulty of maintaining the temperature at the desired value
during the induction phase, due to the presence of a highly concentrated suspension of
growing cells. Using the auto-induction strategy, both enzyme productivity and
concentration can be limited by the accumulation of biomass that may occur in this
operational mode. Nevertheless, it remains a very attractive approach, because an
enzyme extract with high PGA activity (130 IU per mL of centrifuged cell lysate) can
be obtained in just 15 h of simple batch culture, even without an additional pulse of

lactose.

4.4.2 Comparison of PGA expression for different clones of recombinant E. coli

The most recent and relevant results reported for PGA expression using different clones
of E. coli and different induction strategies are presented in Table 4.4. Due to the high
cell concentration reached, the volumetric activity (enzyme concentration) and
productivity obtained in this work were superior to all the values reported in the
literature to date. The specific PGA activity was similar to (HCDC) or higher than
(auto-induction) the best published values (LIN; HSIAO; CHOU, 2002; SOBOTKOVA
et al., 1996). These results demonstrate the importance of identifying cultivation
conditions that can contribute to the twin goals of increased biomass formation and
enhanced gene expression. In the present study, the use of a low induction temperature
allied to a fed-batch cultivation strategy using complex medium was crucial for

achievement of a superior enzyme titer and maximization of productivity.
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Table 4.4 - PGA production in various E. coli expression systems for bioreactor
cultures carried out under different induction strategies
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153 (CHENG
DHSo/ IPTG | Batch | 30 |21.7* | mg/gDC | 79.88 | 0.67* etal.,
Psmlfpga W 2007)
DH50/ Const (KARTHI
Srap | iutiv | Bach | 285 | 45 NA 43 258% | KEYAN et
P e al., 2011)
BL21(DE3)/ ]
pT101/D- Las‘éto tf;gh 20 | 100 | 2000 190 7.8 This work
TOPO
Batch
BL21(DES)/ Lacto (Auto-
pT101/D- (AU 20 | 38 2800 94 3.9 This work
se induction
TOPO )

*Estimated from reported data, NR: Not reported, Ind: Inductor, Op. mode: operation
mode, EAsp: specific enzymatic activity, vol.enz.act.: Volumetric enzymatic activity,

Produc: productivity, Ref: Reference.

The results obtained indicate that the innovative high cell density strategy used in this

work, combining exponential glycerol feeding, an intermittent lactose supply, and a low
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induction temperature (20° C), is a promising technique for on-demand penicillin G
acylase production by recombinant E. coli cells.
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5. CLONAGEM DE PGA EM BACILLUS MEGATERIUM

Optimal host-plasmid interaction in Bacillus megaterium strains producing
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Abstract

Penicillin G acilase (PGA) is a key enzyme in the industrial production of B-
lactamic antibiotics. The PGA produced in Bacillus megaterium is secreted to the
extracellular medium, what represents a great advantage in industrial processing. In this
work, the coding portion of pac gene, encoding for PGA from Bacillus megaterium
ATCC14945 was cloned into pLipAhp expression plasmid. This construct (pga-
pLipAhp) was used in the transformation of three different B. megaterium strain
protoplasts, aiming studies to determine the best expresssion host in terms of PGA
production. Strains used were Bacillus megaterium ATCC14945 (wild type homologous
host), QM B1551 and PV361. Additionally, pga-pLipAhp plasmid stability in the
absence of selective antibiotics was assayed. PV361, QM B1551 and ATCC 14945
have respectively shown about 95%, 95% and 10% plasmidial stability, after eight
consecutive growths. PGA production has shown PV361 as the best production host
(1897468 Upipan/L), followed by QM B1551 (8849 Unipa/L) and B. megaterium
ATCC14945 (2+1 Upipan/L). Comparison of whole protease levels also indicated that
strain PVV361 should be the best protein expression host, with the lowest (48+2 U/L)
protease content among the three strains. QM B1551 was the second best in this respect
(1004 U/L) and B. megaterium ATCC14945 the least attractive (4500100 U/L).
These results indicate that PV361 should be the best overall host for production of PGA.
The enzyme obtained in this expression system was submitted to batch purification by
ion exchange chromatography (Q-sepharose) which enriched specific activity up to 5.76
Unipan/mL. Thermal and pH stability with the purified enzyme showed that PGA has a
half-life of 5 min at 60° C, 20 min at 50° C, resisting 1h at pH 10.0 and up to 8h at pH
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5.0. Optimal enzyme stability is at pH 7.5. The maximum enzyme activity (Km=8.8
pM) was found at 37° C, pH 8.0.

5.1 Introduction

Penicillin G acylase is an important industrial enzyme encoded by the pac gene.
It has become the focus of attention of many researchers from a view of application or
theoretical exploration. (WANG et al., 2006). In industry, PGA is used for the
production of new -lactam antibiotics. It hydrolyzes penicillin G yielding phenyl
acetate and 6-aminopenicilanic acid (6-APA). The 6-aminopenicilanic acid, 6-APA, is
an intermediary product in the production of semi-synthetic penicillin, such as
amoxycillin and ampicillin (SOUZA et al., 2005).

Penicillin G acylase can be produced by different microorganisms, but
comparative studies are rare between them. PGA from Escherichia coli has been
studied the most (CHENG et al., 2007). E. coli PGA is predominantly exported to the
periplasm (LIN; KUO; CHOU, 2001), while B. megaterium secretes PGA directly into
the growth medium (VARY, 1991). Secreted enzyme should facilitate its purification
and consequently decrease the downstream processing and final production costs
(YANG et al., 2006). PGA from B. megaterium is industrially used for the outlined
reverse synthesis reaction due to its higher synthesis rate compared to PGA of E. coli
(FORNEY; WONG, 1989; FOSTER; POPHAM, 2002)

B. megaterium has also been used to produce L-glutamate, pyruvate, cobalamin,
and to modify steroids and antibiotics (VARY, 1991). As for heterologous protein
expression system, B. megaterium has been reported as a host for
carboxymethylcellulose and dextran-sacharase industrial production (MALTEN et al.,
2005). Molecular cloning and heterologous expression of A. faecalis pac gene in B.
subtillis has been reported (ZHANG et al., 2006) and B. megaterium pac gene cloning
for recombinant homologous expression was done, reaching enzymatic levels up to
1000 Unpas /L (YANG et al., 2006). Additionally, B. megaterium shows some
advantages over E. coli as choice of protein expression host like lower production of
alcaline proteases and other features like a well described secretion machinery (YANG
et al., 2006) and several stable plasmidial replicons (ROSSO; VARY, 2005).
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An important industrial production parameter is the segregational and structural
stability of the recombinant expression plasmids throughout long-term culture under
non-selective conditions (VALESOVA et al., 2004). The loss of plasmids copy number
in daughter cells from cultures upon cell division and the obvious appearance of cells
without plasmids is termed the segregational instability of the plasmid (DEVINE et al.,
1989; LENSKI; BOUMA, 1987; VALESOVA et al., 2004).

Furthermore, enzyme characterization is necessary to compare properties with
others, produced by other microorganisms or other expression systems. Kinetic analysis
and characterization of the factors that influence enzymatic reaction velocity, such as
pH, temperature and substrate concentration are good parameters to point differences
between different PGA sources. Such characters could also point optimum enzymatic
environment, as well as a kinetic model, very important when utilizing the enzyme in
industrial process (SOUZA et al., 2005).

The purpose of this work was cloning of the pac gene from B. megaterium
ATCC 14945 for expression viability studies in different B. megaterium strains (ATCC
14945, QM B1551 and PV361). For such, plasmid stability of the transformed strains
was also studied. PGA expression levels were determined for relative yield
comparisons. Enzyme properties such as optimum pH, temperature and kinetics were

done after downstream purification steps.

5.2 Material and methods

5.2.1 General material

Bacterial strains used in this work are listed in Table 5.1. General microbial and
recombinant DNA techniques were performed as described (SAMBROOK; RUSSELL,
2001). DNA isolation kits were from Qiagen. Restriction enzymes, T4 DNA ligase and
Pfu DNA polymerase were obtained from Fermentas. Oligonucleotides were purchased
from IDT. DNA sequencing was done by dideoxy chain termination method (SANGER
F; NICKLEN; COURSON, 1977) in an automated DNA sequencer according to the
manufacturer’s instructions (Applied Biosystem). Plasmid pLipAhp, a pSSBm
derivative shuttle vector for xylose-inducible secreted expression in Bacillus was

provided by Stammen et al. (2010).
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Table 5.1 - Bacterial strains used in the present work.

Strain Reference/source

E. coli DH5a
Novagen (TARTOF; HOBBS, 1987)
Strain for plasmid propagation

André Tosello foundation-Campinas, Brazil

B. megaterium ATCC 14945 (MCCULLOUGH, 1985)

Dr. Patricia Vary (lllinois university, USA)

B. megaterium QM B1551 (VARY, 1991)

B. megaterium PV361 Dr. Patricia Vary (VARY, 1991)

B. megaterium YYBmL1 transformed Dr. Rebekka Biedendieck (Braunschweig
with pPRBBm49 (encoding SPji;a-PGA) | University, Germany) (YANG et al., 2006)

5.2.2 Cloning and construction of expression Systems in B. megaterium.

ProPGA (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004) encoding sequence was
amplified using oligonucleotides PGApLIPAHP_FW,
CCGCGGAGATCTCTGATAAGAATGAAGGGGTCAA and PGApLIPAHP_RV,
GCTCAGCCGGCCTTACTCATATTTAATGCGCTAAC. Bglll  and NgoMIV
restriction sites were respectively adapted to 5' and 3' amplification product (bold face)
and an additional Serine codon (underlined) was induced for framing purpose. PCR was
performed in a Electron PX2 Thermal Cycler (Thermo Scientific) programmed to
execute a 98° C initial 10 min denaturing step, followed by 30 cycles of 98° C for 10 s,
70° C 20 s, 72° C 1.5 min, and a final elongation step of 10 min at 72° C. ProPGA was
amplified using 400 ng Bacillus megaterium genomic DNA and 100 pMol of each
oligonucleotide in a 50 pl reaction containing supplier recommended reagents
(Fermentas). The PCR products, as well as expression vector pLipAhp, were digested
with Bglll and NgoMIV, purified by 1 % agarose gel electrophoresis, and subsequently
used in standard T4 DNA ligase reaction. Reaction product was transformed into E. coli
DH5a, by electroporation. Transformants were selected on LB medium supplemented
with 100 pg/mL ampicillin. Cloning was confirmed by PCR, plasmidial restriction
analysis and DNA sequencing. Constructed plasmid pga-pLipAhp replaces native PGA

prepro transit peptide with SPji,a providing secreted protein production under xylose
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induced control. Pga-pLipAhp was transformed into B. megaterium strains PVV361, QM
B1551 and ATCC14945 by protoplast transformation (YANG, 2007). Tetracycline

resistant cells were evaluated for PGA expression.

5.2.3 PGA expression

Isolated colonies of each B. megaterium strain were separately inoculated in 50
mL LB media supplemented with 10 pug/mL of tetracycline and incubated in an orbital
shaker at 37° C, 120 rpm for 16 h. After that, 5 mL of each flask content was added to
100 mL of fresh medium and incubated at 37° C, 250 rpm. Expression of the pga gene
was induced by addition of xylose 0.5% (w/v) at mid-log growth phases, ODggonm
around 0.6. Expression was carried over 5 hours and medium samples were collected
every hour. PGA production was estimated by enzymatic activity. SDS-PAGE indicated
correct processing of cloned single-chained predicted proPGA to mature dimeric
protein. B. megaterium YYBm1l pRBBmM49 was gently supplied by Dr. Rebekka
Biedendieck (Braunschweig University, Germany) (YANG et al., 2006), and was used

as a comparative reference.

5.2.4 Determination of plasmid segregational stability without antibiotics.

The loss of the plasmid pga-pLipAhp from each transformant was studied in
consecutive 50 mL batch subcultures in plain LB medium. All the cultures were shaken
at 37° C, and induced with xylose 0.5% (w/v) at late growth phase. Culture samples
were collected 5 h after induction, assayed for PGA activity and plated on plain LB
agar. 1 mL of the culture was used as inoculum for the next subculture and the cycle
was repeated 10 times. Not transformed cells were used as negative controls. A total of
75 colonies of each strain that grown 16 h after plating were isolated and transferred to
new LB medium, with and without tetracycline. The number of tetracycline-sensitive
colonies was estimated after another 16 h incubation time at 37° C (DEVINE et al.,
1989; VALESOVA et al., 2004).
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5.2.5 Partial purification

PGA was concentrated by ultrafiltration (cutoff of 30 kDa), and dialyzed against
10 mM Tris-HCI pH 7.5. The resulting sample was loaded into a Q-sepharose column
(Amersham Pharmacia Biotech) pre-equilibrated with the same buffer. Purified protein
was eluted from the ion-exchanger in a 300 mM stepped gradient of NaCl controlled by
gravity. Partially purified PGA could be stored at -20° C in Tris-HCI 20 mM pH 7.0,
NaCl 150 mM, glycerol 10% (v/v) for later experiments. Aliquots were reserved for
SDS-PAGE analysis and protein concentration was determined by the Bradford method
(BRADFORD, 1976).

5.2.6 PGA enzymatic characterization

PGA kinetics was studied by initial hydrolysis rate of the substrate 6-nitro-3-
phenylacetamide benzoic acid (NIPAB) 0.6 mg/mL in 50 mM phosphate buffer, pH 7.5,
at 25° C (KUTZBACH; RAUENBUS, 1974). Product 6-nitro-3-aminobenzoic acid
(NABA) formation was monitored at 405 nm (¢ = 8,98 M™ cm™) in an Amersham
Pharmacia Biotech Ultrospec 2100 pro UV/visible spectrophotometer using 2 mL

cuvette of 1 cm light path length, data collection every 30 s along 5 min.

Maximum activity temperature of the enzyme was also studied from 20 to 70° C.
0.6 mg/mL NIPAB in 50 mM phosphate buffer pH 7.5 was incubated at the different
temperatures in a Pharmacia Biotech spectrophotometer with thermostatic bath and
measuring PGA activity for 5 minutes. Using the different linear initial product
formation velocities from each sample temperature, activation energy for the enzyme

was estimated.

The effect of pH on enzymatic activity was determined by measuring the relative
activity using 0.6 mg/mL NIPAB in 50 mM of different buffers: sodium acetate (pH
5.0), sodium phosphate (pH 6.0-8.0) and sodium carbonate (pH 9.0-10) in a Pharmacia
Biotech spectrophotometer with thermostatic bath at 37° C for 5 minutes. The linear
initial product formation velocities from each sample pH was estimated for maximum

pH determination.

Thermal stability was also studied in 3 different temperatures. 20 uL aliquots of

the partially purified enzyme were diluted in 50 mM phosphate buffer pH 8.0 and

99



incubated at 37°, 60° and 50° C for 80 minutes. The different protein samples were
incubated in a thermostatic bath and aliquots were taken along the incubation time,
cooled down and measured at 37° C. The relative NABA formation was determined

after adding a fixed saturating NIPAB amount of 0.6 mg/mL.

The effect of pH stability on the activity of the enzyme was also studied in a
similar way. In brief, aliquots were incubated at 37° C in different 50 mM phosphate
buffers ranging from pH 5, 7.5 and 10 along 5 h, and samples were taken along the
incubation time. The relative activity was also determined after adding 0.6 mg/mL
NIPAB.

5.2.7 Total protease assay

Growth media from each transformant expression culture was diluted 10 fold in
100 mM phosphate pH 6.5 and 150 pL of these samples were individually added to 250
pL of azocasein solution (20 mg/mL azocasein, 360 uM CaCl,, 5 mM sodium azide,
100 mM phosphate buffer pH 6.5) (ZAMBARE; NILEGAONKAR; KANEKAR,
2011). Protease assay was incubated at 37° C for 1 h and the reaction was stopped by
adding 100 uL of 1 M NaOH. Total proteins were precipitated using 1 mL cold of 5%
trichloroacetic acid followed by incubation 30 min at 4° C, centrifugation at 13000xg, 5
min for precipitate removal. The absorption of released azodye was measured at 440 nm
in a Amersham pharmacia biotech Ultrospec 2100 pro. UV/visible spectrophotometer
using 2 mL cuvette of 1 cm light path length, subtracting fresh culture medium
absorbance. B. megaterium YYBm1 pRBBm49 (YANG et al., 2006) was also used as a

comparative reference.

5.3 Results and discussion
5.3.1 Molecular cloning

ProPGA PCR amplification yielded an expected 2.3 kb electrophoresis band
(Fig. 5.1), wich was cloned into pLipAhp and fully sequenced. The resulting plasmid
Pga-pLipAhp was transformed into B. megaterium strains by protoplast transformation
[3] (VARY etal., 2007).
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Figure 5.1 - Electrophoresis analysis of ProPGA PCR amplification product. 10 puL
of the PCR product were submitted to electrophoresis on 0.8% agarose TAE. 1-
Molecular mass marker; 2 - ProPGA PCR product from Bacillus megaterium genomic
DNA.
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5.3.2 Plasmid segregation stability study

To investigate the influence of different hosts in pga-pLipAhp segregational
stability and thus, PGA production stability, strains QM B1551, wild type ATCC 14945
and PV361 were transformed with pga-pLipAhp. The strains were cultured batch-wise
under non-selective conditions in consecutive subcultures. The data on the segregational
stability of the construction pga-pLipAhp and the production stability of the system for
PGA are shown in Fig. 5.2. The strain PV361 exhibits remarkable superior production
of PGA and since pga-pLipAhp was stably maintained under fermentation conditions
without antibiotics selective pressure, it is assumed to be more stable and productive in

this strain.
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Figure 5.2 - Segregational stability of the recombinant plasmid pga-pLipAhp and
production stability for PGA in successive cultures of different hosts. PGA production
levels and loss of plasmid under non-selective medium were assayed in the three B.
megaterium strains for comparisons. (a) Bacillus megaterium PV 361; (b) QM B1551;
(c) ATCC14945. PGA production (m) was determined by specific enzymatic activity
using NIPAB substrate. Negative control (A) is the PGA enzymatic activity registered
by each strain without expression plasmid. Percentage of plasmid stability (e) is based
on the loss of antibiotics resistance along successive bacterial colony plating.
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Strain PV361 has been tested as host in the production of HIV antigens for
diagnostic kits development (GINSBURGH C, SPAULDING D, ROBEY G,
SHIVAKUMAR AMO, VANGAS R, KATZ L, 1989). Also, recombinant expression
plasmids that have been successfully used in PV361 include plasmids carrying
transposon Tn917 variants (pTV1, pTV32 and pTV53) (WITTCHEN; MEINHARDT,
1995) and plasmid pOCI carrying the lux genes from Vibrio (VARY, 1991). Here, the
strain PV 361 (pga-pLipAhp) showed the best overall segregational and production
stability. After 8 successive cultures PV 361 (pga-pLipAhp) have 95% of plasmid
stability and high production of PGA was maintained. Strain QM B1551 (pga-pLipAhp)
presented a high plasmid stability as it was previously reported (VARY et al., 2007).
The system was very stable, after 8 successive cultures have 95% of plasmid stability,
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however the specific enzymatic activity is about 4 fold smaller than that obtained with
PV 361 (pga-pLipAhp). In cultures of strain ATCC 14945(pga-pLipAhp), plasmid-less
cells were already detected in the first batch culture with just 60% of plasmid stability
and decreasing along the successive cultures until 10% of plasmid stability in the sixth
culture, and the strain presented a low production of PGA all the way. Considering
these data, the strain PV 361 was the best host for the recombinant plasmid pga-
pLipAhp obtaining 330 U/gDCW and a high plasmidial stability.

5.3.3 Comparative PGA production levels

Table 5.2 summarizes expression assays from the 3 strains transformed with
pga-pLipAhp and the control strain YYBm1-pRBBm49. As shown, the growth rates
(Umax) Of all the strains are very similar, Bm ATCC14945 being a little smaller. In our
experiments, HUmax found for ATCC14945 (pga-pLipAhp) and PV361 (pga-pLipAhp)
were respectively 1.7 and 1.4 fold higher compared to the not transformed parental
strains (SUAREZ et al., 2012). Also, YYBm1-pRBBm49 production of PGA around
900 Unipas/L was half of the reported by Yang et al. (2006).

The relative high secretion levels of proteases found for Bm ATCC14945
(Table 5.2) could be an obvious reason for the disappointing low PGA production.
Senthilvel and Pai (SENTHIVEL; PAI, 1996) report 3300 U/L of total proteases in the
PGA production using B. megaterium NCIM 2670, close to what was found for B.
megaterium ATCC14945 in the present work, and their PGA yield was reported as low
as our finding. PV361 produces neutral proteases, like the parent stock, but
advantageously has lost the ability to produce an extracellular megacin (VARY, 1991).
Total protase levels of PV361 were found very close to YYBm1-pRBBmM49 control,
which were 100 times lower than ATCC14945. QM B1551 was found to produce
intermediary proteases amounts and showed intermediary PGA recovery. PV361 (pga-
pLipAhp), was 20 fold more productive than QM B1551 (pga-pLipAhp) in the PGA
production and about 4 fold higher than the native PGA expression in B. megaterium
ATCC14945 induced with phenilacetic acid, reported by Souza (SOUZA, 2007). Zhang
et al. (2006) report the optimized Alcaligenes faecalis PGA recombinant production in

B. subtilis reaching 1960 Unipan/L, very close to our initial trials assays.
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PGA production of PV361 (pga-pLipAhp) compared to control strain YYBm1-
pRBBmMA49, is about 2 times higher and one reason for this could be due to the use of
pLipAhp plasmid, which incorporates -35+ rbs+ region modifications done by Stammen
et al. (2010), compared to PRBBm49 (YANG et al., 2006).

Table 5.2 - Bacillus megaterium PGA activity (Unipas/L) from different
transformed strains. The enzymatic activity of PGA on NIPAB substrate was recorded
5 after induction with 0.5% of xylose. One unit is defined as the amount of enzyme
causing an absorbance change of 1.0 cm™ at 405 nm. For total protease activity was
used the azocasein-azodye method. All the cultures were done in LB medium added of
2.5 mM CaCl; (YANG et al., 2006) and 10 pg/mL tetracycline at 37 ° C, 250 rpm.

Dry cell Specific
. 4 Protease pga-pLipAhp : enzymatic
Strain Mmax (W) ctivity (UIL) (Unipas/L) ( ‘I’D"ggcltl_) activity
g (UlgDCW)
BMATCC14945 | ) 167+0.054 4500+100 2+1 2.9+0.1 1.0+0.1
(pga-pLipAhp)
QM B1551 0.564+0.045 100+4 88+9 3.240.3 27+3
(pga-pLipAhp)
PV 361 0.587+0.032 48+2 1897+68 4.0+0.5 474%14
(pga-pLipAhp)
YYBm1-
PRBBmM49 0.578+0.042 50+4 900+10 3.9+0.4 205+3
(control)

5.3.4 PGA purification

The extract of culture medium contains, alongside the enzyme of interest, other
substances, including other proteins. The characterization of recombinant PGA requires
enzyme concentration and purification. Culture medium was isolated from cells of
Bacillus megaterium PV361 (pga-pLipAhp) by centrifugation and concentrated 3.5 fold
by dialofiltration (30 kDa cutoff). Following, the extract was dialyzed (12 kDa cutoff)
against Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 for buffer exchange.

Different anion-exchangers were screened for initial purification trials (data not
shown). Stronger protein adsorption was observed on the Q Sepharose. At pH 7.0, PGA
was eluted with 300 mM NaCl. The results of three-step purification procedure are
summarized in table 5.3. Active fractions from the fermentation broth and the eluate
from Q Sepharose were evaluated by SDS-PAGE (Fig. 5.3), showing that the enzyme
consisted of two dissimilar o and B sub-units, like other PGAs (MARESOVA et al.,
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2010; MCDONOUGH; KLEIL; KELLY, 1999; SKROB et al., 2003), with 23 kDa and
63 kDa respectively. This indicated that the protein should be in its mature processed
form.

Table 5.3 - Purification profiles along PGA processing. Activity measurements (NIPAB

substrate) were done along each of the purification and concentration steps. One unit is
the amount of enzyme causing an absorbance change of 1.0 cm™ at 405 nm.

Total Total Specific .
- . . Recovery Purity
activity protein activity e factor
(Unipas) (mg) (Unipas/mg)
Raw
. 230.13 120.35 1.87 100 1
medium
Concentrate 220.33 110.07 2.02 96.55 1.1
Dialyzed 220.97 70.36 3.12 99.32 1.75
lon
70.61 10.37 5.76 32.91 3.08
Exchange

The enzyme was purified 3-fold from crude culture medium, with recovery of
32.91%. The specific activity of purified enzyme was 5.6 Unpas/mg of protein,
measured with NIPAB. Comparing Bacillus-only systems, this is twice the yield
reported for native PGA from B. megaterium NCIM 2670 (SENTHIVEL; PAI, 1996)
and 19 times inferior to recombinant B. megaterium ATCC14945 PGA produced in B.
subtilis (KANG; HWANG; YOO, 1991). Comparing other PGA sources, the final
specific activity was about 3 times higher than the reported by Zhou et al.(2008)
(Alcaligenes faecalis PGA produced in E. coli) and 4 times higher than A. faecalis PGA
produced in B. subtilis (ZHOU et al., 2003). However, it was 5.5 times lower than E.
coli PGA produced in P. pastoris (MARESOVA et al., 2010) and was 11 times lower
than Bacillus badius PGA produced in E. coli (with His-tag purification system)
(RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2007).
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Figure 5.3 - Analysis of PGA purification by SDS-PAGE. Samples from the initial
raw culture medium and the elution from ion exchange chromatography were submitted
to SDS-PAGE 12% analysis. 1) Molecular size marker, sizes indicated; 2) Culture
medium extract; 3) Purified PGA from ion exchange chromatography. 10 pL samples at
1 pg/uL protein concentration were loaded.
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5.3.5 Bacillus megaterium PGA characterization

Kinetics of the majority of enzymatic reactions are represented by the Michaelis-
Menten model, and for PGA, this was done with initial velocity points obtained by the
NIPAB hydrolysis rates via product 6-nitro-3-aminobenzoic acid (NABA) formation, at
different substrate concentrations (200-1000 pM). The slope of the product
concentration versus time curve, determined from the initial linear phase of reaction
represented the initial velocity for each initial substrate concentration (Fig. 5.4). The
adjustment was initiated utilizing parameters estimated from linear adjustment points of
the reverse velocity versus reverse substrate concentration curve in the Lineweaver-
Burk plot (Fig. 5.4, insert). Our recordings on the partially purified recombinant B.
megaterium PGA indicates Vmax = 4,40 = 0,01 uM NIPAB/min, K, = 8.8+0,7 uM
NIPAB. Km values for different PGAs reported vary according to the enzyme source
(SOUZA et al., 2005). Acromobacter SP. K., was reported as 4,5 uM NIPAB (SKROB
et al., 2003), E. coli ATCCC 11105 has a Ky, of 15 uM NIPAB (ALKEMA et al., 2003)
while Bacillus badius PGA produced in E. coli has a K, as high as 41 uM
(RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2007).
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Figure 5.4. Kinetics modeling on the Bacillus megaterium PGA. The PGA
Michaelis-Menten model based on the initial velocities of NIPAB hydrolysis catalyzed
by purified recombinant PGA from B. megaterium PV361 (pga-pLipAhp), determined
in initial substrate concentrations ranging from 200-1000 uM. Protein concentrations
ranged from 200-1000 pg/mL. All the measurements were done in 50 mM phosphate
buffer, pH 7.5, at 37° C. Product 6-nitro-3-aminobenzoic acid (NABA) formation was
monitored at 405 nm in a Amersham Pharmacia Ultrospec 2100 pro UV/visible
spectrophotometer using 2 mL cuvettes of 1 cm path length. Insert - Lineweaver-Burk
plot data representation.
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The Arrhenius plot of the enzyme was done by using the different linear initial
product formation velocities from each sample temperature, representing the estimated
activation energy for the enzyme around 26,29 kJ/mol, very close to the native B.
megaterium PGA (25 kJ/mol) (SOUZA, 2007) and E. coli (KAZAN; ERTAN;
ERARSLAN, 1997) PGA (30.24 kJ/mol). The PGA produced in this work has shown
maximum enzymatic activity at 37° C (Fig 5.6(A)), the expected like native B.
megaterium PGA (SOUZA et al., 2005).

In a similar way, figure 5.5 (B) shows the enzymatic activity velocities in
different pH buffers. Maximum pH for the PGA in this work was pH 8.0, similar to the
maximum pH for Achromobacter PGA (CAI et al., 2004; SKROB et al., 2003).
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Figure 5.5. Bacillus megaterium PGA activity study in different temperatures and
pHs. Optimal enzyme reaction environment was assayed using the linear initial product
formation velocities from different temperature and pH values. (a) Effect of temperature
in PGA activity, insert shows data in Arrhenius plot representation; (b) Effect of pH in
PGA activity. All the measurements were done in an Amersham Pharmacia Biotech
Ultrospec 2100 pro UV/visible spectrophotometer using 2 mL cuvette of 1 cm light path
along 5 min. pH measurements were all done at 37° C.
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PGA thermal an pH stability were also studied on the partially purified enzyme.
At 37° C, the enzyme was shown very resilient (Fig. 5.6(A)), recording no apparent loss
up to 80 min. At 50° C, B. megaterium PGA has a half-life around 20 min and at 60° C,

half of the activity is lost around a 5 min incubation time, being completely inactive
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after 30 min. B. megaterium PGA is slightly more stable than E. coli PGA
(VERHAERT et al., 1997) that has a half-life smaller than 20 min at 50° C and is totally
inactive in 20 min at 60° C. However, Achromobacter xylosoxidans PGA has a half-life
of 8 min at 60° C (CAI et al., 2004), and Alcaligenes faecalis PGA records no
inactivation up to 20 min (VERHAERT et al., 1997). In this respect, B. megaterium
PGA behaves closer to E. coli PGA.

B. megaterium PGA pH stability assays (Fig. 6.6 (B)) showed that the enzyme is
more stable at pH 7.5, losing very little activity up to 5 h. However at pH 10.0,
complete inactivation is reached in 1 h. At pH 5.0, PGA half-life is around 4 h.

Figure 5.6. Bacillus megaterium PGA stability in different temperatures and pHs.
PGA activity persistence was measured along incubation in different temperatures and
pH buffer values. a) Relative PGA activity loss along different temperatures incubation;
(b) PGA activity relative loss along different pH buffers incubation. Measurements
were done using 2 mL cuvette of 1 cm light path along 5 min. pH incubations and
measurements were done at 37° C.

S . B B T e B 100: .% e —
¢ L L, A L
\§\ _.En 60 éé\ i\i\
_m—37° = ] A
; e S o b,
\K \ —A—60°C é) 20 ] A\‘ -
A S 201 .
@ \i\ﬁ\. i 1 (b) L\‘ i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 1 2 3 4 5
Time (min) Time (h)

Macimum activity of B. megaterium PGA preparation from this work and some
other PGAs are listed in Table 5.4 and as briefly described, it is a catalyst more efficient
than some other PGAs. Like A. faecalis e E. coli. PGAs, macimum activity temperature
for the enzyme from B. megaterium is 37° C. Although its relative high enzymatic
efficiency, other PGA sources like Achromobacter, Bacillus badius and K. citrophila

show higher maximum reaction temperatures and obviously are more heat stable.
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Table 5.4 - Bacillus megaterium PGA general activity comparison with other PGA
sources. Maximum activity records are compared to B. megaterium PGA.

Source T(T‘"‘é‘;"t [ (UM ll\<l i“P AB) Reference
Achromobacter 60 8-8.5 27 (CAMI et al., 2004)
xylosidans
Achromobacter sp. 60 75 4.5+0.2 (SKROB et al., 2003)
Alcaligenes faecalis 37 8.5 4.5 (SVEDAS et al., 1997)
E. coli 37 7.8 30 (SVEDAS et al., 1997)
(RAJENDHRAN;
Bacillus badius 50 7 41 GUNASEKARAN,
2007)
K. citrophila 55 8.5 17.6 (WEN et al., 2004)
Bacillus megaterium 37 8 8.8+0.7 This work

5.4 Conclusions

Penicillin G acylase is an important industrial enzyme for the semi-synthetic
penicillins production. Also, B. megaterium PGA has the attractive feature of being
secreted to the medium. From these premises, this work focused on the molecular
cloning for the production of B. megaterium PGA. Different B. megaterium strains were
studied as potential hosts for recombinant PGA production. From the three strains
tested, B. megaterium PV 361 was the best overall host. The better plasmid and
production stability alied to the lower proteases levels makes this host an nice choice for
protein production. By using pga-pLipAhp, which replaces native preproPGA signal
peptide with SPjipa, cloned proPGA could be both secreted and processed to fully
functional heterodimeric mature PGA. Transforming B. megaterium PV361 with this
construct yielded 1897+68 Ui/l of PGA, four times more than the optimized
conditions reported for wild type B. megaterium productivity (SOUZA, 2007) and two
times the reported using a similar construct in YYBmM1-PRBBmM49 (YANG et al., 2006).
Partial purification process was accomplished and, although remaining to be optimized,
gave reasonable results and directions on obtaining B. megaterium PGA. Making PGA
available, some enzyme characteristics could be studied. Our preparation of B.
megaterium PGA has a K, around 9 uM at 37° C in pH 7.5 Enzyme stability parameters
are quite valuable for detailed purification and immobilization processes, required for
industrial use of this enzyme as a biocatalyst. Thermal stability of B. megaterium PGA
is similar to the E. coli PGA, with a half-life of 20 min at 50° C and up to 5 min at 60°
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C. The enzyme loses activity in 1 hour at pH 10.0 or 8 hours at pH 5.0, being most
stable at physiological pH 7.5. Although our B. megaterium PGA production system
could not reach the most productive levels reported for other PGAs, it is yet promising,
also accounting that the results to date are somewhat preliminary and no optimizations

were done yet to inducing medium an culture conditions, for example.
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6. SELECAO DE MEIOS DE CULTIVO E ESCALONAMENTO
DA PRODUCAO DE PENICILINA G ACILASE POR BACILLUS
MEGATERIUM RECOMBINANTE

Os meios de cultivo sdo projetados para atender a demanda nutricional do
microrganismo produtor, os objetivos do processo e a escala de operacdo. A selecao
desses meios depende, para a maioria dos processos em larga escala, do custo,
disponibilidade e propriedades de manejo dos componentes dos mesmos (LIMA et al.,
2001).

Os componentes bésicos, nutricionalmente importantes, sdo fontes de carbono,
de nitrogénio, sais minerais e, em alguns casos, fatores de crescimento (LIMA et al.,
2001). Os sais minerais e tracos de metais sdo pecas chave na secrecdo de proteinas em
Bacillus megaterium recombinante, como ja reportado por David et al. (2010) e Sarvas
et al. (2004).

Bacillus subtillis é conhecido pela dependéncia da concentracdo de ions de metal
no meio externo para um bom processo de secrecdo de proteinas (THWAITE et al.,
2002). A eficacia dos ions metal para atuar no enovelamento é determinada pela sua
concentracdo no meio de cultivo e as propriedades dos polimeros aniénicos (acido
teicdico e teicuronico) que estdo covalentemente ligados a parede celular (WARD,
1981).

A parede celular possui uma alta densidade de cargas negativas que, por
conseguinte, atraem cétions positivos como Ca®*, Fe** e Mg?®*. Estes cations sdo
necessarios como fator de enovelamento para uma variedade de proteinas secretadas
incluindo a-amilase e levansacarose em Bacillus subtilis, em particular os ions célcio e
ferro podem atuar como cofatores no processo simultaneo de enovelamento com o
processo de translocacdo (CHAMBERT; PETIT-GLATRON, 1999; HARWOOQOD;
CRANENBURGH, 2008). Por essas razdes, € fundamental a realizacdo de estudos para

melhorar a composi¢do dos meios utilizados em cultivos de B. megaterium.

Outro aspecto importante no desenvolvimento de um bioprocesso é a ampliagéo
de escala. Na grande maioria dos processos, o desenvolvimento natural parte de uma
menor escala de produgdo para uma escala maior. Essa varia¢do de escala é conhecida
como aumento de escala ou ‘scale-up’. Na escala de bancada, levando-se em

consideracdo sua maior flexibilidade e menor custo de operacédo, os dados basicos sobre
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0 processo devem ser levantados dentro do maior nivel de detalhamento possivel. Nessa
escala sdo realizadas tarefas bésicas, como a selecdo do microrganismo e o
desenvolvimento do meio de cultura ideal. Também séo escolhidas as condicdes de
temperatura e pH para o processo, assim como a forma de operacdo do biorreator
(SCHMIDELL et al., 2001).

Os principais objetivos desta etapa do trabalho foram: i) estudar a influéncia da
composicdo de meios, definidos e complexos, sobre o crescimento de B. megaterium
recombinante e a producdo de PGA por este organismo; ii) selecionar os dois melhores
meios definido e complexo e avaliar o desempenho dos mesmos em cultivos conduzidos

em biorreator de bancada

6.1 Materiais e Métodos

6.1.1 Microrganismos

Para os ensaios de otimizacdo de meios de cultura, utilizou-se a linhagem de B.
megaterium PV 361 transformada com a construcao pga-pLipAhp, obtidos conforme ja
descritos no capitulo 5. Todas as cepas foram conservadas em criotubos contendo 10%

(v/v) de glicerol 80% e mantidas em ultra freezer a -80°C.

6.1.2 Métodos analiticos

6.1.2.1 Determinac¢ao da concentracio celular

O crescimento celular foi medido de acordo com a densidade 6ptica do meio de
cultura, no comprimento de onda de 600 nm e por medidas de massa seca (gms/L). As
medidas de massa seca foram determinadas nos cultivos em biorreator, atraves da
filtracdo de um volume conhecido da amostra em uma membrana com poro de 0,22 pm

previamente pesada. A amostra foi submetida a secagem por 24 horas em estufa a 60°C
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e pesada posteriormente. A partir das medidas de DOgo nm € CX 0Obteve-se a correlagédo
CX:O.344*D0500 nm

6.1.2.2 Medida da atividade enzimatica de PGA de B. megaterium
recombinante

A atividade da enzima livre foi obtida determinando-se a velocidade inicial de
hidrélise do &cido 6-nitro-3-fenilacetamidobenzoico (NIPAB), pH 7,5, a 37°C, em
reacdo catalisada por PGA (KUTZBACH; RAUENBUS, 1974). O coeficiente de
absorcdo molar do NIPAB (9,09 M* cm™) foi utilizado para calcular a atividade
enziméatica. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a produ¢do de 1 umol de 6-nitrofenol por minuto, nas

condicdes experimentais estabelecidas.

Para as andlises conduzidas em placas de 96 pocos, 0os mesmos foram
preenchidas com 200 pL do &cido 6-nitro-3-fenilacetamidobenzdico (NIPAB), pH 7,5, a
37°C, em reacdo catalisada por PGA (KUTZBACH; RAUENBUS, 1974). Depois de 12
horas de indugédo do cultivo de B. megaterium recombinante, amostras de 20 uL foram
diluidas com é4gua destilada 1:10 em placas de 96 pocos de 200 uL e centrifugadas a
4000 rpm por 5 minutos. Um volume de 10 pL deste sobrenadante foi transferido para
as placas com o substrato e posteriormente realizou-se a medi¢do da cinética enzimatica

no leitor de microplacas “Tecan” a 405 nm, a cada 30 segundos, durante 5 minutos.

6.1.2.3 Determinacao da concentracdo das fontes de carbono e de &cidos organicos

As concentragdes das fontes de carbono (glicose, glicerol, xilose) e dos acidos
organicos nas amostras retiradas durante os cultivos em frascos agitados e biorreator
foram determinadas por CLAE, utilizando a coluna Aminex HPX-87H da Bio-Rad
como fase estacionaria e a solucdo de acido sulfarico 5 mM como fase movel, a uma
vazéo de 0,6 mL/min e 60°C.

Para os experimentos realizados em frascos agitados e biorreator de 1 L, a

concentragéo de glicose no sobrenadante das amostras foi quantificada utilizando-se um
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analisador de glicose YSI (Biochemistry analyzer YSI 2700 Select, Kreienbaum WM
e.K., Langenfeld, Alemanha) e de glicerol foi medida por HPLC.

Ja para os experimentos em biorreator de 5 L, a concentracdo do glicerol no
sobrenadante também foi medida durante o decorrer dos cultivos utilizando-se kit para
determinacdo de triglicérides por metodologia enzimética-colorimétrica. A absorbancia
do complexo medida em 505 nm é diretamente proporcional & concentragdo de
triglicérides. O branco, o padrdo e as amostras convenientemente diluidas foram
incubados por 10 minutos a 37°C e, em seguida, foram realizadas as leituras no

espectrofotdbmetro num comprimento de onda de 505 nm.

6.1.2.4 Determinacdo da concentracgao de proteinas

O procedimento utilizado corresponde ao método descrito em Bradford (1976).
Utilizou-se o reagente comercial Bradford da Sigma, incubando-se as amostras por 5
minutos e depois lendo-as no espectrofotbmetro, com comprimento de onda de 595 nm.

Tal reagente é adequado para ler amostras com concentracoes entre 50 e 1400 pg/mL.

6.1.3 Descricdo da estratégia experimental

A figura 6.1 apresenta esquematicamente a abordagem utilizada para a
otimizacdo da producdo de penicilina G acilase em Bacillus megaterium recombinante e

0 escalonamento do bioprocesso.

Na primeira etapa do trabalho, realizaram-se experimentos em placas de 96
pocos, tendo como ponto de partida o meio MOPS, pH 7, reportado na tabela 6.1,
contendo diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol, frutose e sacarose). Para a
selecdo das duas melhores fontes de carbono e da melhor composicdo dos meios em
ions metalicos, que maximizaram a atividade enzimatica e concentracdo celular, foi

empregado o algoritmo genético, com 7 geragdes.

Na segunda etapa de desenvolvimento do trabalho, foram realizados
experimentos em frascos agitados com os melhores meios de cultivo, identificados nos

experimentos preliminares conduzidos nas placas de 96 pocos. A partir destes

115



resultados, foram realizados experimentos em biorreatores de 1 L e 5 L com meio

sintético.

Paralelamente a selecdo dos meios sintéticos, realizou-se um estudo da
influéncia de diferentes fontes de nitrogénio complexas sobre a producdo da enzima
recombinante e o crescimento celular, no qual foram testados 4 suplementos (triptona,
hidrolisado de soja Soytone, caseina hidrolisada e extrato de levedura). A partir dos
melhores resultados em frascos agitados, realizou-se um experimento em biorreator de 5

L contendo o0 meio complexo com o melhor nutriente.
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Figura 6.1 - Metodologia experimental do processo de otimizacdo e escalonamento
para producéo de Penicilina G Acilase em Bacillus megaterium recombinante.

Experimentos em placas de 96 po¢os

Selecdo de fonte de carbono: meio MOPS, pH 7,
37°C, 0.5% de xilose, 10 pg/mL tetraciclina e
1000 min™,

Fontes de carbono testadas: sacarose, frutose,
glicose e glicerol [4 g/L].

Otimizacdo do meio de cultivo usando o algoritmo
genético. Varidveis resposta: Atividade enzimatica e
concentracdo celular. Foram realizadas 7 geracdes e
foram testados 30 meios de cultivo por geracdo. As
condicBes de T, pH, [indutor] e agitacdo foram iguais
as da etapa prévia.

Experimentos em frascos agitados

Escalonamento dos melhores meios de cultivo sintético contendo glicose ou
glicerol (5 g/L) e 0,5 % de xilose como indutor para frascos agitados (0,1
L). Incubagdo a 37°C, pH 7 e 250 rpm.

\!

Experimentos em frascos agitados (0.1
L). Concentracéo de glicose ou glicerol
Experimentos em biorreator =5 g/L. Selecdo da fonte de nitrogénio
complexa (concentracdo de 5 g/L):
Triptona, caseina hidrolisada e extrato
de levedura.

Escalonamento dos meios de cultivo
selecionados em biorreator (1 L).
[fonte de carbono]=15 g/L

}

Cultivo em meio definido selecionado
utilizando biorreator de 5 L

Cultivo em meio complexo
selecionado utilizando em
biorreator de 5 L

Fonte: elaboragdo propria.
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6.1.3.1 Selecio de meios de cultivo em placas de 96 pocos

Para definicdo das composicGes do meio com algoritmo genético, utilizou-se o
programa Genetic Algorithms for the optimization of processes (GALOP Verséo 2.2,
IBT Reasearch Center Jilich). A fungdo multi-objetivo foi maximizar simultaneamente
a quantidade de PGA recombinante no sobrenadante medido por NIPAB e o rendimento
de biomassa de B. megaterium PV 361. A configuracdo do programa para os cultivos

em placas de 96 pocos para cada geracao estd resumida na tabela 6.1.

Tabela 6.1 - Configuracdo do programa GALOP para a otimizacdo da composicdo de
meio definido com algoritmo genético.

Numero de variaveis de entrada 12
Variaveis de entrada Concentracdo de sais no meio de cultura
Bits por variavel 7
Faixa de variacao 2 dezenas de magnitude
Tamanho da populagéo 30
Geragoes 7

Densidade otica (DO)

Variaveis resposta .. L.
P Atividade enzimatica (U/L)

Aumento da biomassa

Alvo Aumento da atividade enzimatica
Selecdo 50% biomassg .
50% atividade enzimatica
Scaling window 3
Método Keep best, Ball bearing
Crossover 0,95
Taxa de mutagdo 0,016

Fonte: elaboracdo propria.

O tamanho da populacdo é o nimero de meios testados por cada geracdo de
experimentos, novas geracOes foram selecionadas pelo programa GALOP a partir dos
melhores resultados de geracdes prévias. Paralelamente foram testadas concentracfes de
sais diferentes no meio. O algoritmo genético foi convergindo na funcdo objetivo com
menores intervalos de concentracdo de sais, conferindo maior estabilidade ao programa.

O método utilizado ‘keep best, ball bearing’ selecionou como constantes os elementos
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da composicdo com as melhores respostas, alterando na geracdo seguinte aqueles

elementos susceptiveis a melhora.

Foram realizadas 7 geracOes, onde cada geracdo era um conjunto de 30
experimentos em triplicata, realizados nas placas de 96 pocos, usando 90 pocos, 0s 6

pocos restantes foram usados para controle.

Apresentam-se na tabela 6.2 0 meio minimo controle, MOPS pH 7.0 (adaptado
de Yang et al., (2006)) e na tabela 6.3 as concentracfes dos sais que foram utilizados
como niveis minimo e maximo nas composicdes de entrada do algoritmo genético nas 7

geracoes.

Tabela 6.2 - Composicdo do meio MOPS pH 7.

Concentracao
Componente (/L)
MgCl,.6H,0 0,1
MnCl,.4H,0 1,9791E-2
FeS0O,.7H,0 1,39E-2
CaCl, 2,775E-1
NH,CI 2
K,HPO, 2,3E-1
H3BO; 2,473E-5
CuSOq, 2,497E-6
ZnS0O;, 2,875E-6
Na,M00,.2H,0 3,708E-6
CoCl, 7,137E-6
KCI 7,455E-1
NaCl 0,745
K,SO, 0,048
Fonte de carbono 4
MOPS pH 7 12,36

Fonte: adaptado de Yang et al. (2006).

Os outros trés componentes do meio minimo original (tabela 6.2) que néo
aparecem na tabela 6.3, mantiveram-se invariaveis. Estes componentes sdo: tampéao do
meio de cultura, MOPS pH 7, 12.36 g/L; NaCl, 0.745 g/L e K;SQO,, 0.048 g/L.
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Tabela 6.3 - Concentragdes de sais utilizadas para a otimizagdo do meio de cultivo.

1-6 geragao 7 geragao
Componente Nivel minimo Nivel maximo Nivel minimo | Nivel maximo
(s/L) (s/L) (/L) (s/L)
MgCl,x6H,0 0,01 1 0,4 14
MnCl,x4H,0 1,9791E-3 1,9791E-1 0,05 0,15
FeSO4x7H,0 1,39E-3 1,39E-1 0,01 0,06
CaCl, 2,775E-2 2,775 0,5 15
NH,CI 0,2 10 1 5
K,HPO, 2,3E-2 2,3E-1 0,15 0,35
H;BO, 2,473E-6 2,473E-4 1,5E-4 5E-4
CuSO, 2,497E-7 2,497E-5 1,5E-5 5E-5
ZnSO, 2,875E-7 2,875E-5 2,5E-6 5.5E-5
Na,Mo00,.2H,0 3,708E-7 3,708E-5 2,5E-5 5E-5
CoCl, 7,137E-7 7,137E-5 4E-5 9E-5
KCI 7,455E-2 7,455 4 10

Fonte: elaboragdo propria.

Para a preparacdo dos meios de cultura, foram preparadas solucdes estoque de
cada composto, as quais foram esterilizadas por filtracdo e misturadas um dia antes de

realizar-se os cultivos nas placas de 96 pogos.

Para o preparo do in6culo, 0,1 mL da cultura estoque de glicerol de Bacillus
megaterium PV 361 foi transferida para 10 mL de meio LB com 10 pg/mL de
tetraciclina e incubado em shaker a 37°C e 130 rpm até atingir uma DO de 4.
Posteriormente, estas células foram centrifugadas em Eppendorfs de 2 mL, 5000 x g,
por 5 min, retirando-se o sobrenadante. As células foram lavadas com o meio MOPS,
pH 7 descrito na tabela 6.2. O in6culo foi diluido até atingir uma DO de 0,2 em 100 mL
de MOPS pH 7 contendo 10 pug/mL de tetraciclina. Este meio sintético foi incubado em
shaker a 37°C e 130 rpm até atingir uma DO de 4. Em seguida, realizou-se uma diluicdo

até atingir uma DO de 0,1 nas placas de 96 pocos.

Previamente, placas de 96 pogos de 2 mL de volume foram preenchidas com 900
pL de meio sintético e 10 pg/mL de tetraciclina em triplicatas de meios de cultura
selecionados randomicamente pelo programa GALOP e nos 6 pocos finais, adicionou-se
0 meio de cultura controle MOPS, pH 7 com 10 pg/mL de tetraciclina, meio
apresentado na tabela 6.2. As placas foram fechadas com Aeraseal sealingfilm (Sigma-
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Aldrich, A9224-50 EA) e incubadas em um agitador Titramax 1000 (Heidolph,
Dusseldorf) a 37°C, 1000 min™™.

Depois de 7 horas de cultivo, realizou-se a inducdo destes meios de cultura com
xilose 0.5% (w/v). Por fim, teve-se 0 meio MOPS, pH 7 induzido (controle positivo) e
sem induzir (controle negativo). Apds 12 horas de indugdo dos cultivos de B.
megaterium recombinante, amostras de 20 uL foram diluidas com agua destilada 1:10
em placas de 96 pogos de 200 uL e quantificou-se a DO a 620 nm no leitor de

microplacas ‘Tecan’.

Placas de 96 pogos foram preenchidas com 200 pL do &cido 6-nitro-3-
fenilacetamidobenzoico (NIPAB), pH 7,5, a 37°C, em reacdo catalisada por PGA
(Kutzbach, 1974). Depois de 12 horas de inducdo do cultivo de B. megaterium
recombinante, as amostras de 20 pL foram diluidas com é4gua destilada 1:10 em placas
de 96 pocos de 200 puL e centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos. 10 pL deste
sobrenadante foram transferidos nas placas com o substrato e posteriormente realizou-se
a medicao da cinética enzimatica no leitor de microplacas “Tecan” a 405 nm, a cada 30

segundos, durante 5 minutos.

Importante ressaltar que tais experimentos de otimizagdo tém de ser realizados
em condicBes de crescimento ndo limitado por oxigénio. A concentracdo do oxigénio €
influenciada pelo volume do cultivo e também pela quantidade de biomassa gerada, que
esta diretamente relacionada & quantidade da fonte de carbono presente inicialmente.
Por este motivo, utilizou-se concentracfes moderadas da fonte de carbono (4 g/L) e um
volume de cultivo de 900 pL, no qual ja foi reportado como ideal na produgdo de

fragmentos de anticorpos por B. megaterium recombinante (DAVID et al., 2010).

6.1.3.2. Experimentos em frascos agitados

Apos selecdo de um meio do item anterior, com os melhores resultados de DO e
atividade enzimatica, foram realizados experimentos de escalonamento em frascos
agitados e biorreator de 1 L. Nos experimentos de escalonamento sempre foi utilizado o
meio MOPS, pH 7 como controle negativo e como controle positivo foi utilizado o meio
LB low salt (10 g/L de triptona Oxoid, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl, pH
7) (YANG, 2007).
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Para o preparo do inéculo, uma amostra da cultura estoque em glicerol foi
transferida para uma placa com LB agar e 10 pg/mL de tetraciclina. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C. Selecionou-se uma colonia, a qual foi transferida para
10mL de meio contendo 10 ug/mL de tetraciclina. Em seguida, o indculo foi incubado
overnight sob rotagdo de 250 rpm a 37 °C em shaker. Quando o in6culo alcangou uma
DO 600 de 4, lavou-se as células com meio sintético e estas foram transferidas para
100mL do novo meio, até atingir uma DO de 0.2, adicionando 10 pg/mL tetraciclina e,
incubou-se em 250 rpm a 37 °C em frascos de 1 L. Para os ensaios em shaker, sempre

foram utilizados 5 g/L da fonte de carbono escolhida.

Para a inducéo da producdo da enzima, aguardou-se que a cultura atingisse DO
600 de 1 e posteriormente, adicionou-se 0.5% (v/v) de xilose, indutor do promotor Pyyia
presente no vetor shuttle utilizado. Foram extraidas aliquotas de 1 mL ao longo de 12 h
apos inducdo, as quais foram centrifugadas (8000 x g por 5 min) e o sobrenadante foi

utilizado para andlise de atividade enzimaética.

6.1.3.3 Cultivos em biorreator

Dois tipos de biorreatores foram empregados nesse estudo. 6 cultivos foram
realizados (C1-C6), ainda com o objetivo de estudar a composi¢do de meios de cultivo,
no sistema de biorreatores em paralelo Dasgip® biorreactors referéncia SR1000, na
Universidade Tecnoldgica de Braunschweig, Departamento de Engenharia Bioquimica,

Braunschweig (Alemanha).

Com este sistema é possivel realizar até 4 cultivos com volume de 1 L em
paralelo, como é mostrado na figura 6.2. O sistema de biorreatores é composto pelos
seguintes acessorios: computador munido de software de controle e monitoramento
Dasgip®, software solutions que pode controlar 0s 4 experimentos a0 mesmo tempo,
monitorando a concentracdo de oxigénio dissolvido, ajustada a 30% e sensor de
concentracdo de oxigénio dissolvido Mettler Toledo GmbH, Giessen, (Alemanha). O
pH é controlado pela adicdo de base (1 M de NH;OH). Em todos os experimentos, a
inducdo foi feita aplicando-se pulsos de xilose com concentracdo de 200 g/L de xilose

para atingir 5 g/L na concentracéo final no biorreator.
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Figura 6.2 - Sistemas de biorreatores Dasgip® de 1L.

Fonte: Elaboracdo propria.

Os experimentos C7 e C8 foram realizados em biorreator in-house localizado no
Lab. de Controle do DEQ/UFSCar, mostrado na figura 6.3. O aparato experimental para
aquisicdo, monitoramento e controle do reator é formado pelos seguintes acessorios:
computador munido de software de controle e monitoramento desenvolvido em
Labview pela equipe de pesquisadores do Laboratério de Desenvolvimento de
Bioprocessos; compact Field Point (cFP) da National Instruments, para a comunicacéo
entre os instrumentos e o computador; inversor de frequéncia controlando a velocidade
de agitacdo via computador/cFP; bomba de alimentacdo ISMATEC controlada via
computador/cFP; pHmetro GLI com aquisi¢do via cFP; transmissor da concentragdo de
oxigénio dissolvido (modelo CE, O2 4050) com aquisi¢do via cFP; analisador de gases
(Sick/MAIHAK S710) com aquisi¢do digital direta via RS232 e também analdgica via
cFP; banho térmico, termopar com aquisicdo via cFP, bombas de acido e base
(Masterflex) com controle on/off via computador/cFP; além de 2 fluxémetros de massa
(GFC AALBORG) empregados para suprir ar e oxigénio, controlados remotamente via
cFP (HORTA, 2011).
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Figura 6.3 - Biorreator de 5 L

Fonte: Elaboracao propria.

Os cultivos tiveram controle de pH automatico pela adi¢do de hidroxido de
amonio, controle da concentracdo de oxigénio dissolvido por atuacdo, tanto na
velocidade de agitagdo como no enriquecimento automatico da corrente gasosa com ar
ou oxigénio puro. Nos experimentos conduzidos nos reatores de 5 L, devido a elevada
concentracdo de biomassa presente, a inducdo foi realizada por meio de pulsos

sequenciais de xilose, restaurando a sua concentragdo para 5 g/L no meio.

O volume inicial de batelada foi de 70% do volume do equipamento (0.7 L para
1Le3.5L paraodeb5L)de forma que, apds a adi¢do dos pulsos, o volume do meio de
cultivo fosse de, no maximo, 4,5 L. A formacdo de espuma foi controlada pela adi¢do
de polipropilenoglicol 30%. Os meios de cultivo para a realizacdo de experimentos com
volume de 1 e 5 L foram determinados a partir dos resultados obtidos e estdo descritos
na tabela 6.6.

Para os cultivos em biorreator de 5 L (C7 e C8), a concentracdo da fonte de
carbono foi acompanhada ao longo do cultivo por meio do kit enzimatico para
triglicérides e quando se constatava esgotamento da mesma, meio suplementar contendo
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fonte de carbono e nutrientes foi adicionado na forma de pulso. A composi¢do dos

pulsos esta descrita na parte de resultados, na tabela 6.10.

6.2 Resultados e Discussoes

6.2.1 Selecao de meios de cultivo utilizando placas de 96 pocos

A miniaturizacdo da escala de mililitro para microlitro pode ser vantajosa para a
realizacdo de um grande nimero de experimentos em paralelo. Por esta razéo, as placas
de microtitulacdo sdo cada vez mais utilizados como sistemas de cultivo para o
“screening” e otimiza¢do de meios de cultivo (KENSY et al., 2009). Placas equipadas
com diferentes quantidades (24, 48, 96 ou 384), com pocos em forma redonda ou
quadrada e diferentes geometrias de fundo (fundo redondo ou quadrado) sé&o
comumente usadas para o cultivo de organismos (DOIG et al., 2005; KENSY et al.,
2005).

Neste estudo em placas de 96 pogos, primeiro foram escolhidas 2 fontes de
carbono, para depois realizar uma otimizagdo dos meios de cultivos a partir dos
resultados de crescimento celular e atividade enzimatica de Bacillus megaterium

recombinante.

6.2.1.1 Fonte de carbono

Antes de dar inicio a otimizacdo das concentra¢6es do meio de cultura, realizou-
se um ensaio em placas de 96 pocos, a fim de se estabelecer a influéncia da fonte de
carbono no crescimento e na producdo da proteina recombinante em B. megaterium. O
estudo foi realizado com 4 diferentes fontes de carbono: sacarose, glicerol, glicose e
frutose, com uma concentracdo de 4 g/L e meio MOPS pH 7, descrito na tabela 6.2. Os

resultados deste ensaio preliminar estdo apresentados na tabela 6.4.

Foi feito um acompanhamento da densidade 6tica (DOgz0 nm) destes cultivos para
conhecer 0 pmax até atingir a fase exponencial (DOg20 nm=0.8) e induzir a cultura com
0.5% de xilose. Ap6s 12 horas da indugdo, retirou-se uma amostra para medir a

atividade enzimatica e também a DO com estas fontes de carbono.
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Tabela 6.4 - Estudo da melhor fonte de carbono para a producdo de PGA recombinante
em B. megaterium PV 361.

Hmax (™) antes da Atividade Enzimatica DOs20nm apos 12 h
Fonte de carbono ) )
inducéo (Unipas/L) inducéo
Sacarose 0,051+0,002 1,17+0,15 0,9+0,2
Frutose 0,281+0,022 3,47+0,06 2,8+0.1
Glicose 0,348+0,031 4,87+0,12 3,310,1
Glicerol 0,431+0,012 5,93+0,06 3,5+0.2

Fonte: elaboracéo propria.

Como pode ser observado na tabela 6.4, a melhor fonte de carbono para a
producdo de PGA recombinante € o glicerol, obtendo-se os melhores resultados do pmax,
DO e atividade enzimatica, apos 12 horas de inducdo. Com respeito a velocidade de
crescimento, observou-se uma velocidade 10 vezes maior no meio contendo glicerol em
relacdo ao cultivo em sacarose, 1,53 vezes maior em relacdo a frutose e 1,23 vezes em

relacdo a glicose.

Nota-se que a atividade enzimética esteve fortemente relacionada com a
biomassa produzida; os melhores resultados de DOgzonm, com glicerol e glicose,
correspondem também aos melhores resultados em atividade enzimatica. Devido a estes
resultados, optou-se pelo glicerol e pela glicose como fontes de carbono para a producao

de PGA recombinante em B. megaterium PV 361, sendo o meio inicial MOPS pH 7.

Com relacéo a literatura, fontes de carbono ja foram testadas para a producéo de
anticorpos recombinantes em B. megaterium YYBm1 por David et al. (2011), obtendo-
se 0s melhores resultados de densidade Otica e producdo do anticorpo com frutose e
sacarose. Por outro lado, as melhores velocidades de crescimento foram obtidas com
glicose (0,64 h™) e sacarose (0,52 h™).

Korneli et al. (2013) também estudaram diferentes fontes de carbono (frutose,
glicose e glicerol) para a producdo de levansacarose por B. megaterium, obtendo a
maior producdo de enzima nos cultivos conduzidos com frutose e glicerol, e baixas

atividades de levansacarose com glicose.
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6.2.1.2 Estudo da otimizacdo da composi¢cao de sais para as fontes de carbono
selecionadas

Realizaram-se 30 ensaios em triplicata por cada geracdo e para o estudo de
otimizacdo, foram feitas 7 geracdes para cada fonte de carbono (glicose e glicerol). Para
cada fonte de carbono, foram obtidos 210 cultivos - apresentados nas Figura 6.4 a,b -
relacionando cada um dos 12 componentes testados (varidvel de entrada) com a

atividade enzimatica e o crescimento celular obtido (variavel de saida).

A composicao de elementos tracos é mais importante para a producdo e secrecao
de proteinas recombinantes do que para a formacdo de biomassa, devido a adaptacdo
evoluida e robustez que distingue B. megaterium como uma bactéria do solo ajustada a
todos os tipos de habitat (VARY, 1994). Por este motivo, é de se esperar uma melhora
na producdo da enzima recombinante, mas ndo uma grande melhora no crescimento
celular. Todos os resultados dos experimentos realizados em placas de 96 pocos usando
glicose como fonte de carbono estdo resumidos na figura 6.4(a) e 0s experimentos
realizados com glicerol s&o reportados na figura 6.4(b). E possivel observar a evolugio
dos experimentos ao longo das geracdes e resultados diferentes para glicose e para
glicerol como fontes de carbono.

Figura 6.4 - Resultados obtidos apds 12 h inducdo a partir das 7 geracBes de
experimentos produzidas a partir dos experimentos aleatorios criados com o algoritmo

genético em placas de 96 pocos incubadas a 37°C e 1000 rpm. (a) Glicose como fonte
de carbono. (b) Glicerol como fonte de carbono.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Nas primeiras geracOes, os valores de DO média e atividade enzimética eram
baixos para a grande maioria dos experimentos. Este comportamento inicial é explicado
pela grande faixa de concentracdes estudadas, gerando diversas combinag6es aleatdrias
que ndo correspondem a boas condicBes de crescimento e producdo de enzima. Por
exemplo, encontraram-se precipitacdes nos cultivos que foram realizados com altas
concentracdes de FeSO,. Ao longo das geragOes, este comportamento foi melhorando
até encontrar uma faixa razoavel para cada composto. Observa-se uma diferenca
positiva nos resultados ap0s a quarta geracdo, com altas atividades enzimaticas, 50
vezes maiores do que as que foram obtidas na primeira geracao e altas concentracdes de

bhiomassa, sendo 5 vezes os valores iniciais.

Para a sétima geracdo, foram redefinidas as faixas de concentracdo dos
experimentos propostos pelo programa GALOP. As concentracfes estdo apresentadas
na tabela 6.3 da secdo de materiais € métodos. Com o intuito de se melhorar os
resultados, trocou-se esta faixa na ultima geracdo, descartando concentraces
consideradas inadequadas.

Comparando-se os resultados com as duas fontes de carbono, verifica-se que 0s
melhores resultados de atividade enzimatica e biomassa foram obtidos com glicerol.

Depois de 12 horas de inducdo, foi possivel identificar meios de cultivo com 110
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Unipas/L € DOg2 nm=7. Estes resultados sdo maiores do que os melhores resultados
atingidos com glicose, cujos melhores valores de atividade enzimética e DOgyo nm foram,

respectivamente, 76 Uypag/L € 4.8.

A glicose ¢ uma fonte de carbono facilmente assimilada pelas bactérias,
oferecendo elevada velocidade especifica maxima de crescimento. No entanto, a célula
pode direcionar seu metabolismo para a formagdo de metabodlitos indesejados, que
podem causar a inibicdo do crescimento e producdo de proteina. O acetato, conhecido
por ser o principal inibidor do crescimento e sintese proteica (KLEMAN; STROHL,
1994; LEE, 1996; LULI; STROHL, 1990), é formado quando o fluxo de carbono na via
metabdlica central supera a demanda da biossintese e da capacidade de geracdo de
energia dentro da célula (LEE, 1996).

Na tabela 6.5 sdo apresentadas as composicdes da melhor combinacdo de

concentragOes para os cultivos realizados com glicose e com glicerol.

Tabela 6.5 Composicdo dos melhores meios escolhidos para a producdo de PGA
recombinante em B. megaterium PV 361. Concentracdes em g/L.

Meio MgCIz MnCIz FESO4 CaCIz NH4C| KzHPO4 H3803 CUSO4 ZnSO4 NazMOO4 COCIZ KCI
MOPSO
pH 7 0,1 |0,01979 | 0,0139 | 0,2775 2 0,23 2,473E-5 | 2,497E-06 | 2,875E-6 | 3,708E-6 | 7,137E-6 | 0,7455
(controle)
Meio A

0,563 | 0,1595 | 0,0778 0,5 321 0,101 1,59E-4 4,01E-05 | 7,47E-06 | 2,12E-05 | 2,58E-05 | 1,537
Glicose
Meio B

0,298 | 0,0815 | 0,0123 0,28 1,97 0,23 2,01E-4 2,19E-05 | 7,48E-06 | 3,54E-05 | 6,91E-05 | 6,038
Glicerol

Fonte: Elaboracéo propria

Apresenta-se aqui, separadamente, uma andlise da influéncia da concentracéo

dos diferentes sais na produgdo de PGA. O reagente CaCl, é citado com frequéncia na
literatura como sendo composto chave para a otimizacdo da producdo de PGA por
diferentes hospedeiros (IGNATOVA et al., 2003; STEPHENSON et al., 1998; YANG
et al., 2006). O calcio esta presente em esporos de bactérias e ¢ cofator da a-amilase e

de algumas proteases. Geralmente, ele é transportado para o exterior da célula, podendo
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ter um papel importante na estrutura de proteinas da parede celular e em polimeros

extracelulares.

Relacionando os experimentos com as concentracfes de CaCl,, observa-se uma
grande convergéncia dos experimentos com melhores resultados para uma faixa entre
0.2-0.5 g/L de CaCl,. Segundo (YANG, 2007) altas concentragbes de CaCl, podem
afetar o crescimento celular e portanto, somente concentracbes moderadas s&o

adequadas.

No que diz respeito ao reagente MgCl,, este foi selecionado dada a sua
importancia no crescimento celular e pelos bons resultados relatados por David et al.
(2011), no processo de producdo/secrecdo. O magnésio é um ion necessario para
bactérias e fungos pois seus ribossomos necessitam dessa molécula. Ele também atua
como cofator enzimatico e estd presente em paredes e membranas celulares. Para a
producdo da enzima, os resultados convergiram para concentragdes mais baixas em

relacdo ao controle.

Segundo Petit-Glatron et al. (1993), o Fe** possui um efeito positivo na secrecéo
de proteinas em B. subtilis. Entretanto, neste estudo, verificou-se o efeito contrario. A
grande tendéncia foi de diminuicdo da concentracdo de Fe nos meios de cultura
utilizados, conforme apresentado nas figuras 6.4(a) e (b). Na pratica, quando estes
cultivos foram realizados, observou-se precipitacdo quando grandes concentracdes de

Fe foram adicionadas.

Existem elementos tracos necessarios por todas as bactérias e fungos (Mn, Zn,
Fe). O ferro esta presente nos citocromos e nas ferrodoxinas, sendo que seus trés ions
sdo cofatores enzimaticos. O ferro e 0 manganés sdo elementos traco importantes na
regulacdo do metabolismo secundario e na excrecdo de metab6litos primarios. A medida
que as geracbes foram se sucedendo, o problema da precipitacdo foi eliminado,
justamente por que foram eliminadas aquelas geracbes que possuiam altas
concentracgdes de Fe.

Nesta otimizagdo dos meios de cultivo, selecionou-se o NH,CI como fonte de
nitrogénio, observando-se uma tendéncia a diminuicio deste reagente. A medida que a
concentracdo de NH,4CI é diminuida, aumenta-se a producdo da enzima recombinante. O

problema dessa fonte estd na diminui¢cdo do pH do meio durante a fermentacdo com
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ions amdnio, uma vez que o sistema de transporte do ion para dentro da célula envolve a
antitransporte de ions hidrogénio para fora da célula (MOO-YOUNG, 2011).

No trabalho de DAVID et al., (2011) o autor conclui que baixas concentragdes
de Co favorecem a producdo dos fragmentos de anticorpos produzidos por B.
megaterium recombinante, independentemente da troca de outros reagentes durante a
otimizacdo do meio de cultura. Porém neste trabalho, a tendéncia observado foi a
oposta: a maior concentracdo de CoCl,, na faixa estudada, aumentou a producdo de

PGA recombinante e biomassa.

Com a otimizagédo destes meios de cultura, com glicerol e glicose como fontes
de carbono, e escolhendo os melhores meios para cada fonte de carbono, foi feito um
estudo em frascos agitados para um melhor acompanhamento do crescimento celular e
da atividade enzimatica, ja que o fornecimento de oxigénio em frascos agitados €

melhor do que em placas de 96 pocos.

6.2.2 Cultivos nos meios selecionados conduzidos em frascos agitados e
biorreator de 1 L

A partir dos resultados obtidos através do algoritmo genético foram definidas as
composicdes dos melhores meios de cultivo, denominados meio A e no meio B,

descritos na tabela 6.6.
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Tabela 6.6 - Composicdo dos meios utilizados para escalonamento da condi¢do escolhida
atraves do algoritmo genético.

Meio A (glicose) Meio B (glicerol)
Componente Placas de Frascos . Placas de Frascos .
. Biorreator . Biorreator
(/L) 96 pogos agitados (/) 96 pogos agitados (/)
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
MgCl,x6H,0 0,563 0,298
MnCl,x4H,0 0,1595 0,0815
FeSO4x7H,0 0,0778 0,0123
CaCl, 0,5 0,28
NH,CI 3,21 1,97
K,HPO, 0,101 0,23
H3BO; 1,59E-4 2,01E-4
CuSO, 4,01E-5 2,19E-5
ZnSO, 7,47E-6 7,48E-6
Na,MoQO, 2,12E-5 3,54E-5
CoCl, 2,58E-5 6,91E-5
KCI 1,537 6,038
NaCl 0,745 0,745
K,SO, 0,048 0,048
MOPS pH 7 12,36 12,36
Fonte de carbono 4 5 15 4 5 15
Antiespumante - - 1 mL/L - - 1 mL/L
Tetraciclina 10 pg/mL

Fonte: Elaboracao propria

Os meios A e B selecionados foram entdo empregados em cultivos realizados

em frascos agitados e biorreator de 1 L.

Na tabela 6.7 sdo apresentados os resultados dos cultivos conduzidos com o
meio A, contendo glicose como fonte de carbono, para as diferentes condicdes de
cultivo estudadas. Para comparacdo, foram também incluidos os resultados obtidos com

0 meio MOPS e 0 meio LB.
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Tabela 6.7 - Crescimento e producdo de PGA recombinante obtidos com diferentes
meios de cultivo com glicose como substrato ap6s 12 horas de inducdo e com 5 g/L de
xilose adicionada na metade da fase exponencial.

Meio de | Condicédo Hmax (N Y s DO final Atividade Atividade
cultivo (gms/gFC) (600 nm) especifica volumétrica
(Unipas/dms) | (Unipas/L)
Meio A Pgiic 0,39+0,03 - 4,8+0,2 46,4+0,3 7615
FAgic 0,41+0,06 0,48+0,03 6,1+0,4 57145 1200480
C1 0,45+0,04 0,73+0,09 17,4412 98+4 588+20
MOPS Pgiic 0,35+0,03 - 3,3+0,5 4,310,2 4,9+0,1
FAgiic 0,35+0,06 0,42+0,04 4,0+1,2 13,1+0,4 18+2
C2 0,39+0,05 0,56+0,07 12,0+2,0 2412 100+4
LB FAgic 0,43+0,07 0,49+0,04 12,4+2,1 27015 1150£100
C3 0,48+0,03 0,77+0,03 25,3+1,2 287+16 2500140
Onde:

Pgic: Placas de 96 pocos com 4 g/L de glicose

FAgic: Frascos agitados com 5 g/L de glicose

C1-C3: Batelada em biorreator de 1 L com 15 g/L de glicose.
Fonte: Elaboracéao propria.

Como pode ser observado na tabela 6.7, os cultivos realizados com o0 meio A
(meio desenvolvido a partir do algoritmo genético usando glicose como fonte de
carbono) apresentaram melhores resultados com relacdo ao meio padréo (MOPS) e

resultados ligeiramente inferiores quando comparados aos obtidos com o meio LB.

E importante determinar a capacidade de escalonamento dos resultados das
placas de 96 pogos com o objetivo de explorar os resultados obtidos. Se os resultados
gerados em placas de 96 pocos séo similares com os obtidos a partir de frascos agitados,
¢ possivel escalonar os dados gerados a partir do “screening” das placas (KENSY;
ENGELBRECHT; BUCHS, 2009). Os valores de pmax apresentados na tabela 6.7,
obtidos nos experimentos de 96 pogos e frascos agitados sdo similares validando, assim,
o escalonamento. Ja foram publicados trabalhos realizando o escalonamento de E. coli e
H. polymorpha, obtendo resultados similares entre os experimentos em placas de 96
pocos e frascos agitados (KENSY; ENGELBRECHT; BUCHS, 2009). Neste trabalho
foram apresentados resultados similares na cinética de crescimento e producdo de

proteina fluorescente verde.

Os valores de Yys s6 foram apresentados para os experimentos em frascos
agitados e biorreator, ja que ndo foi possivel quantificar o substrato nos experimentos

em placas. Em todos os casos estudados, observou-se que os valores obtidos de Y séo
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maiores para os cultivos em biorreator, sendo que 0 Y, em C1 foi 1,3 vezes maior do
que em C2 e muito similar ao obtido em C3. Esse resultado ja era esperado tendo em
vista que nos cultivos em frascos agitados o crescimento esta sujeito a limitacdo por

oxigénio, 0 que nao ocorre em cultivos em biorreator.

No caso da DO, era esperado que os resultados em frascos agitados fossem
similares aos dos pocos ja que a concentracdo de glicose € semelhante. Também como
esperado, a DO observado nos cultivos em biorreator é significativamente superior a
alcancada nos frascos agitados. Em relagdo ao desempenho dos diferentes meios de
cultivo nos ensaios em biorreator, a DO de C1 é 1,5 vezes menor com relacdo ao C3 e
1,4 vezes maior quando comparada com a do C2. Estes resultados mostram que o meio
definido A, possui sais e componentes que melhoram o crescimento de Bacillus
megaterium recombinante, mas que ainda € deficiente em alguns nutrientes para obter
um crescimento celular mais elevado (maior tmax € Yx/s) cOm a mesma quantidade de

substrato, atingindo valores maiores ou iguais aos obtidos no meio LB.

Com relacdo a atividade enzimatica, observou-se melhores resultados nos
experimentos em frascos agitados do que em placas de 96 pogos. O meio A mostrou-se
bastante eficiente, ja que todos os resultados foram superiores aos obtidos no meio
MOPS (meio padrdo). Em frascos agitados, foram obtidos resultados similares ao
utilizar o meio A e o LB, resultado que néo se reproduziu em biorreator, obtendo niveis
de atividade enzimatica 4,2 vezes inferiores de C1 se comparados a C3. Porém, o0s
resultados de C1 foram 5,8 vezes superiores em relacdo a C2, o que comprova a
importancia dos sais e metais para a produgédo de PGA.

Na figura 6.5 é apresentado o cultivo em biorreator C1, onde se nota a baixa
atividade enzimatica obtida apds 12 horas de inducéo, resultado também apresentado na
tabela 6.7. Em 8 horas de cultivo, observou-se uma elevada producdo de acetato,
atingindo uma concentracao de 5,4 g/L. Este acumulo pode ser a explicacdo para a baixa

concentracdo celular e atividade enzimatica observadas em C1.

Apbs aproximadamente 7,5 horas de cultivo, na metade da fase exponencial de
crescimento (Umax=0,45 h™), foi realizada a indugdo, com adicdo de 5 g/L de xilose,
mudando totalmente o comportamento do crescimento celular. O promotor Pxyia €

desreprimido e a producao de PGA recombinante € induzida (YANG et al., 2006).
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Durante a primeira hora de indugdo observou-se uma diminuigéo do crescimento
celular @ medida que a producdo da enzima se iniciava. Apds a indugdo, 0 acetato
comecou a ser consumido pelas células até ser totalmente eliminado no final do

experimento.

Ao longo da fase de inducdo também é consumido o indutor, sendo exaurido
apos 7,5 horas de indugdo. A maior atividade enzimatica deste cultivo foi obtida apos
10 horas de inducdo, alcancando 806 Uypag/L. O oxigénio dissolvido foi mantido em
30% da saturacdo durante todo o experimento, sendo uma 6tima condicdo de aeracdo
que ndo ¢ obtida em frascos agitados e mesmo assim a atividade enzimatica obtida neste
cultivo foi 1,5 vezes inferior com respeito ao atingido em frascos agitados, obtendo uma
atividade especifica 5,7 vezes inferior. Este baixo resultado pode ser explicado pela
limitacdo da sintese da enzima devido ao esgotamento de alguns sais presentes do meio
A, uma vez que foi este foi desenvolvido para uma concentracdo de fonte de carbono de

5 g/L e o experimento foi realizado com uma concentragdo 5 vezes maior.

Figura 6.5 - Cultivo em biorreator de 1 L com meio A, indu¢do com 5 g/L de xilose na
metade da fase exponencial e 12 horas de inducéo.

Indugéo com 5 g/L de xilose

164 . 4120
E [ ; ./l -8 |
149 \ ! e % —
] | m 1 @ 4100
1 n
12 + "—n X / / % o
J E ] | -6 ,S, A 8
| — - 80 &
e [ 31”3
2 sl RLN - 7% g | §
7] m 44 ® 460
§ 1 :\ \I\ ! : %
= 6+ ! . 5 o
e M '7é\. \ 8 440 §
49 / / : \7\ u 12 S
. : - 8,
2 W/ 420
I’/':%. !
01 5—f—8—p8—8 n—=am 40 g
T T : T T T
. 0 5 10 15 20
—m—[glicose] (g/L) Tempo (h) —um— [biomassa] (gms/L)

—m— [acetato] (g/L)
[xilose] (g/L)

—o— Atvesp (U, ./gms)

NIPAB

Fonte: Elaboracéo propria.
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Na tabela 6.8 sdo mostrados os resultados de escalonamento do meio B. Nestes
experimentos, os valores de HUmax para os experimentos em 96 pocos e em frascos
agitados sdo similares e validam o experimento, sendo que o Unico resultado diferente é

o0 do cultivo em meio MOPS que, em frascos agitados, € 1,24 vezes superior.

Como esperado, devido a melhor condi¢do de aeracdo, 0s resultados de Y Sa0
maiores para os cultivos em biorreator, onde o C4 destacou-se, sendo 1,71 vezes maior

que o de C5 e 1,2 vezes maior que o de C6.

Comparando a DO obtida em cada cultivo em biorreator, observa-se que a DO
de C4 foi 2,8 vezes maior com respeito ao C5 poréem, C6 foi 1,9 vezes maior que a de
C4. Estes resultados mostram que o meio definido B, possui sais e componentes que
melhoram o crescimento de Bacillus megaterium recombinante, mas ainda é deficiente
em alguns nutrientes para obter um crescimento celular mais alto (maior ptmax € Yxs),

semelhante ao que ocorreu com o0 meio A.

Na tabela 6.8, pode-se observar que houve uma maior atividade enzimatica no
experimento em frascos agitados do que no realizado em placas de 96 pocos, resultado

também observado nos experimentos com glicose.

Em termos de atividade enzimatica, os resultados obtidos com o meio B foram
superiores quando comparado com o meio MOPS. Em frascos agitados, obtiveram-se
medidas de atividade enzimatica muito similares no meio B com respeito ao meio LB,
resultado que ndo foi reprodutivel no biorreator, assim como observado nos
experimentos com o meio A, obtendo niveis de atividade enzimética 4,6 vezes inferiores
de C4 com respeito ao C6. Novamente, atribui-se esse resultado ao esgotamento de
componentes chave do meio, que estd balanceado para uma concentragdo menor de
fonte de carbono. Os resultados de C4 sdo 1,5 vezes superiores com relacdo ao C1,

sugerindo o glicerol como melhor fonte de carbono para a producéo de PGA.
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Tabela 6.8 - Resultados cinéticos e producdo de PGA recombinante com meios de
cultivo com glicerol como substrato apds 12 horas de indu¢do com 5 g/L de xilose na

metade da fase exponencial.

Meio de | Condig Hmax (B Yys (gms/g) DO final Atividade Atividade
cultivo do (600 nm) especifica volumeétrica
(Unipas/gms) (Unipas/L)
Meio B Pgliol 0,38+0,02 - 7,210,1 44,4+0,2 11049
FAgiol 0,40+0,05 0,45+0,06 8,510,2 512+10 1500+100
C4 0,43+0,04 1,01+0,04 25,312,1 10045 870+40
MOPS Pgiiol 0,29+0,09 - 3,5+0,5 8,304 10+2
FAgiiol 0,36+0,04 0,39+0,09 4,0£0,3 43,6+0,2 60+7
C5 0,40+0,07 0,59+0,05 9,0+0,4 130,0+0,4 400£17
LB FAgiol 0,62+0,05 0,61+0,01 12+1 339+20 1400+200
C6 0,64+0,07 0,84+0,08 48+6 242+5 4000+300
Onde:

Pgiioi: Placas de 96 pocos com 4 g/L de glicerol

FAgiioi: Frascos agitados com 5 g/L de glicerol

C4-C6: Batelada em biorreator de 1 L com 15 g/L de glicerol
Fonte: Elaboracédo propria.

Na figura 6.6 € apresentado o cultivo em biorreator C4. Ao longo das primeiras
12 horas de cultivo, houve produgdo de acetato, atingindo concentragfes de 1,9 g/L,
resultado, este, 3 vezes menor do que no C1. Uma vantagem particular do glicerol é o
baixo nivel de “overflow” que leva a formacao de metabdlitos inibidores provavelmente
pelo estado reduzido do substrato, os triacilglicerdis, como o glicerol, encontram-se
num estado mais reduzido que os carboidratos (que possuem diversos atomos de
oxigénio). Assim, ao fazer-se a oxidacdo destes compostos, obtém-se mais do dobro da
energia a partir de triacilglicerdis que de polissacarideos, por grama de composto
(MALAVIYA; JANG; LEE, 2012).

Apés aproximadamente 9 horas de cultivo, quando foi obtida uma alta
concentracdo celular com pma=0,43 h™, foi realizada a inducéo na metade da fase
exponencial, também por meio da adicdo de pulso de xilose para obter uma

concentracéo de 5 g/L no reator.

O crescimento celular ndo foi afetado apos a inducdo, como observado no
cultivo C1, atingindo uma DO méxima de 9,32 gms/L. A xilose também foi consumida
no cultivo, sendo totalmente esgotada ap6s 6 horas de indugédo; depois deste periodo a

enzima de interesse continuou sendo produzida mas numa taxa de produgdo menor,
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sendo que a atividade especifica aumentou apenas 41 Uyipan/gms depois que todo o
indutor foi consumido (passando de 838 a 879 Unipan/gms).

No experimento C4, com glicerol como fonte de carbono, também foi observado
0 mesmo problema do C1, onde a atividade enzimatica especifica foi menor do que a
obtida em frascos agitados. A hipdtese segue sendo a possivel falta de nutrientes para a
maxima producdo da enzima em biorreator.

Figura 6.6 - Cultivo em biorreator de 1 L com meio B, indugdo com 5 g/L de xilose na
metade da fase exponencial e 12 horas de inducéo.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Com o intuito de melhorar a produtividade nos meios sintéticos, Yang, (2007),
realizou um estudo sistematico em placas de 96 pogos, testando diferentes grupos de
aminoacidos. Neste trabalho, a atividade especifica foi melhorada adicionando, no meio
de cultivo, todos os aminoacidos excluindo-se: fenilalanina, tirosina e triptofano, ja que

sdo usualmente produzidos a partir da via pentose-fosfato.
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Na figura 6.7, os meios A (com glicose) e B (com glicerol) s&o comparados com
0 objetivo de escolher um destes meios para dar continuidade ao estudo da influéncia
das fontes de nitrogénio.

Figura 6.7 - Comparacdo dos cultivos C1 (com glicose como fonte de carbono) e C4
(com glicerol como fonte de carbono). (a) Atividade volumétrica (b) Produtividade.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Como pode ser observado na figura 6.7 (a), a atividade volumétrica dos dois
ensaios variou apenas 1,09 vezes, obtendo 806 Uyppas/L com glicose como fonte de
carbono e 870 Uypag/L com glicerol. Na figura 6.7 (b) nota-se que o melhor resultado
alcancado, em termos de produtividade, foi com o glicerol ap6s 15 horas de cultivo. A
partir dessa constatacdo e levando em consideracdo a baixa producdo de acetato,

selecionou-se o glicerol como fonte de carbono para os futuros experimentos.

Nos cultivos C1-C6 com Bacillus megaterium PV 361 é observado o consumo
do indutor como fonte de carbono, este resultado depende muito da linhagem. Yang,
(2007) realiza um estudo de inducdo com Xxilose ap6s consumo de glicose como fonte de
carbono em vérias linhagens de B. megaterium recombinante. As linhagens MS941 e
WH320 apresentam consumo de xilose, entrando numa segunda fase exponencial apds
o0 pulso deste indutor, porém as linhagens YYBm1 e WH323 morreram na presenca da

xilose, mostrando que n&o conseguem consumir xilose como fonte de carbono.
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6.2.3 Cultivos em biorreator de 5 L com meio B

A partir dos resultados obtidos com os cultivos C1-C6, foram realizados dois
cultivos com o objetivo de produzir PGA recombinante com dois meios: Meio definido
(meio B) e meio complexo (meio B + fonte de nitrogénio complexa), o qual foi foi

escolhido apds estudos com diferentes suplementos conduzidos em frascos agitados.

Devido a falta de nutrientes detectada nos cultivos C1 e C4, foi realizado um
estudo em frascos agitados para a suplementacdo de biotina como nutriente. Varios
autores ja analisaram a necessidade de vitaminas como suplemento no meio de cultivo
(DAVID et al., 2010, 2011; KORNELI et al., 2012, 2013). Korneli et al (2013)
reportam um aumento de 30% na producdo da proteina verde fluorescente adicionando
100 pg/L de biotina.

Na tabela 6.9 sdo reportados os resultados dos cultivos em frascos agitados, que
antecederam o cultivo em biorreator de 5 L. Como é observado nos resultados com e
sem biotina, a DO obtida foi 1,08 vezes maior no experimento com 100 pg/L de biotina
e a atividade enzimética foi 1,6 vezes maior que o resultado com o experimento
controle, levando a um aumento de 60% da atividade enzimatica. Em termos de
atividade especifica, também € observado um aumento de 1,7 vezes em relacdo ao

experimento controle.

Com estes resultados em frascos agitados com meio B e 100 pg/L de biotina, foi
realizado o experimento em biorreator de 5 L (C7). Para este experimento aplicou-se
pulsos de xilose e glicerol (ver a composicdo na tabela 6.10) de 150 mL para induzir a
producdo de PGA recombinante e fornecer glicerol como fonte de carbono, assim que

todo o glicerol, presente no meio inicial, fosse consumido pelas células.

Escolheu-se a estratégia de multiplos pulsos com o intuito de evitar que a
concentracdo de glicerol excedesse 50 g/L, j& que concentracGes acima desse valor
podem inibir o crescimento celular (KORNELI et al., 2013).
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Tabela 6.9 - Resumo dos resultados da comparacdo do meio B com e sem biotina para a
producdo de PGA recombinante em frascos agitados e biorreator de 5 L com glicerol
como fonte de carbono, usando o0 meio B e 100 pg/L de biotina. Cultivos induzidos na
metade da fase exponencial com 5 g/L de xilose, com 12 horas de inducéo.

Atividade eAs“‘é'C?;S; Atividade

Condicéo Mmax Yyss DO especifica P volumétrica

(Unipas/gms) (Uniee/mg (Unipas/L)

proteina)

FA 0,40+0,05 | 045:006 | 85 512 223 1500
(controle)
FA

(com100 | 4614011 | 0694009 | 9,2 882 2,67 2400
pg/L de
biotina)
c7

(com100 | 075%0,09 | 0,62+006 | 87,2 120 2,42 3000
Mo/L de
biotina)
Onde:

FA: Frascos Agitados com 5 g/L de glicerol.
C7: Cultivo em biorreator de 5 L com meio definido e 20 g/L de glicerol.
Fonte: Elaboracdo propria.

Na tabela 6.10 é descrita a composi¢do dos pulsos realizados durante o cultivo
C7. Nao héa grandes diferencas na composi¢do do pulso e do meio de cultivo, apenas
optou-se por dobrar a concentracdo de CaCl,, ja que € um ion que ajuda na secrecao das
proteinas recombinantes (YANG et al., 2006) e da biotina, devido aos 6timos resultados

obtidos em frascos agitados.

Como pode ser observado na tabela 6.9, o cultivo C7 alcancou elevado valor de
DO, mas a atividade especifica do cultivo C7 comparado com o cultivo em frascos
agitados foi 7,3 vezes inferior. Era esperado que os resultados, em ambas as condicdes,
fossem semelhantes, porém nos cultivos em biorreator realizados com o0s meios
desenvolvidos a partir do algoritmo genético, houve deficiéncia de nutrientes, frente ao
aumento de 5 para 20 g/L na concentracdo inicial da fonte de carbono. Entretanto,
devido a problemas de precipitacdo de sais em elevadas concentracdes, ndo foi possivel
triplicar a concentragdo desses sais. Os resultados de atividade especifica em relacdo a
proteina total para os 3 cultivos, incluindo o C7, sdo muito similares, ambos com

elevadas atividades especificas, o que facilita o processo de purificagéo.
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Tabela 6.10 - Composicdo do pulso de 150 mL para a realizacdo dos cultivo em
biorreator de 5 L com meio definido (C7) e meio complexo (C8).

Componente c7 ~ cs ~
Concentracao (g/L) Concentracao (g/L)
MgCl,x6H,0 0,298 0,298
MnCl,x4H,0 0,0815 0,0815
FeSO4x7H,0 0,0123 0,0123
CaCl, 0,5 0,5
NH,CI 1,97 1,97
K,HPO, 0,23 0,23
H3BO; 2,01E-4 2,01E-4
CuSQO, 2,19E-5 2,19E-5
ZnSO, 7,48E-6 7,48E-6
Na,MoO, 3,54E-5 3,54E-5
CoCl, 6,91E-5 6,91E-5
KCI 6,038 6,038
NaCl 0,745 0,745
K,SO, 0,048 0,048
Glicerol 533 533
Xilose 133 133
Biotina 2,7 mg/L 2,7 m/L
Fonte de nitrogénio 90
complexa
Tetraciclina 10 mg/L 10 mg/L

Fonte: Elaboracéo propria.

Na figura 6.8 sd@o mostrados os resultados do cultivo C7. Neste cultivo todo o
glicerol inicialmente presente foi consumido ap6s 6,5 horas de batelada, levando a um
Hmax de 0,73 h™ e uma concentracdo celular de 12,5 gms/L. Em seguida realizou-se o
primeiro pulso onde, apesar da inducdo com 5 g/L de xilose, as células continuaram
crescendo até atingir uma concentracdo celular préxima de 30 gms/L em 11 horas de
cultivo. A xilose passou a ser consumida ap6s 9 horas de cultivo, sendo totalmente
esgotada em 11 horas, momento em que outro pulso foi realizado, quando se observou
uma queda da concentracdo celular, talvez devido a falta de fonte de carbono, ja que em

11 horas todo o glicerol e xilose ja haviam sido consumidos.

Depois do segundo pulso, observa-se uma queda na concentracdo celular até 25
gms/L em 13 horas, que pode ser explicada pela diluicdo do meio causada pelo volume
adicionado com os pulsos. Observa-se, em seguida, consumo intenso de glicerol 4 horas
depois do segundo pulso, com 15 horas de cultivo, quando a concentragéo celular chega
a 28 gms/L. Em 16 horas de cultivo, obteve-se 30 gms/L e depois deste ponto sO se
observa diminui¢cdo na concentracdo celular até as 17 horas de cultivo devido ao
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esgotamento dos substratos, quando o experimento é encerrado. Note-se que durante
todo o experimento, a concentracéo de acetato é muito baixa, em torno de 1 g/L, devido

ao uso do glicerol como fonte de carbono, como ja foi discutido no cultivo C4.

Com respeito a atividade especifica, foi observado um grande aumento com o
primeiro pulso, mas apds o segundo pulso o aumento foi de apenas 33%, passando de
90 Unipas/gms para 120 Uypas/gms no tempo final de cultivo. Mais uma vez, esse
comportamento reforca que a producdo da enzima depende tanto do fornecimento do

indutor como da disponibilidade de componentes chave.

Figura 6.8 - Cultivo C7 com meio B, 20 g/L de glicerol e pulsos com glicerol e xilose,
apos batelada com 12 horas de inducao.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Considerando a boa producdo de enzima nos experimentos realizados com o
meio LB, decidiu-se realizar um novo estudo em frascos agitados utilizando o0 meio B
com 5 g/L de glicerol, suplementado com 5 g/L de diferentes fontes de aminoacidos,

relatadas na tabela 6.11.
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Foram testados alguns suplementos para meio de cultivo como: caseina
hidrolisada, extrato de levedura e triptona Oxoid. Como ja foi comentado, Bacillus
megaterium é fortemente susceptivel a variacdo da fonte de aminoacidos (Yang, 2007),
sendo importante escolher um suplemento que favoreca o aumento da producdo da

proteina recombinante.

Tabela 6.11 - Estudo da fonte de aminoacidos em frascos agitados usando 0 meio B
com 5 g/L de glicerol e 5 g/L de NH4Cl como padrao e C8.

Fonte de Atividade Atividade
. .. [acetato] . Y e
nitrogénio Mmax Y s (g/L) DOfinal | volumétrica especifica
complexa (Unipag/L) (Unipag/gms)
NH,CI 0,40%0,02 0,44+0,01 0,9 5 1500 872
(Controle)
Caseina 0,56+0,04 | 0,59+0,05 3,2 12,5 5480 1274
hidrolisada
Extratode | 61,008 | 057:0,02 11 134 4200 911
levedura
Triptona
. 0,62+0,06 0,68+0,03 2,6 10 5400 1570
Oxoid
Triptona
Oxoid +100 0,64+0,04 0,67+0,04 2,5 12 6000 1454
pg/L biotina
C8 0,83+0,02 0,66+0,02 0,4 104,56 48000 1334

Fonte: Elaboracéo propria.

A partir destes resultados, observa-se uma melhora nos valores de atividade
enzimatica e DO para todos os cultivos suplementados com nutrientes complexos. O
controle, que é o meio B com 5 g/L de NH,CI, é inferior no minimo 2 vezes a qualquer
um dos resultados obtidos com as fontes de aminodcidos estudadas. Os resultados de
atividade enzimatica também foram afetados positivamente, obtendo-se os melhores
resultados com triptona Oxoid. Esta triptona ja foi testada e utilizada por Yang et al
(2006), mostrando bons resultados de atividade enzimatica quando o ensaio foi
comparado com a triptona Bacto.

Também foram mensuradas as concentragcbes de metabdlitos no final destes

experimentos. Constatou-se uma maior producgdo de acetato quando utilizado a caseina
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hidrolisada e uma menor producéo ao utilizar extrato de levedura, com valores similares
aos obtidos no controle. A producdo de metabolitos em frascos agitados pode ser

explicada devido a limitacdo por oxigénio que ocorre nestes experimentos.

Diante dos resultados obtidos nos experimentos em frascos agitados para as
diferentes fontes de nitrogénio relatados na Tabela 6.11, definiu-se a triptona como a
nutriente a ser incorporado no meio B, juntamente com a biotina. Essa nova formulacao
de meio foi utilizada no cultivo em biorreator C8, cujos principais resultados séo
mostrados na Figura 6.9 e também na Tabela 6.11. Neste experimento 0 Hmax atingiu
0,83 h%, valor superior ao alcancado nos cultivos C1-C7. Todo o glicerol foi consumido
com 5 horas de cultivo, sendo realizado o primeiro pulso de glicerol e xilose com
composicao reportada na tabela 6.10. O crescimento foi exponencial até 7 horas de
cultivo, quando a formacdo de biomassa se estabilizou por 4 horas, provavelmente
devido a limitacdo por algum nutriente. Com 10 horas de cultivo, o glicerol foi
praticamente esgotado (3,85 g/L), sendo realizado o segundo pulso de
glicerol+nutrientes com 11 horas. ApoOs este pulso, atingiu-se uma segunda fase
exponencial até 15 horas, quando a concentracdo celular chegou a 35 gms/L,

permanecendo estavel até o final do cultivo com 17 horas.

Diferentemente do observado no C7, neste cultivo a xilose foi consumida mais
lentamente e a producdo de acetato foi praticamente nula (0,4 g/L). Este cultivo
apresentou um 6timo desempenho, obtendo resultados de biomassa 10 vezes maiores
com relagdo aos obtidos em frascos agitados e 8 vezes maiores com respeito a atividade

enzimatica volumétrica.

Com respeito a atividade especifica, os resultados em frascos agitados e
biorreator foram similares, reforcando a importancia do fornecimento de aminoacidos
para a sintese de PGA pela célula. A atividade especifica em funcdo das proteinas totais
foi de 4,45 Unipas/Mmg de proteinas, resultado superior ao produzido pelo C7 com meio
definido, devido a alta concentracdo de PGA obtida no cultivo C8.
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Figura 6.9 - Cultivo C8 com triptona Oxoid como fonte de aminoacidos, 100 pg/L de
biotina, 20 g/L glicerol e inducdo apos batelada, por meio de pulsos .
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Fonte: Elaboracdo propria.

Estes resultados de atividade enzimética e biomassa de C7 e C8 podem ser
confrontados com outros cultivos em biorreator de Bacillus megaterium ou Bacillus
subtilis publicados na literatura. Na tabela 6.12 sdo reunidos os principais resultados dos
trabalhos publicados com Bacillus, para comparagdo com os resultados obtidos no

presente trabalho.
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Tabela 6.12 - Producdo de PGA em Bacillus recombinantes e Bacillus megaterium
selvagem em biorreator reportados na literatura.

. Origemdo | Condicao Meio de Cx At'.\lld,aqe .
Hospedeiro ~ . enzimatica | Referencia
gene de operagéo cultivo (gms/L)
(U/L)
Bacill Complexo 24 131
actiius P (ILLANES
megaterium Selvagem Batelada | 1994
ATCC14945 Definido 17 114 etal., 1994)
Bacillus Bacillus (PANBAN
megaterium megateriu Batelada LB -- 9060 GRED et
UM-cat m al., 2000)
Bacillus . .
swwsweoo | LI | Tt | e | 2| 0 G
(pPMADb) B
Bacillus Soro de
megaterium Selvagem Batelada queijo 4 275 (S%lé%A ’
ATCC14945 hidrolisado
Bacillus
Bacillus megateriu Meio
megaterium m Batelada minimo + 13 1823 (zg‘ol\;)G
YYBml ATCC149 aminodcidos
45
Bacillus Sintético
Bacillus megateriu Batelada (C7) 30 3000 Este
megaterium m com pulsos Complexo
PV 361 ATCC149 | sequenciais (cps) 36 48000 trabalho
45

Fonte: Adaptado de Yang, 2007 e complementado pelo autor deste trabalho.

Confrontando os resultados deste estudo com os da literatura, observa-se que a
atividade volumétrica do C7 obtida com meio sintético é 26 vezes maior do que o
resultado relatado por Illanes et al (1994), com meio sintético e 1,6 vezes maior do que
o0 resultado de Yang (2007). Realizando compara¢des com os valores obtidos no C8,
observa-se que estes resultados sdo 174 vezes superiores em relacdo aos resultados
obtidos por Souza (2007) com Bacillus megaterium selvagem e soro de queijo
hidrolisado e 24 vezes superior com relagdo ao obtido por Zang et al (2006) com amido
solivel. Em comparacdo aos estudos de Pangranbed et al (2000), os resultados de
atividade volumétrica do cultivo C8 sdo 5 vezes superiores. Desta forma, pode-se
afirmar que a abordagem experimental adotada, iniciada com o screening por meios de

cultivo utilizando placas com 96 pocos, frascos agitados e escalonamento para
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biorreator foi bem sucedida, levando ao aumento da concentracgéo celular e da atividade

volumétrica.

S6 com fins de comparagdes globais, foi utilizada a equacao (3) do capitulo 4
para converter os valores obtidos de unidades de NIPAB para unidades internacionais.
A partir desta equacgdo € encontrado que 48000 Uyipas/L € equivalente a 105600 UI/L,
obtendo 2933 Ul/gms e 6211 Ul/L*h da produtividade com 17 horas de cultivo.

6.3 Conclusoes

A composicdo do meio tem um papel fundamental e deve refletir o balanco
adequado entre ions e nutrientes para oferece um ambiente propicio para maximizar o

crescimento e a secrecdo da enzima recombinante.

Escolheu-se o glicerol como fonte de carbono, assimilado mais lentamente pela
via glicolitica por Bacillus megaterium, o que contribui para minimizar a formacéo de

acetato.

Obteve-se uma diminuicdo da atividade especifica pelo escalonamento de
frascos agitados para biorreator de 1 L, devido a falta de nutrientes, uma vez que 0s
meios sintéticos foram desenvolvidos para baixas concentracBes celulares
correspondentes a baixa concentracdo de fonte de carbono inicialmente presente (~ 4
g/L). A adicdo de nutrientes como a biotina e de suplementos ricos em amino&cidos,
como a triptona, permitiram preservar a atividade especifica mesmo com elevadas

concentracgdes celulares, garantindo uma elevada producéo volumétrica da enzima.

Com o meio sintético desenvolvido pelo algoritmo genético, contendo glicerol
como fonte de carbono e suplementado por biotina e por Triptona obteve-se em cultivo
em biorreator producdo de PGA em niveis no minimo 5 vezes superiores aos resultados

que ja foram publicados por outros autores.
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7. CONCLUSOES

7.1 Conclusdes especificas
7.1.1 PGA de E.coli por E.coli recombinante

O estudo com E.coli foi iniciado na etapa de expressdo, utilizando

microrganismo recombinante doado.

Estudo da influéncia da temperatura na fase de inducédo, em frascos agitados,
mostrou que a melhor producdo de PGA ativa é obtida com T;,;=20°C. Isso ocorre
possivelmente devido a que a menor temperatura evita formacdo de agregados de uma

forma inativa da enzima.

Diferentes estratégias testadas nos cultivos em biorreator, com diferentes meios
de auto-inducdo, sintético e complexo, em batelada alimentada, permitiram atingir altas
concentracdes celulares e atividades enzimaticas. A utilizacdo de glicerol como fonte de
carbono, pulsos de lactose e baixa temperatura na inducado, resultaram em concentragdes
de biomassa finais de 100 gms/L e 120 gms/L, e atividades enziméticas de 210000 e

80000 UI/L para meios complexo e definido, respectivamente.

7.1.2 PGA de B. megaterium por B. megaterium recombinante

O estudo com B. megaterium partiu do isolamento do gene pac, que codifica
PGA de B. megaterium ATCC14945.

O gene pac, juntamente com um gene promotor e outro codificando resisténcia a
antibidtico (para selecdo da linhagem clonada), foi entdo clonado no plasmideo
pLipAhp.

Foram testadas, quanto a estabilidade plasmidial e capacidade produtiva, trés
linhagens de protoplastos de B. megaterium como hospedeiros para expressdo de PGA:
B. megaterium PV 361, QM B1551 e ATCC 14945. PV 361, como QM B1551,
mostrou-se estavel apos 8 cultivos consecutivos, atingindo atividade enzimatica de 4173
UI/L de Penicilina G Acilase, resultado 4 vezes superior com respeito a B. megaterium
selvagem e 2 vezes meios com respeito ao reportado por construgdes similares na

literatura. Essa linhagem foi entdo selecionada como hospedeira.
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Caracterizacdo da enzima mostrou meia vida de 5 minutos a 60°C, 20 min a
50°C, mantém 100% de atividade por 1 h, a pH 10 e por 8 horas, a pH 5. A temperatura
e pH de atividade maxima é 37°C e 8,0, respectivamente, com Km=8.8 uM, e

manutencdo de 100% de atividade, no minimo, por 5 horas nessas condigdes.

Foi a seguir realizado estudo para otimizacdo do meio de producdo da enzima
visando aumento da expressdo da enzima. A partir de um estudo sistematico iniciado
em placas de 96 pogos e depois escalonado para frascos agitados e biorreator de 1 L,
selecionou-se fonte de carbono (glicerol), otimizou-se concentracdes de sais e definiu-se
a adicdo de suplementos complexos de aminoacidos, que conduziram a aumento na

producdo da enzima (3 vezes) e de 1,8 vezes na de biomassa.

Cultivos em biorreator de 5 L, com pulsos para desreprimir 0 promotor Pyya de
B. megaterium recombinante, nas condi¢es previamente otimizadas, permitiram atingir
0 expressivo aumento na producdo de PGA recombinante de B. megaterium por

B.megaterium de 105600 UI/L, com 36 gms/L de massa celular.

7.2 Conclusoes Gerais

Foi possivel, neste trabalho, comparar dois sistemas de expressdao de PGA: um

intra-celular, por E.coli, e um secretado, com B. megaterium.

Foram atingidas produtividades de 7800 UlI/mL*h e 6211 Ul/L*h para E. coli e
B. megaterium respectivamente. Esses resultados, para cada um dos microrganismos,

séo superiores aos publicados na literatura.

Né&o foi realizado um estudo comparativo de custos do processo, mas se acredita
que para produtividades tdo proximas, a selecdo do microrganismo deva recair em B.
megaterium. Com esse microrganismo, nao s se evita a etapa de rompimento celular,
como se obtém a enzima ja concentrada, na auséncia de quantidades significativas de
proteinas contaminantes, uma vez que a fonte de nitrogénio é triptona. Uma etapa de
microfiltracdo para separacdo do microrganismo e de ultra/diafiltracdo em membrana de

10 KDa ja sdo suficientes para se ter a enzima pronta para uso comercial.
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8. RECOMENDACOES

e Estudo da purificacdo dos caldos obtidos a partir do C7 e C8, cultivos de Bacillus

megaterium recombinante realizados com meio sintético e meio definido.

e Clonagem e expressdo de PGA recombinante com cauda histidina para facilitar a

purificacdo da proteina recombinante.

e Clonagem com o gene de PGA de Alcaligenes faecalis ou outro tipo de
microrganismo termofilo, produtor de uma enzima termoestavel, dado que este

pode ser vantajoso para processos industriais com altas temperaturas.

e Estudo econdmico de ambos processos com E. coli e B. megaterium recombinante.

©
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