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RESUMO

A carne suina ¢ a mais consumida no mundo e a suinocultura ¢ uma atividade
econdmica em franca expansao no Brasil e no mundo. Diversos esfor¢os vém sendo realizados para o
desenvolvimento de vacinas mais eficientes para as principais doengas que afetam os rebanhos, como
a erisipela suina, causada pela bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae. As vacinas disponiveis
atualmente para a prevencao da erisipela sao produzidas com o caldo de cultivo deste microrganismo
inativado ou atenuado. O principal agente antigénico identificado € uma fragdo protéica de 64-69 kDa,
presente tanto na parede celular da bactéria quanto no sobrenadante do cultivo. Diante do
conhecimento acumulado ao longo dos estudos conduzidos por Silva (2007), o presente trabalho teve
como objetivos: i) estudar as condigdes empregadas na preparagao das suspensdes celulares para
armazenamento na forma de cultura estoque em criotubos assim como a etapa de ativagdo dos
mesmos; ii) estudar o crescimento de E. rhusiopathiae, a formacao de acido latico e a expressdo do
antigeno SpaA em meios de cultivo contendo fontes de carbono alternativas a glicose e fontes de
nitrogénio de origem vegetal; iii) estudar o comportamento do microrganismo no meio de cultura
novo, livre de substratos de origem animal, em biorreator. Os experimentos foram conduzidos em
camara incubadora, em cultivos estaticos ou com agitacdo de 50 ou de 200 rpm. A temperatura
utilizada foi de 37°C e o pH inicial foi de 8,0 em todos os ensaios realizados. Os estudos em biorreator
foram realizados em biorreator de 5,0 L, com agitagdo entre 100 a 700 rpm e vazdo de ar de 1,0 a 2
L/min. Amostras retiradas durante os cultivos foram empregadas para analise da densidade otica (a
420 nm) e das concentragdes de glicose, biomassa e metabdlitos. A expressdao do antigeno foi avaliada
por eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) a partir de extratos das células preparados
com solucdo de cloreto de colina. Os estudos envolvendo a ativacdo dos criotubos contendo as
suspensdes celulares congeladas levaram & padronizagdo desta etapa, com alta reprodutibilidade, e a
diminui¢do do tempo de ativagcdo em 50 %. Os cultivos realizados com diferentes fontes de carbono,
mostraram que E. rhusiopathiae é capaz de assimilar galactose e lactose, além de glicose. No entanto,
ndo foi verificada assimilagdo de glicerol. A substituicdo da proteose peptona, fonte de nitrogénio de
origem animal amplamente utilizada nos cultivos de E. rhusiopathiae para produc¢do de bacterinas,
pela peptona de soja hidrolisada Soytone, de origem vegetal, mostrou-se um alternativa promissora
para a producdo da vacina de células inativadas, contribuindo para aumento da velocidade especifica
de crescimento ¢ da conversdo de substrato em células em relagdo aos valores obtidos no meio
convencional. Em cultivo descontinuo realizado em biorreator de bancada com o meio contendo
glicose e Soytone, foi alcangada uma concentracao de biomassa de 10 g/L em 5 horas de cultivo. Para
0 meio convencional, contendo proteose peptona, a maxima concentragdo celular relatada para ensaio
em batelada em biorreator de bancada foi aproximadamente 2 g/L, a qual foi atingida apds 7 horas de
cultivo. Destaca-se ainda que um nivel superior de expressdo da proteina antigénica em relagdo aos
observados com a peptona de origem animal foi alcancado nos cultivos realizados com o meio
contendo soytone. Esse resultado mostra ser possivel incorporar as boas praticas de manufatura
recomendadas para produtos farmacéuticos e veterinarios, sem prejuizo a produtividade do processo e
com significativa redu¢ao do custo do meio.

Palavras-chave: Erysipelothrix rhusiopathiae, erisipela suina, fontes de nitrogénio, soytone, peptona
de soja, vacinas, SpaA



ABSTRACT

Pork is one of the most widely eaten meats in the world and pig farming is an
economic activity booming in Brazil and the world. Several efforts have been made to develop more
effective vaccines for major diseases that are affecting livestock such as swine erysipelas, caused by
the bacterium Erysipelothrix rhusiopathiae. The currently available vaccines for the prevention of
erysipelas are produced with culture broth of this microorganism inactivated or attenuated. The main
antigenic agent identified is an protein fraction of 64-69 kDa, present in cell wall of bacteria and the
supernatant of the culture. Given the accumulated knowledge of the studies conducted by Silva (2007),
this study aimed to: i) study the conditions employed in the preparation of cell suspension for freezing
and formation of culture stocks in crytubes and the stage of their activation; ii) studying the growth of
E. rhusiopathiae, the formation of lactic acid and expression of antigen in culture media containing
carbon sources alternative to glucose and in culture media containing nitrogen sources of plant origin;
iii) to study the behavior of the microorganism in the new culture medium, animal-free, in a
bioreactor. The studies for the improvement of the medium formulation were carried out in flasks
incubated at static condition or under agitation of 200 rpm. The temperature was set at 37°C and the
initial pH at 8,0 in all experiments. The studies in bioreactor were made using a 4.0 L stirred-tank
bioreactor, with an agitation frequency kept between 100 and 700 rpm and air flow rate of 1.0 L/min.
Samples of cell extracts made with choline chloride were analyzed by electrophoresis under
denaturating conditions (SDS-PAGE) to evaluate the antigen expression. Studies of activation of the
criotubes containing frozen cell suspensions led to the standardization of this step, with high
reproducibility, and reduced activation time by 50%. The studies were grew with different carbon
sources, showing that E. rhusiopathiae is able to assimilate galactose, lactose, and glucose. However,
there was no assimilation of glycerol. The replacement of proteose peptone, a nitrogen source animal
widely used in the cultivation of E. rhusiopathiae to produce bacterins, by Soytone, a soy peptone,
animal-free, was a promising alternative for the production of the inactivated vaccine, helping to
increase the specific growth rate and substrate conversion of cells in relation to values obtained in
conventional medium. In batch cultivation performed in a bioreactor with medium containing glucose
and Soytone, it was reached a biomass concentration of 10 g / L at 5 hours of cultivation. For the
conventional medium, containing proteose peptone, the maximum cell concentration reported for the
test batch in a bioreactor was approximately 2 g / L, which was reached after 7 hours of culture. Note
also that a higher level of expression of antigenic protein in relation to those observed with peptone of
animal origin was achieved in cultures performed with medium containing soytone.This result shows
that could be incorporate the best practices of manufacturing practices for pharmaceutical and
veterinary products, subject to the productivity of the process and with significant cost reduction.

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae, swine erysipelas, nitrogen sources, vaccines, SpaA.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura ¢ uma atividade econdmica em franca expansdo no Brasil,
sendo a carne suina a mais consumida no mundo. Diversos esfor¢cos vém sendo realizados
para o desenvolvimento de vacinas mais eficientes para as principais doencgas que afetam os
rebanhos, como a erisipela suina, causada pela bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae. A
erisipela pode ocorrer como uma septicemia aguda ou uma doenca crdnica, com
desenvolvimento de lesdes de arteriose e endocardites, que causa grande perda econdmica e
continua sendo o principal problema na produ¢do de carne suina no mundo (Makino, 2000).

Diante da escassez de informagdes na literatura cientifica sobre estudos a
respeito do crescimento deste patdogeno e da inexisténcia de tecnologia nacional de produgao
da referida vacina, a empresa Vallée S.A., industria brasileira de produtos farmacéuticos de
uso veterinario, firmou uma parceria com pesquisadores do Departamento de Engenharia
Quimica da UFSCar, para o desenvolvimento de tecnologia para produgdo de vacinas de
células inativadas contra erisipela suina (ProEx/UFSCar Proc. 23112.000371/2005-74 e Proc.
23112.000193/2006-80). Na dissertagdo de Mestrado de Adilson José da Silva (Silva, 2007),
junto ao Programa de Po6s-Graduacao em Biotecnologia (PPG-Biotec) da UFSCar, foram
estudadas e definidas as condigoes de cultivo de E. rhusiopathiae para obteng¢ao da suspensio
de células a serem utilizadas na formulacao das vacinas.

A partir do conhecimento acumulado ao longo dos estudos conduzidos por
Silva (2007), o processo de produgdo da vacina de células inativadas contra erisipela suina
pode ser descrito pela seqiiéncia de atividades esquematizadas na Figura 1.1.

A etapa de producdo inicia-se com a ativagdo em meio liquido da suspensao de
células (cultura-estoque) armazenada em criotubos, seguida por etapas sucessivas de
propagacao para produ¢do de inoculo até obtencdo de volume de suspensdo em concentragao
adequada para a transferéncia para o biorreator, no qual as condigdes de cultivo sao
controladas para favorecer o crescimento celular e a expressao do antigeno. Finalmente, para
a formula¢do da vacina inativada (bacterina), realiza-se a inativagdo quimica das células
presentes no meio de cultivo, utilizando solugcdo de formaldeido 33%, seguida pela
neutralizagdo do mesmo e conclui-se o processo com a etapa de adsorcdo das células

inativadas no adjuvante hidréxido de aluminio.



PREPARC DO Ativacao da ampola Preparacao de inéculo Banco de cultura
BANCO DE liofilizada em placas de (8h) estoque
agar-sangue € propagacao (suspensao celular
CRIOTUBOS (48h) (6h) congelada)

v

Ativacao de suspensao de Preparacao de inéculo Cultivo em
PRDDU(}AO células (cultura-estoque] =3 € propagacao =3  biomreator
(20 a 35h) (7h) (11h)
Inativa¢do do meio Neutralizacdo da Adsorcdo em
FORMULAQ}!‘\O de cultive - suspensao =» hidroxido de aluminio
(12h) inativada (8h)

Figura 1.1 - Esquema representativo das 3 fases presentes no preparo de uma bacterina. Entre parénteses: tempo

de cada etapa.

A visao global do conjunto de atividades envolvidas na obten¢ao da bacterina ¢
fundamental, ja que as caracteristicas do produto final, a produtividade do processo e o custo
do mesmo sdo determinados ndo pelas etapas isoladas, mas pelo conjunto. Da mesma forma, a
otimizagdo do processo depende da identificagdo das etapas criticas, ou seja, daquelas que
apresentam maior impacto na produtividade e no custo. No caso da producgdo da vacina de
células inativadas, a produtividade do mesmo ¢ basicamente determinada pela concentragdo
de células na suspensdo obtida ao final do cultivo e pelo tempo total consumido para obtencao
da bacterina. Assim, em termos de produtividade, hd duas etapas criticas dentre as
representadas na Figura 1.1: a etapa de ativagdo da suspensdo celular armazenada em
criotubos ¢ a etapa de cultivo em biorreator. A etapa de ativacao € critica por representar até
quase 50 % do tempo total requerido para a producdo da bacterina, de acordo com os valores
de tempo correspondentes a cada etapa representados na Figura 1.1. J& a presenca de altas
concentragdes celulares na suspensao a ser utilizada para a preparacdo da vacina depende
essencialmente da estratégia de cultivo adotada. Além disso, devido ao alto custo de alguns
componentes do meio de cultura, o cultivo em biorreator ¢ também a etapa de maior impacto
no custo de produc¢do da bacterina.

Cultivos em biorreator de E. rhusiopathiae foram estudados em batelada
simples e alimentada por Silva e colaboradores (2008). O meio utilizado continha glicose

como fonte de carbono e peptona e extrato de levedura como fontes de nitrogénio. Os



melhores resultados em termos de produgdo de biomassa e expressao de antigenos foram
alcancados no cultivo em batelada alimentada, chegando a uma concentracao celular de quase
10 g/L. Os autores constataram que, nas condigdes de cultivo empregadas, o crescimento foi
inibido pelo aciimulo de 4cido latico. Mesmo na fase de alimentac¢do, quando a velocidade
especifica de crescimento do microrganismo foi mantida em 0,1 h™', a velocidade de formagio
de acido latico ndo foi alterada. Portanto, a obten¢ao de maiores concentragdes de biomassa
ao final do bioprocesso depende fundamentalmente de estudar estratégias de cultivo que
levem a menor producao de acido latico. O problema do acimulo de metabolitos que inibem o
crescimento ¢ comum em cultivo de bactérias e vem sendo extensivamente estudado em
cultivos de alta densidade de E. coli visando a produgao de proteinas recombinantes. Uma das
estratégias mais bem sucedidas ¢ a substituicao da glicose por outras fontes de carbono, como
glicerol e frutose. Como as células das bactérias assimilam mais lentamente esses agucares
devido a auséncia de um sistema de transporte tdo eficiente quanto o da glicose, evita-se a
saturacao da via glicolitica, responsavel pelo catabolismo do excedente de carbono pelas vias
fermentativas (Rocha, 2003).

Conforme comentado anteriormente, além da importancia evidente para a
obtencdo do produto (células inativadas) em grande concentragdo, a etapa de cultivo também
impacta no custo do processo assim como na qualidade do produto. A presenga de peptona
certificada, de altissima qualidade e de preco elevado (aproximadamente 5000 reais por kg)
no meio de cultivo € a principal razdo para o aumento do custo do meio. Além disso, por ser
de origem animal, a presenca de peptona causa problemas que vao além do custo, tendo em
vista as recomendagdes da FDA e ANVISA em relagdo a minimizagdo da presenca de
suplementos de origem animal em meios de cultivo.

Diante das consideracdes expostas anteriormente, estabeleceu-se como

objetivos do presente trabalho:

a) estudar as condigdes empregadas na preparagdo das suspensdes celulares
para congelamento e formagdo de cultura estoque em criotubos, assim como a

etapa de ativagdo dos mesmos;

b) estudar o crescimento de E. rhusiopathiae, a formagdo de acido latico € a
expressdo de antigeno em meios de cultivo contendo fontes de carbono

alternativas a glicose;



¢) estudar o crescimento de E. rhusiopathiae, a formagdo de acido latico ¢ a
expressao de antigeno em meios de cultivo contendo fontes de nitrogénio de

origem vegetal;

d) estudar o comportamento do microrganismo no novo meio de cultivo, isento

de substratos de origem animal, em biorreator.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Erysipelothtix rhusiopathiae ¢é reconhecida como patégeno causador da
erisipela suina, doenca responsavel por grandes prejuizos na suinocultura mundial, sendo que
o método mais eficaz no combate a doenga ¢ por meio da vacinagdo dos rebanhos. A maioria
das vacinas disponiveis no mercado nacional ¢ produzida a partir de células inativadas e sua
produgdo ¢ realizada mediante o cultivo do microrganismo em condi¢des adequadas.

Nos topicos a seguir, serdo apresentadas e discutidas informacgdes sobre as
vacinas, as caracteristicas metabolicas ¢ fisiologicas de E. rhusiopathiae, as estratégias de
cultivo mais empregadas e a assimilagdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio por

bactérias.

2.1. Vacinas

O termo vacina advém de vaccinia, o agente infeccioso da variola bovina, que
quando foi injetado no organismo humano, proporcionou imunidade a variola no ser humano.
Vacinas sdo formulacdes que contém agentes infecciosos ou seus produtos, como proteinas,
toxinas, partes de bactérias ou virus, ou mesmo virus e bactérias inteiros, atenuados ou
mortos. Uma vez introduzidas no organismo de um animal, suscitam uma rea¢do do sistema
imunolégico semelhante a que ocorreria no caso de uma infec¢do por um determinado agente
patogénico, desencadeando a produgdo de anticorpos que acabam por tornar o organismo
imune. Além disso, desenvolvem a chamada memodria imunologica, tornando mais facil o
reconhecimento do agente patogénico em futuras infeccdes e aumentando a eficiéncia do
sistema imune em combaté-lo (Stern, 2005; Silva, 2007).

A escolha do tipo de vacina a ser produzida depende, dentre uma série de
fatores, do nivel de conhecimento do mecanismo de interagdo existente entre o agente
patogénico e o hospedeiro e também do volume do investimento a ser feito no
desenvolvimento do processo. Os tipos de vacinas mais comuns podem ser divididas em duas
grandes classes: as vacinas celulares, que sdo produzidas a partir de organismos inteiros
atenuados ou organismos inteiros inativados, e as vacinas acelulares,produzidas a partir de
subunidades antigénicas purificadas, peptideos sintéticos, vetores vivos recombinantes ou

DNA em plasmideos. (Abbas et al., 1994; Silva, 2007).



Vacinas produzidas a partir de organismos inteiros atenuados utilizam formas
nao-patogénicas do microrganismo desejado. A atenuagdo ¢ feita de forma que a viruléncia
(ou patogenicidade) do microrganismo patogénico seja reduzida para um nivel "seguro"
(avirulento) sem destruir sua capacidade de estimular uma resposta imune. A principal
vantagem das vacinas atenuadas € que o microrganismo atenuado simula uma infecgdo sem
provocar a doenga, € por estar vivo possibilita uma estimulagdo na produ¢ao de anticorpos
continua, dando tempo suficiente para producdo de células de memodria pelo sistema
imunoldgico do organismo infectado. Como desvantagem, existe a possibilidade do patégeno
se converter em sua forma virulenta, principalmente quando este encontra sistemas
imunologicos debilitados que permitem seu crescimento. Vacinas produzidas a partir de
organismos inteiros inativados utilizam o microrganismo morto por aquecimento ou meios
quimicos, de forma que ndo sejam mais capazes de se multiplicar ou produzir efeitos
prejudiciais as células ou tecidos do hospedeiro vacinado. Apesar desse tratamento, os
antigenos de superficie permanecem intactos. (Silva, 2007).

As vacinas acelulares, que utilizam subunidades antigénicas purificadas sao
constituidas por apenas partes do agente patogénico (proteinas, polissacarideos e outros
componentes celulares) necessarias na indugdo de uma resposta imune. Apesar de oferecerem
menos risco, essas vacinas possuem um custo mais elevado. Além disso, o nivel de protecao
nem sempre ¢ o mesmo das vacinas celulares. Também podem ser utilizados peptideos
sintéticos, que representam as regides do antigeno (que precisa ser protéico) que sao
identificadas pelas células do sistema imunologico. Nesse caso, a principal desvantagem ¢ a
necessidade do uso de adjuvantes e de proteinas carregadoras para apresentacdo adequada
desses peptideos, além do elevado custo e da dificuldade da sintese desses compostos.
Vacinas acelulares podem ser produzidas a partir de vetores recombinantes vivos, utilizando-
se um microrganismo atenuado como vetor (viral ou bacteriano) para transportar os antigenos
ou os genes codificadores dos antigenos no organismo vacinado. A principal vantagem desse
tipo de vacina ¢ a possibilidade de imunizagdo oral ou nasal, além de dispensar o uso de
adjuvantes (Silva, 2007). Por ultimo, podem ser citadas as vacinas acelulares produzidas a
partir da injecio de DNA na forma de plasmideos em células receptoras, geralmente
musculares, ocasionando uma forte resposta imune. A técnica acaba induzindo a expressao de
proteinas codificadas por este DNA, que entdo ativam linfécitos T citotdxicos e auxiliares, € a
produgdo de anticorpos (Liu, 1995; Silva, 2007).

Em relacdo a erisipela suina, a maioria das vacinas utilizadas na prevengao

contra essa enfermidade ¢ do tipo que contém o microrganismo inteiro atenuado ou inativado



(bacterinas). Acredita-se que as vacinas com microrganismos vivos atenuados sao mais
eficientes na indug¢do da imunidade mediada por células que as vacinas inativadas e que,
portanto seriam mais efetivas contra bactérias intracelulares facultativas, que ¢ caso da
Erysipelothrix rhusiopathiae. Porém, tém sido visto que as vacinas inativadas também sdo
capazes de induzir a imunidade mediada por células, dependendo do adjuvante usado na
formulagao da vacina (Silva, 2007; Wang, 2010). Além disso, Imada et al. (2004) relataram
que 37% dos casos de erisipela suina cronica detectada nos Ultimos 11 anos no Japao
ocorreram como resultado de falha da vacina atenuada.

Embora as vacinas atenuadas e inativadas sejam as encontradas no mercado
para imunizagao contra erisipela suina, outros antigenos de superficie presentes nas células de
E. rhusiopathiae, como as proteinas de 64-66 kDa denominadas SpaA (Surface protein
antigen A) e RspA, RspB (rhusiopathiae surface protein A e rhusiopathiae surface protein B,
com massas moleculares de 219 e 85 kDa, respectivamente), tém sido estudados como
potenciais candidatos ao desenvolvimento de vacinas alternativas (Devi et al., 2010).

A proteina SpaA ¢ um antigeno comum de protecdo, sendo considerada a
melhor alternativa para desenvolvimento da vacina de subunidade antigénica e de DNA.

Utilizando mutagénese transposon, vacinas produzidas a partir de
microrganismos vivos recombinantes tém sido propostas (Shimoji et al., 1998b). Mutagénese
transposon, ou transposicdo mutagénese € um processo que permite que genes sejam
transferidos para o cromossomo de um organismo hospedeiro, interrompendo ou modificando
a funcdo de um gene existente, causando mutacdo. No caso das bactérias, mutagénese
transposon € normalmente realizada utilizando um plasmideo a partir do qual um transposon
(a seqiliéncia que serd inserida) ¢ extraido e inserido no cromossomo hospedeiro (Lorenzo et
al., 1990).

Uma vacina utilizando um veiculo vivo para expressao da proteina heterologa,
foi desenvolvida utilizando uma cepa atenuada de E. rhusiopathiae (Shimoji et al., 2002b).
Um plasmideo portador do gene do antigeno de E. rhusiopathiae foi construido e o antigeno
SpaA foi produzido em Lactococcus lactis com antigenicidade estavel sem degradagdo com o
crescimento. Isto foi desenvolvido como forma de se tornar um veiculo seguro e apropriado
para uma vacina polivalente (Cheun et al., 2004). Uma enterotoxina de E. coli recombinante,
produzida utilizando o sistema de expressdo de Bacillus brevis aliado a uma vacina de
subunidade recombinante de E. rhusiopathiae, resultou em um aumento substancial dos niveis

de anticorpos nas mucosas e no plasma contra o E. rhusiopathiae altamente virulento em



porcos imunizados. Isto representa um promissor imunoadjuvante de potencial aplicagcdo de

vacinas intranasais contra Erysipelothrix rhusiopathiae (Wang, 2010).

2.2. Aspectos fisiologicos e metabolicos de Erysipelothrix rhusiopathiae

2.2.1. Aspectos Fisiologicos

A erisipela ou ruiva dos suinos ¢ uma doenca de distribuicdo mundial, de
carater hemorragico e que usualmente  causa lesdes cutdneas, articulares, cardiacas ou
septicemias em suinos. E causada pela bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae, um bastonete
Gram-positivo, anaerdbio facultativo, ndo-modvel, nao-esporulado, que pode ser filamentoso e
que ¢ classificado no género Erysipelothrix juntamente com outras duas espécies, E.
tonsillarum e E. inopinata. A maioria das cepas cresce lentamente em agar sangue,
produzindo uma zona de hemolise parcial (Neumann, 2009). Sulfeto de hidrogénio (H,S) é
produzido por 95% das amostras de Erysipelothrix rhusiopathiae. A temperatura 6tima de
crescimento para esse microrganismo estd entre 30°C e 37°C e o pH 6timo situa-se na faixa
de 7,2 a 7,6. A morfologia das coldnias ¢ descrita como clara, circular e muito pequena, com
um diametro de 0.1-0.5mm ap6s 24 horas de incubagdo a 37 8°C, ou 0.5-1.5mm apds 48
horas de incubag¢do (Wang, 2010, Pescador et al., 2007).

A Figura 2.1 mostra uma fotografia de uma placa de 4gar-sangue com colonias
de E. rhusiopathiae e imagem obtida com microscopio, com os microrganismos coloridos

com corante de Gram.
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Figura 2.1- Fotografia de cultura de E. rhusiopathiae em placa de 4gar-sangue e fotografia obtida em
microscopio, bactérias coloridas com 0 reagente de Gram.
(http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/bakteriologi/english/showmorf.asp?articleid=62, ultimo acesso:
28/02/2010)



Tradicionalmente, a metodologia para isolamento de E. rhusiopathiae
envolvem o uso de meios de cultura seletivos. Meios de cultura em sangue, comercialmente
disponiveis sdo satisfatorios para o isolamento primario de E. rhusiopathiae.

Um grande ntimero de meios seletivos para isolamento de Erysipelothrix ja foi
descrito. Na Tabela 2.1 sdo descritas simplificadamente as composi¢des de alguns deles

(Wang, 2010):

Tabela 2.1 - Meios de cultura utilizados para isolamento de Erysipelothrix rhusiopathiae (Wang, 2010)

Autor Meio Composicio

Wood (1965) Erysipelothrix Selective Broth - soro, triptose, canamicina,
ESB (Meio Seletivo neomicina e vancomicina
Erysipelothrix)

Harrington and Hulse (1971). Modified blood azide - MBA meio agar seletivo contendo
(Meio modificado de sangue azida de sodio e sangue de
com azida) cavalo ou soro

Packer (1943) Meio Packer azida de sodio e cristal violeta

Ewald (1981) Meio Bohm azida de sodio, canamicina, fenol

e agua azul (blue water)

Shimoji e colaboradores (1998) Meio de Shimoji tryptic soy broth, Tween 80,

Tris-aminometano, cristal violeta
¢ azida de sodio

Todos estes meios de cultivo, descritos na Tabela 2.1, fazem uso da resisténcia
do organismo aos antibidticos e tolerancia de produtos quimicos. Cada um tem aspectos
positivos, mas nenhum ¢ o ideal. O meio ESB ¢ considerado como o melhor meio seletivo,
MBA e meio Parker exigem menos tempo de incubag@o, mas ndo sao tdo seletivos. O meio
de Shimoji combinado com PCR tem sido utilizado para o diagnostico rapido de erisipela em
suinos (Wang, 2010).

O principal hospedeiro de E. rhusiopathiae ¢ o suino doméstico. Entretanto,
mamiferos selvagens e passaros também podem ser fonte de infecgdo. E estimado que 30 -
50% dos suinos sadios alojem o E. rhusiopathiae nas tonsilas e outros tecidos linfoides. Como
podem eliminar a bactéria nas fezes e secrecdes oronasais, criam uma importante fonte de
infeccdo, ja que as bactérias contaminam o solo, a 4gua, a cama e os alimentos. A penetragao
do agente ocorre pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados, bem como através de
ferimentos na pele. Em humanos, E. rhusiopathiae causa o erisipeloide, uma lesdo
eritematosa ¢ edematosa de pele, localizada, ocorrendo geralmente nas maos e dedos,
podendo haver inflamagio nas articulagdes da regido. E caracterizada como uma doenga

ocupacional, infectando pessoas que trabalham com manipulagdo ou processamento de carne,
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agricultores, veterinarios, trabalhadores de curtumes e laboratoristas. A bactéria foi
ocasionalmente isolada em casos de endocardite, mas raramente causa doenca septic€émica
aguda em humanos. A infec¢do ocorre através de ferimentos na pele, sendo muito resistente a
outras vias de penetracdo (Pescador et al., 2007).

De acordo com Pescador et al. (2007), existem pelo menos 22 sorotipos de
Erysipelothrix sp., os quais apresentam viruléncia variavel. Entretanto, poucos estao
associados com doenga clinica. Os suinos sdo suscetiveis a 15 sorotipos, sendo que o sorotipo
1 (subdividido em la e 1b) e o sorotipo 2 (subdividido em 2a e 2b) sdo os mais importantes na
suinocultura. Cerca de 80% das linhagens de E. rhusiopathiae isoladas de suinos pertencem
aos sorotipos 1a, 1b e 2b (Neumann, 2009; Silva, 2007).

A patogenicidade desse microrganismo estd relacionada com a presenca da
capsula, que ¢ responsavel pela resisténcia da bactéria a fagocitose e identificada como um
antigeno ndo protéico com massa molecular de 14 a 22 kDa. Outro fator de viruléncia
identificado ¢ a enzima neuraminidase que tem importante papel na adesao da bactéria e
subseqiiente invasdo das células hospedeiras. Estas observacdes sugerem que a
patogenicidade de E. rhusiopathiae estd principalmente relacionada a sua habilidade de
sobrevivéncia no interior das células dos organismos infectados, mas as bases moleculares
dessa interagdo assim como do mecanismo de aquisicdo de imunidade ndo estdo claramente
elucidadas (Silva, 2007).

Além da forma aguda, contra a qual a vacinagdo ¢ dirigida, a erisipela também
pode ocorrer na forma subaguda ou cronica. O agente também pode infectar outras espécies,
causando poliartrite em ovinos e morte em perus. Foi isolado de 6rgdos de mamiferos
domésticos e selvagens, passaro, répteis, anfibios e na superficie corporal de peixes (Wood,

1992).

2.2.2. Metabolismo de E. rhusiopatiae: formacio do acido latico e inibi¢cdo

pelo mesmo

Estudos realizados por Robertson e McCullough (1968) mostraram que o
catabolismo da glicose para a E. rhusiopathiae segue majoritariamente (96%) a via Embden-
Meyerhof-Parnas, e uma pequena parcela, apenas 4%, ¢ metabolizada pela via da hexose
monofosfato. O principal metabdlito produzido em condi¢do anaerdbia ¢ o acido latico, mas

também hé producao de 4cido acético, acido férmico e etanol em menores quantidades.
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A glicose ¢ o principal nutriente da maioria dos microrganismos, pois ¢
bastante rica em energia. Assim como ocorre na maioria das células, o catabolismo da glicose
por E. rhusiopathiae, em condigdes aerdbias, se da pela via EMP até a formagao de piruvato.
A oxidacdo do piruvato até a formacdo de adgua e gas carbonico ¢ um processo com alto
rendimento energético, denominado fosforilacdo oxidativa, constituida de trés mecanismos
distintos, que sao intimamente relacionados: producdo de acetil coenzima A, ciclo de Krebs e
a cadeia transportadora de elétrons. Ja o metabolismo anaerobico da glicose inclui a glicolise
e a fermentac¢do. Durante os ltimos estagios desse processo, 0 NADH (gerado na glicolise) ¢
convertido a NAD+ pela perda de um hidrogénio. Esse hidrogénio ¢ adicionado ao piruvato
que ¢ oxidado, com perda do seu grupo carboxila na forma de CO,, formando o grupo acetil
da acetil coenzima A, e dependendo da espécie, ¢ produzida uma variedade de produtos
metabolicos finais.

A seguir, serdo descritas de maneira mais especifica as etapas de degradacao da
glicose a piruvato por meio da via glicolitica. Os pontos de importancia, nessa seqiiéncia,
estdo indicados abaixo e as reagdes estdo esquematizadas na Figura 2.2 (Lehninger, 1990;
Rocha, 2003).

A. Transporte de glicose para a célula pelo sistema fosfoenolpiruvato-
fosfotransferase. A membrana celular ndo ¢ permeavel a glicose. Porém,
existe um sistema de transporte que capta a glicose do meio. A primeira
fase da glicdlise resulta em quebra da cadeia da hexose em duas moléculas
de gliceraldeido 3-fosfato, cada uma com 3 4atomos de carbono. No
primeiro passo da glicélise, a molécula de glicose ¢ preparada para as
reacOes subseqlientes através da fosforilacdo na posicdo 6 e formagdo da
glicose 6-fosfato as custas do ATP, catalisada pela enzima hexoquinase.

B. Isomerizagdo reversivel da glicose-6-fosfato em frutose 6-fosfato,
envolvendo o deslocamento do oxigénio carbonilico 1 para o carbono 2,
esta reacdo ¢ catalisada pela enzima fosfoglicoisomerase.

C. A fosfofrutoquinase catalisa a transferéncia irreversivel de um grupo
fosfato do ATP para a posi¢do 1 da D-frutose 6-fosfato formando a frutose
1,6-difosfato. A clivagem da frutose 1,6-difosfato em duas trioses fosfato
diferentes, gliceraldeido 3-fosfato e diidroxiacetona ¢ catalisada pela
enzima frutose difosfato aldolase, geralmente chamada de aldolase.

Apenas uma das trioses fosfato formadas pela aldolase, o gliceraldeido 3-

fosfato, pode ser degradada pelos passos seguintes da glicolise. Entretanto,
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a diidroxiacetona fosfato pode ser convertida em gliceraldeido 3-fosfato

pela enzima triose fosfatoisomerase.
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Figura 2.2 - Glicolise: os principais passos na oxidagdo da glicose até a formagdo do acido piravico (passos A

até G descritos no texto).
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D. A segunda fase da glicolise comeca pela oxidagdo do gliceraldeido 3-
fosfato a 3-fosfogliceril fosfato, catalisada pela gliceraldeido fosfato
desidrogenase.

O receptor de hidrogénio na reacdo ¢ o NAD+. A reagdo com o NAD+
ocorre pela transferéncia enzimatica de um hidreto (H-) do grupo aldeido
do gliceraldeido 3-fosfato para o NAD+, produzindo a coenzima reduzida
NADH. O outro 4tomo de hidrogénio da molécula do substrato aparece no
meio como H+.

O NADH formado nesta reagdo precisa ser reoxidado a NAD+, pois so
assim podera participar da degradagdo a piruvato de muitas moléculas de
glicose. Como o NAD+ ocorre em quantidades limitadas no interior da
célula, a glicolise logo cessaria por falta de NAD+ caso o mesmo nao possa
ser reoxidado. A enzima fosfogliceratoquinase transfere o grupo fosfato do
grupo carboxilico do 3-fosfogliceril fosfato para o ADP, formando ATP.

E. Na conversdo do 3-fosfogliceril fosfato em 2-fosfoglicerato ocorre um
deslocamento reversivel do grupo fosfato da posicdo 3 do glicerato para a
posicao 2. Esta reacdo ¢ catalisada pela enzima fosfogliceromutase.

F. A desidratagdo do 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato ¢ catalisada pela
enolase e consiste da remog¢do reversivel de uma molécula de dgua do 2-
fosfoglicerato com a producdo de fosfoenolpiruvato.

G. A transferéncia do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato é catalisada pela
piruvatoquinase. Nela o produto aparece na forma endlica, que sofre um
rearranjo rapido, ndo enzimatico, e transforma-se na forma cetonica do

piruvato. (Lehninger, 1990; Marzocco, 2007).

Sob condig¢des anaerobicas, o piruvato ¢ convertido a lactato pela enzima
desidrogenase latica e libera energia que ¢ armazenada em duas moléculas de ATP. O NADH
gerado pela glicolise ndo pode ser reoxidado pelo oxigénio e precisa ser reoxidado pelo
piruvato. Em condi¢des aerdbias o produto final da glicdlise ndo ¢ o lactato, mas o piruvato, e
o NADH formado pela desidrogenacdo do gliceraldeido 3-fosfato ¢ reoxidado a NAD" pelo
0,.

A formagdo de acido latico € observada no metabolismo da glicose por varias

bactérias. As bactérias homofermentativas convertem glicose quase que exclusivamente em
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acido lactico (geralmente através da glicolise), enquanto que as heterofermentativas
convertem glicose em etanol e CO,, além de produzir 4cido lactico e outros acidos organicos.
Apesar do tipo de fermentacdo que ocorre depender da bactéria, uma fermentacao
homofermentativa, em alguns casos, pode ser convertida em heterofermentativa, mudando as
condi¢des da fermentagdo. As diferentes rotas da glicose no metabolismo de bactérias laticas

estao esquematizadas na Figura 2.3 (Hofvendahl e Hargedal, 2000).
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Figura 2.3 - Catabolismo em bactérias lacticas. Homofermentagdo (A), heterofermentacdo (B) e fermentagao
mista (C). P = fosfato, BP = bifosfato, LDH = desidrogenase latica, PFL = formato piruvatase, e PDH = piruvato
desidrogenase (Hofvendahl, 2000).

A fermentagdo homolatica (homofermentagdo) pode ser representada pela
seguinte equacao:
C¢H1206 — 2 CH3-CHOH-COOH
No entanto, 100% de conversao nessa reagao nunca ¢ obtido. Existem diversos
subprodutos, como etanol, acido acético, acido formico, didxido de carbono, e outras
substancias que podem ser formadas.
Fermenta¢des com um rendimento maior que 80% do valor tedrico do 4cido

lactico sdo consideradas homolacticas (ou homofermentativas). No caso das
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heterofermentativas, o acido lactico e os subprodutos sdo produzidos em quantidades
equimolares.

O 4cido lactico (CH;CHOHCOOH) ¢ um 4cido organico fraco, um dos
metabolitos da respiracdo anaerdbia em bactérias (Figura 2.4). O 4acido lactico ocorre
amplamente na natureza, sendo encontrado no homem, animais, plantas e microrganismos.
Foi descoberto por Scheele, em 1780, no leite azedo. Ja Blondeau (1847) reconheceu o acido

lactico como produto final do processo de fermentagdo (Buchta, 1983).

_ioioH —OOH
H + oH Hio + H
CH3 CH,
Acido Latico: Isdbmero D Acido Latico: Isbmero L

Figura 2.4 - O acido latico apresenta isomeria otica. Isdmeros 6ticos do acido latico, a forma destrogira (D-acido
latico) e levogira (L-acido latico)

Assim que ¢ formado, o acido latico permanece no meio de fermentagdo em pH
aproximadamente neutro, tanto no estado ionizado (CH;CHOHCOO-) quanto no estado
protonado (CH;CHOHCOOH). A forma protonada pode passar através da membrana lipidica
para interior da célula, onde se dissocia no pH superior interno para CH;CHOHCOO e H',
diminuindo o pH intracelular. O mecanismo de inibi¢do pelo 4cido lactico estd relacionado
com a solubilidade do acido lactico ndo dissociado dentro da membrana citoplasmatica e com
a insolubilidade do lactato dissociado, causando acidificagao do citoplasma e falha na forca
préton-motriz. Isso acaba influenciando o gradiente de pH entre as membranas e diminuindo a
quantidade de energia disponivel para o crescimento celular. Portanto, para atenuar o efeito
inibitorio do acido lactico durante cultivos microbianos, sua formagao precisa ser reduzida ou
entdo ele deve ser removido seletivamente do meio de cultivo (Xu et al., 1999).

A atividade antimicrobiana ocorre através da difusdo de moléculas de 4cido
lactico nas células dos microrganismos até atingir um equilibrio, de acordo com o gradiente
de pH, causando perturbagdes na membrana celular e inibicdo de reacdes essenciais ao
metabolismo, causando a morte da célula.

Embora a formacdo de 4cidos orgénicos seja caracteristica do metabolismo
anaerobio, ela também pode ser observada em condigdes aerdbias em um processo

denominado metabolismo overflow de glicose. A ocorréncia do metabolismo overflow tem
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sido amplamente estudada para E. coli e, para esse microrganismo, tem sido associada ao
estabelecimento das seguintes condi¢des: velocidade especifica de crescimento alta,
velocidade especifica de assimilagdo de glicose elevada, alta concentragdo de dioxido de
carbono dissolvido e concentragio de glicose no meio superior a 1-2 g.L”". Embora esta
ultima condigdo possa ser facilmente encontrada na literatura, é mais provavel que uma alta
vazao de glicose para o interior das células ou uma velocidade de crescimento especifico alta
sejam os principais fatores que induzam a produgdo de acido acético em cultivos de E. coli. O
valor limite para a velocidade de crescimento especifico ou para a velocidade de captacdo de
glicose, conhecida como velocidade de crescimento especifico critico (Uerit), depende do
microrganismo, das condigdes de cultura e da composi¢do dos meios de cultivo (Han et al.,
2002; Rocha, 2003).

A origem desse fendmeno pode estar relacionada a uma falha na regulacao da
velocidade maxima de captagdo de glicose pelo sistema fosfotransferase (descrito na etapa A,
Figura 2.2). de E. coli, em altas concentragdes de glicose. Conseqiientemente, o fluxo de
glicose para dentro das vias metabolicas centrais produz mais acetil-CoA que a quantidade
que pode ser usada para a biossintese oxidativa e geragdo de energia.

Uma possivel explicagdo sugere que a cadeia respiratoria, onde o NADH ¢ re-
oxidado, tenha uma capacidade limitada. Como o fluxo do Ciclo de Krebs resulta numa
producdo significativa de NADH e o fluxo para produg¢do de 4cido acético ndo, o
redirecionamento do fluxo de acetil-CoA para 4cido acético seria necessario para evitar
acumulo de NADH, quando a cadeia respiratoria estd saturada (Rocha, 2003). Outra possivel
explicacao ¢ que o Ciclo de Krebs tem uma capacidade limitada e que esse limite ¢ atingido
antes mesmo da respiragdo. Quando o Ciclo de Krebs esta saturado, o aumento da captacgao de
glicose resulta novamente no desvio do fluxo de acetil-CoA a 4cido acético. Nesse caso, a
produg¢do de NADH e a respiracdo podem aumentar ainda mais até que sejam atingidos o
limite da capacidade respiratoria ou a captagdo de glicose maxima (Xu et al., 1999).

Portanto, embora a E. coli seja um dos microrganismos mais estudados, ainda
ndo ha uma explicagdo comprovada para um dos mais importantes fendmenos observados
durante o seu crescimento. No entanto, evidéncias sugerem que a limitagdo do Ciclo de Krebs
¢ a justificativa mais provavel para a formagao de acido acético em meio aerobio e ¢ evidente
que a produgao de acido acético na fermentagdo aerdbia de E. coli, constitui um dos principais
problemas enfrentados durante a realizag¢ao de cultivos (Rocha, 2003).

Cultivos com E. coli e Bacillus subtilis realizados por Fuhrer et al. (2005) e

estudados pela metodologia de anélise dos fluxos metabdlicos utilizando C13, mostraram que,



17

em comparagdo com outros microrganismos , E. coli e Bacillus subtilis apresentaram
metabolismo overflow de glicose, ocorrendo metabolismo anaerobio mesmo em condigdes
aerobias. Fuhrer et al. (2005) chegaram a conclusao que esse tipo de metabolismo ndo é uma
caracteristica tipica do microrganismo estudado, mas sim uma adapta¢do as condi¢des de
cultivo empregadas.

Estudos realizados por Silva et al. (2008) mostraram que, sob condig¢des
aerObias e anaerdbias, E. rhusiopathiae oxida a glicose a acidos orgéanicos, como acido
acético, latico, formico e etanol. O acimulo de uma quantidade consideravel de 4cido latico
como principal subproduto foi observado em cultivos realizados tanto em condigdes aerobias
como anaerobias, indicando que as vias fermentativas sdo ativadas mesmo quando ha
disponibilidade de oxigénio. Conforme descrito por Silva et al. (2008), o acimulo de acido
latico no meio de cultura afeta negativamente o crescimento celular. Além do 4&cido latico, ha

formagao de outros metabolitos, como acido acético e acido férmico.

2.3. Estratégias de cultivo

As condi¢des de cultivo influenciam o metabolismo do microrganismo e
consequentemente o crescimento celular, a formagdo de metabdlitos e a expressao de
proteinas. Assim, uma das primeiras decisdes a ser tomada ¢ a escolha entre o método de
cultivo continuo ou descontinuo (Shuler e Kargi, 2006). O reator descontinuo, também
conhecido como reator batelada, ¢ simplesmente um tanque com agitagdo que contém em um
momento inicial todos os reagentes, dos quais sdo feitas medidas de tempos em tempos para
se aferir a extensdo da reagdo. E o reator mais utilizado em laboratérios experimentais, pela
simplicidade e adequacao (Levenspiel, 1974).

A Tabela 2.2 faz uma comparagdo entre as principais caracteristicas das formas
de cultivo mais comuns (Nielsen et al., 2003).

Em fun¢do das vantagens em termos de risco de contaminacgdo, risco de
muta¢do e flexibilidade a demanda apresentadas na Tabela 2.2, a maioria dos bioprocessos ¢
realizada em processos descontinuos (batelada ou batelada alimentada), utilizado biorreatores

tipo tanque agitado.
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Tabela 2.2 - Comparagdo entre as diferentes estratégias de cultivo de microrganismos em bioreatores

Caracteristicas Batelada Batelada Alimentada Continuo
Volume Constante Variavel Constante
Regime Transiente Transiente/”Estacionario” Estacionario

Composicao Varia com o tempo Varia com o tempo no Constante
inicio, mas pode ser
manipulada durante a fase
de alimentag3o.
Presenca em Muito comum Comum Raro
bioprocessos industriais
Flexibilidade 2 demanda Alta Alta Baixa
Requerimento de mio Alto Alto Baixo
de obra
Operacio Simples Mais complexa Complexa
Possibilidade de Baixa Razoavel Alta
intervenc¢io no processo
Caracteristicas do Pode variar de um lote Pode variar de um lote Constante
produto para outro para outro
Risco de contaminacio Baixo Baixo Alto
Risco de mutacio Baixo Baixo Alto
Necessidade de Recomendavel, mas nio Necessaria. Imprescindivel
instrumentacio, necessaria.
monitoramento e
controle do processo

Indicado para: Formagao de produto Qualquer bioprocesso Qualquer bioprocesso

associada ao crescimento

Biorreatores do tipo tanque agitado sdo tipicamente cilindricos, com fundo liso

ou ligeiramente curvo. A razdo entre a altura e o didmetro do tanque pode variar, mas
geralmente obedece a escala de 1:1, 2:1 ou 3:1. Em tanques pequenos, a temperatura ¢
controlada por meio de uma camisa na qual circulam fluidos de aquecimento e refrigeragao.
J& para tanques grandes sdo necessarios trocadores de calor internos e externos. Em cultivos
aerdbios, o gas (ar, oxigénio ou uma mistura de ambos) ¢ normalmente suprido por um tubo
posicionado no fundo do tanque préoximo ao ultimo impelidor. A saida do gas geralmente tem
um formato de anel perfurado. Muitos tanques agitados sdo equipados com defletores para
impedir a formacdo de vortice devido as forgas de rotacdo introduzidas pela acdo dos
impelidores.

O cultivo em batelada (ou cultivo descontinuo) consiste na preparagdo dos
nutrientes adequados ao desenvolvimento do microrganismo e a adi¢do desses nutrientes ao
biorreator. Apdés o tempo necessdrio, retira-se o caldo do biorreator e executam-se as
operacdes unitdrias necessarias para a recuperagdo e purificacdo do produto. A Figura 2.5
representa esquematicamente um reator tipo tanque agitado, que pode ser operado de

diferentes formas. F corresponde a vazao de alimentacdo de meio suplementar, F’ a vazao de
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retirada de meio de cultivo e V ao volume. Quando F=F’=0, a operacao ¢ em batelada, e nao
entram nutrientes nem saem produtos durante o cultivo. Quando altas concentracdes de
substrato inibem o crescimento celular, ¢ vantajoso iniciar o experimento com concentragdes
de substrato moderadas e acrescentar meio nutriente no decorrer do cultivo, o que caracteriza

uma batelada alimentada (F#0 e F’=0) (Horta, 2008).

E
==
— |
O L -
V
—
~— .
Sistema de
ultrafiltracao

Figura 2.5- Esquema de reator tanque agitado

Estudos desenvolvidos por Silva (2007) sobre o cultivo de E. rhusiopathiae
mostraram que a batelada alimentada apresentou um aumento de quase cinco vezes no valor
maximo de DO (densidade 6tica) atingido em um periodo apenas duas vezes maior que nos
ensaios de batelada simples. Foi também observado que o efeito inibidor causado pelo
aumento da concentracdo dos metabdlitos pode ser diminuido por meio da aplicacdo do
cultivo em batelada alimentada.

Dentre as técnicas utilizadas em cultivos em altas concentragdes celulares,
batelada alimentada ¢ a forma de cultivo mais comumente utilizada comercialmente.

Sistemas de perfusdo, aplicados juntamente com bateladas, bateladas repetidas
ou sistemas continuos, permitem a obten¢do de uma maior concentragdo celular e aumento da
produtividade do processo (Chang et al., 1994).

Cultivos em altas concentragdes celulares, tradicionalmente sdo afetados pela
inibi¢do do crescimento celular causada pelo aumento da concentragdo de acidos organicos
ou outros metabolitos no meio de cultivo. Para que ndo haja diminuicdo da velocidade de
crescimento, € interessante retirar o meio de cultivo saturado com estes metabolitos
inibitdrios. Este modo de operacdo com F e F’ ndo nulos caracteriza o modo continuo. No

“quimiostato”, F=F’#0 e o efluente do reator ¢ o proprio meio de cultivo, incluindo as células.
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Alternativamente, conectando-se uma membrana de microfiltragdo ao biorreator e operando-
se o conjunto com F’#F#0 ou F’=F#0, promove-se a retirada do meio de cultivo saturado,
isento de células, que sdo recirculadas para o biorreator. Este modo de operacao pode ser
considerado uma variacdo da operacdo batelada. Devido a associacdo com a membrana de
microfiltracdo, recebe a denominagcdo de operacdo batelada alimentada em perfusdo ou
operacao continua com reciclo (F’#F#0) (Horta, 2008).

Nos tultimos anos, o modo de operacdo em batelada alimentada tém sido
introduzido com freqiiéncia cada vez maior em bioprocessos para minimizar o acumulo de
subprodutos durante cultivos de altas densidades celulares em curtos periodos de tempo.
Adicionalmente, essa técnica permite facil manutencdo da esterilidade do meio, comparada
aos cultivos continuos.

A inibi¢@o por nutrientes e pela formacao de subprodutos pode ser evitada na
batelada alimentada devido a possibilidade de reduzir a velocidade de crescimento, evitando
assim limitagdes na transferéncia de oxigénio e na transferéncia de calor assim como a
ocorréncia do metabolismo overflow (Strandberg e Enfors, 1991).

A batelada alimentada acoplada a membrana de ultrafiltracdo também vém
sendo bastante empregada com o objetivo de reduzir a concentracao de acidos organicos no
meio de cultivo. Chen e Jonhs (1996) empregaram um sistema de perfusdo com membrana de
fibra-oca com poro de 0,2 um no cultivo de Chlamydomonas reinhardtii para evitar a inibigado
causada pelo acimulo de sédio. Sem o sistema de reciclo, empregou-se uma alimentagao
contendo acetato a uma concentracao de 1,7g/L, com taxa de diluicao de 0,1h". Contudo, o
crescimento celular nessas condigdes foi baixo. Usando a mesma diluicdo ¢ a mesma
concentragdo de acetato na alimentagdo, uma maior produtividade celular foi obtida
(0,083g/Lh) a uma vazao de drenagem de 0,5 L/h. A concentracdo de acetato dentro do reator
foi menor que 50 mg/L.

Na operacdo em perfusdo, o entupimento da membrana deve ser evitado ao
maximo para assegurar a estabilidade do sistema. O modo de fluxo transversal para a filtragao
¢ um método conhecido para evitar o entupimento dos poros. No entanto, esse modo de
operagdao ¢ limitado pela resisténcia do material da membrana utilizada. A exigéncia de
grande numero de membranas, o alto custo das mesmas e a complexidade do processo

limitam o emprego desse tipo de sistema em processos industriais (Chang et al., 1994).
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2.4. Meios de cultivo utilizados em cultura de bactérias

Para renovacdo da matéria viva, os elementos quantitativamente mais
importantes sdo o carbono e o nitrogénio. Além do carbono e do nitrogénio, os
microrganismos exigem uma série de outros elementos, sob a forma de compostos
inorganicos, também chamados fontes inorganicas essenciais. Dentre eles temos o hidrogénio
e o oxigénio, que sdo os principais constituintes de compostos organicos e agua celular; o
fosforo, sob a forma de fosfatos, importante no metabolismo energético e na sintese de acidos
nucléicos; o enxofre, necessario para a biossintese dos aminoacidos cisteina, cistina, e
metionina e diversas coenzimas. Também sdo listados o potéssio, ativador de enzimas e
regulador da pressdo osmotica (Borzani et al., 2001).

Basicamente existem dois grandes grupos de meios de cultura: os meios
sintéticos e os meios complexos. Chamam-se sintéticos aqueles cuja composi¢do quimica €
qualitativa e quantitativamente conhecida. Meios enriquecidos com outros componentes
capazes de oferecer uma variedade grande de aminoacidos e vitaminas, como o extrato de
levedura, passam a ser complexos, pois contém um produto cuja composi¢do quimica nao €
perfeitamente definida. Na pratica, a maioria dos meios utilizados ¢ do tipo complexo e as
mais variadas substancias podem ser utilizadas na sua composi¢do: peptonas, extrato de carne,
extratos de 6rgdos de animais como figado, coracdo, extratos vegetais como soja, arroz, ou
ainda outras, como sangue, soro etc (Borzani et al., 2001).

Os componentes mais comuns na composi¢do de um meio fardo parte de uma
destas categorias: nutrientes nitrogénio-aminico (aminoacidos, fontes inorganicas de

nitrogénio, peptonas, infusdes, extratos) ou fonte de energia (carboidratos, glicerol, etc.).

2.4.1. Fontes de Carbono

As bactérias sdo microrganismos heterotroficos, exigindo fontes orgénicas de
carbonos; destas as mais comuns sdo os carboidratos, particularmente D-glicose, aminodacidos,
acidos monocarboxilicos, lipideos, alcodis e polimeros como o amido. O carbono forma o
esqueleto das trés maiores classes de nutrientes organicos: carboidratos, lipideos e proteinas.
Estes fornecem energia para a célula e servem como unidade bésica do material celular
(Borzani et al., 2001).

Para E. rhusiopathiae ocorre fermentagdo (produgdo de acido) a partir de

glicose, frutose, galactose e lactose, mas nao de maltose, xilose e manitol. A sacarose ¢
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fermentada pela maioria das cepas de E. tonsillarum, mas ndo por E. rhusiopathiae (Wang,
2010).

Deem e Wiliams (1936) testaram para 5 diferentes cepas de E. rhusiopathiae
diversas fontes de carbono, dentre elas: glicose, frutose, galactose, manose, arabinose, xilose,
lactose, maltose, sacarose, rafinose, dextrina, inulina, dulcitol, glicerol e manitol. O
crescimento do microrganismo foi verificado a partir de variagdes na acidez do caldo de
cultivo, ou seja, a diminuicdo do pH era usada como indicagdo do crescimento do
microrganismo e de adaptagdo a nova fonte de carbono. Os resultados foram positivos para
glicose, frutose, galactose e lactose e parcialmente positivos para manose, arabinose ¢ xilose.
Nao foi detectada relagdo entre a origem das cepas e as suas reagdes fermentativas.

White e Shuman (1961) testaram diferentes fontes de carbono no cultivo de E.
rhusiopathiae além de testar novas metodologias para indicagdo da variagdo de pH no meio
durante o crescimento do microrganismo. Foram testadas 22 cepas diferentes, em 4 meios de
cultivo cada uma e as metodologias adotadas na verificagdo de mudangas no pH foram:
utilizagdo de um indicador quimico, mudanga de pH utilizando um eletrodo e titulagdo. As
fontes de carbono testadas foram: arabinose, trealose, dextrina, maltose, sacarose, lactose,
manose, xilose, frutose, galactose e glicose. Inulina, rafinose e raminose foram testados e nao
mostraram nenhuma variagcdo no pH do meio. Arabionose e trealose foram oxidadas
produzindo acidez mensurdvel em apenas duas condigdes empregadas no meio de base de
vermelho de fenol com soro. Dextrina, maltose e sacarose foram fermentadas apenas na
presenga de soro de cavalo. Glicose, frutose e¢ galactose foram fermentadas em todas as

condicoes testadas.

2.4.2. Fontes de Nitrogénio

Todos os microrganismos necessitam nitrogénio em alguma forma, pois ¢ a
parte essencial dos aminoacidos, que formam as proteinas, nucleotideos e coenzimas.
Algumas bactérias podem utilizar o N, (nitrogénio atmosférico) e outras podem utilizar
compostos nitrogenados como nitratos, nitritos e sais de amdnia. A adi¢do de aminoécidos ou
hidrolisados de proteinas favorece o crescimento da maioria dos microrganismos
heterotroficos (Borzani, 2001).

Alguns exemplos fontes de nitrogénio estao relacionados na Tabela 2.3 (Souza,

2003).
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Chama a aten¢do o nimero de fontes de nitrogénio animal disponiveis (extrato
de carne, sais biliares, caseina, infusdes, peptonas animais e proteose peptona) frente ao
pequeno numero de fontes de nitrogénio de origem vegetal.

Com o surgimento continuo de novos casos de encefalopatia espongiforme
bovina, vulgarmente conhecida como doenga da vaca louca ou BSE (do acronimo inglés
bovine spongiform encephalopathy), tornou-se ainda mais premente a busca por novas
formulagdes de meios de cultura livres de componentes de origem animal. Muitos
microrganismos que antes eram cultivados em meios com substratos de origem animal estao
sendo estudados e as formulagdes desses meios estdo sendo reformuladas. Por exemplo, testes
comparativos para o cultivo de E. coli, mostraram que esse microrganismo cresce melhor em
Soytone que no meio baseado em TSA (Tryptic Soy Media), que contém em sua formulagdo
triptona, obtida a partir da digestdo da caseina, de origem animal. O mesmo resultado foi
observado no cultivo de E. faecalis, onde a concentragdo celular obtida em meio livre de
nutrientes de origem animal foi o dobro da concentracdo obtida em outros meios. (BD
Bionutrients, 2007).

A peptona de soja ¢ produzida a partir da digestdo enzimatica da proteina de
soja utilizando papaina. E comumente utilizada no cultivo de uma grande variedade de
microrganismos por ser uma fonte de nitrogénio rica em aminodcidos e também em
carboidratos (aproximadamente 20%).

Cerca de 225,6 milhdes de toneladas de soja sdo produzidas anualmente no
mundo todo. Grey et al. (2008) estudaram o crescimento de diversos microrganismos e
relataram os efeitos de diferentes peptonas obtidas partir de diferentes fontes bioldgicas e
distintos fornecedores. S. enterica ssp. enterica Typhimurium (ATCC 14028), S. enterica ssp.
(NCTC 4840) e Escherichia coli (NCTC 10418) cresceram bem nos meios com as diversas
peptonas de soja utilizadas, embora tenham sido observadas diferengas entre as provenientes
de diferentes fornecedores, ainda que nao tdo acentuadas como para peptonas de origem
animal (carne e caseina). Os resultados obtidos mostraram que as diferencas no processo de
producdo da peptona de soja adotado pelos fabricantes pode influenciar no crescimento do
microrganismo. Uma possivel explicacdo para a variacdo dos resultados obtidos com as
diferentes peptonas ¢ o estado da planta no momento da colheita: se o tecido estava
danificado, as respostas de defesa das plantas poderiam estar levando a produ¢do de agentes
antimicrobianos. Nesse caso, o aumento da concentragdo de peptona no meio de cultura,
resultaria em uma diminui¢do do crescimento do microrganismo, por conta do aumento da

concentracdo de inibidores no meio. Outras varidveis do processo que deveriam ser
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padronizadas incluem a temperatura, duracdo da digestdo, etapas de filtracao, centrifugagao e

secagem, durante o processamento da peptona, além de procedimentos de limpeza entre as

bateladas. De fato, os processos de fabricacdo ndo sdo padronizados entre as empresas e

contribuem para as diferengas entre peptonas de diferentes fabricantes e também variagdes

entre os lotes dos produtos, influindo diretamente no desempenho da peptona (Gray et al.,

2008).

Tabela 2.3 - Caracteristicas de alguns dos principais componentes complexos usados como ingredientes dos

meios de cultura:

Ingredientes Caracteristicas
Agar E uma mistura de 2 polissacarideos obtidos de algas marinhas, usado para solidificar o
meio. E insolivel em agua fria. Ndo serve como nutriente para a maioria dos
microrganismos e ndo ¢ metabolizado durante seu crescimento.
Extrato de E um extrato aquoso de tecido muscular, concentrado sob a forma de pasta. Contém
Carne carboidratos, compostos organicos de nitrogénio, vitaminas hidrossoluveis e sais.

Sais Biliares

Caseina

Infusoes

Peptona

Proteose
Peptona
Soytona
Tiotona
Extrato de

Levedura

Agua de
maceracao de

milho

Preparado a partir de bilis de boi fresca e usado como agente inibidor seletivo em
bacteriologia.

E obtido a partir da digestdo pancreatica da caseina. E uma fonte importante de nitrogénio-
aminico.

Podem ser utilizadas infusdes de coragao de boi ou de bezerro, além de infusdo de cérebro.
E um produto da digestdo enzimatica de fontes animais, como a carne, ou a peptona vegetal,
que ¢ preparada a partir do digerido de farinha de soja com papaina. E soluvel em agua e
formada por polipeptideos, agua e oligossacarideos.

E uma peptona especializada, preparada por digestivos de carne fresca selecionada com
papaina.

E um hidrolisado enzimatico de farinha de sementes de soja.

E preparado por digestivo péptico de tecido animal. Tem alta concentragdo de enxofre.

E o extrato aquoso de células de leveduras lisadas e fonte excelente de substincias
estimulantes do crescimento como vitamina B e compostos organicos de nitrogénio e
carbono.

Corn steep liquor. E um subproduto da fase inicial do processamento do milho para
producdo do amido. Rico em carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais
vitaminas e fosfato, muito utilizada para reduzir o custo do meio de cultura utilizado para a

produgio de enzimas por microrganismos. (Nascimento et al., 2007)

O desempenho das peptonas ndo ¢ influenciado apenas do processo de

fabricacdo. Outro fator importante no desempenho do meio de cultivo € o processo de

esterilizagdo utilizado. O processo de autoclavagem ¢ conhecido por causar auto-oxidagdo dos
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acucares em meios com tampao fosfato devido a reacdo de Maillard, produzindo espécies
toxicas no meio, o que ndo acontece no processo de esterilizagdo por filtragdo (Gray et al.,
2008).

Procedimentos empregados em laboratorio durante a preparacdo de meios de
cultivo também influenciam o desempenho das peptonas. Estes incluem o sobreaquecimento
durante a autoclavagem dos meios de cultivo, resultando na producao de espécies toxicas, que
tém concentragdes diferentes, dependendo da origem da peptona. Também vale ressaltar que
medidas imprecisas afetam a composi¢ao do meio, as condigdes de armazenagem e a validade
dos componentes e tempo de estoque do meio preparado afetam diretamente o desempenho do
meio de cultivo. Estudos mostraram que as diferentes técnicas de esterilizagao afetaram a
performance das peptonas no crescimento de S. typhimurium: as velocidades de crescimento
em meio filtrado foram significativamente mais altasdo que as observadas com o meio
preparado por autoclavagem. Isto pode ser indicativo da degradag¢ao de algum componente do
meio de cultivo, como algum aminoécido (triptofano, por exemplo) ou vitamina (biotina ou
tiamina, por exemplo). Outra hipdtese ¢ que a reidratagdo da peptona com agua, reativou
enzimas presentes na digestdo original da matéria prima, permitindo a continuacdo da
digestao das peptonas em solugdo. Isso resultaria em um aumento do numero de peptideos de
menor peso molecular ou substratos utilizaveis no meio autoclavado, levando a rapida
absorcdo de nutrientes e, conseqiientemente, menores velocidades de crescimento. Em
contraste, as enzimas presentes no meio autoclavado seriam desnaturadas pelo calor durante o
processo de autoclavagem, e assim proteinas de maior peso molecular (que s3o mais dificeis
de serem absorvidas pelos microrganismos) permaneceriam. A presenga de componentes
toxicos em meios autoclavados também poderia estar prejudicando a velocidade de
crescimento de Salmonella em meio autoclavado. No entanto, o rendimento no cultivo de
Salmonella nao foi afetado, indicando que a disponibilidade de fontes de carbono do meio néo
foi significativamente alterada durante os diferentes procedimentos de esterilizacao (Gray et
al., 2008).

Ainda de acordo com os estudos de Gray e colaboradores, peptonas de soja sdo
ricas em uma grande variedade de nutrientes e o aumento da sua concentragdo dessas
peptonas no meio, resultou no aumento da taxa de crescimento para todos os microrganismos
estudados. O crescimento do microrganismo estd diretamente ligado a sua capacidade de
absorc¢do de nutrientes. Assim, ndo importando tanto a composi¢do do meio, esse crescimento
sera favorecido ou desfavorecido dependendo da capacidade do microrganismo de secretar

enzimas para o meio para que haja a degradacdo de macromoléculas nas suas formas
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utilizaveis, difusdo ou absorcdo desses nutrientes através de permeases ou sistemas de
transporte destes substratos para dentro da célula. Estes processos celulares que estariam
limitando o crescimento, e ndo a composi¢ao do meio (Grey et al., 2008).

J& nas pesquisas de Fang e colaboradores (2006) foi desenvolvido um meio de
cultura para Clostridium tetani isento de insumos de origem animal, os quais foram
substituidos por peptona de soja. Os Insumos de origem animal tradicionalmente empregados
como fonte de nitrogénio para produg¢do de toxina tetdnica fornecem as proteinas, os
peptideos e os aminoacidos necessarios para o crescimento do Clostridium tetani. Quando o
toxoide ¢ produzido, no entanto, ele acaba sendo contaminado com residuos de formalina de
proteinas animais ou seus subprodutos de degradacao parcial. Essas proteinas residuais podem
conter contaminantes indesejdveis como prions que causam o BSE - Encefalopatia
Espongiforme Bovina ou peptideos antigénicos que estimulam reagdes anafilaticas e outras
reacdes indesejaveis. O meio tendo como fonte de nitrogénio a peptona de soja manteve o
mesmo rendimento na producao da toxina tetanica, em comparagdo aos meios BHI e caseina,
que antes eram utilizados.

Estudos realizados por Liu et al. (1995), nos quais foi realizada a otimiza¢ao
do meio de cultivo de Bacillus natto para produg¢do da enzima natoquinase, mostraram que o
meio que contendo peptona de soja (Soytone) como fonte de nitrogénio foi 0 mais promissor.
Dentre os outros meios estudados, baseados em caseina, amodnia, carne de soja, 0 meio que
continha peptona de soja, foi o que apresentou maior atividade da enzima.

A agua de macera¢do de milho (corn steep liquor) ou milhocina é um
subproduto rico em carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais vitaminas e fosfato
e ja foi utilizada por vérios autores para reduzir o custo do meio de cultura utilizado para a
produ¢do de enzimas por microrganismos. A 4gua de maceracdo de milho contém
quantidades consideraveis de vitaminas do complexo B, exceto tiamina, provavelmente
porque esta ¢ destruida durante o processo de maceragdo no tratamento com SO, (Koffler e
Liggett, 1948).

Koffler e Liggett (1948) apontaram que a principal desvantagem do uso da
agua de maceragdo de milho em microbiologia é a sua composi¢do variavel. Esta
variabilidade depende do tipo e da condi¢do do milho, e ainda mais do grande nimero de
variaveis envolvidas no processamento de amido. Por outro lado, a 4gua de maceracdo de
milho é uma alternativa barata a substratos mais caros, como o extrato de levedura e a
peptona, além de ser uma alternativa vegetal. O seu uso em laboratorio, no cultivo de

microrganismos, pode servir tanto como complemento, substituindo os extratos, ou como
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principal fonte de nitrogénio e carbono para qualquer microrganismo. Em geral, qualquer
organismo capaz de crescer em meios bem simples contendo extrato de carne e peptona pode
crescer em meios contendo apenas a d4gua de maceragdo de milho.

Nascimento et al. (2007) otimizaram o meio de cultura de Bacillus sp.
thermophilic, com o intuito de aumentar a producdo de proteases para fins industriais.
Substituindo o citrato trissédico pela agua de maceracdo de milho (0,5%), os autores
obtiveram um aumento surpreendente na atividade das enzimas proteases.

De longe, a aplicacdo mais importante da dgua de maceragdo de milho em
microbiologia foi feita por Moyer e Coghill, que observaram que a adi¢do desse substrato ao
meio de cultura fez com que a produgdo de penicilina aumentasse consideravelmente,
demonstrando que a mesma apresenta propriedades capazes de estimular a biossintese de
penicilina por microrganismos dos grupos P. notatum e P. chrysogenum (Koffler ¢ Liggett,
1948).

Até o momento, ndo foram relatados meios de cultivo isentos de fontes de
nitrogénio de origem animal para E. rhusiopathiae. As fontes de nitrogénio mais utilizadas
sdo BHI (Brain Heart Infusion), BHIS (Brain Heart Infusion suplementado com soro animal)
e peptonas de origem animal. Ao contrario de muitos outros microrganismos gram-positivos,
E. rhusiopathiae cresce pouco em meios liquidos como caldo BHI, a menos que o caldo seja
suplementado com 10% de soro (BHIS). No entanto, E. rhusiopathiae nao utiliza a fragdo
principal da proteina do soro (Groshup, 1990). Mais detalhes sobre os meios de cultivo ja

descritos para E. rhusiopathiae serdao abordados a seguir.

2.5. Cultivos de Erysipelothrix rhusiopathiae

Os estudos sobre o cultivo de E. rhusiopathiae relatados na literatura enfocam
inicialmente as questdes de otimizacao do meio de cultivo e posteriormente se concentram na
identificacdo de antigenos deste microrganismo, no intuito de se poder produzir uma vacina

de subunidade antigénica contra a erisipela suina (Silva, 2007).

2.5.1. Cultivos em frascos agitados

Deem e Williams (1936) testaram, para 5 cepas diferentes E. rhusiopathiae,

diversas fontes de carbono. O crescimento de E. rhusiopathiae nas diferentes fontes de
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carbono foi inferido apenas por variagcdes no pH do meio de cultivo. O meio utilizado nos
ensaios em camara incubadora continha globulos vermelhos de sangue suino e agua, peptona
(1%) e cloreto de sédio.

White e Shuman (1961) também testaram diversas fontes de carbono no cultivo
desse patogeno. Foram utilizados quatro meios de cultivo diferentes: (i) meio base de
vermelho fenol (BBL da Difco); (ii) meio base de vermelho fenol (BBL da Difco) com soro
de cavalo, 10%; (ii1) meio composto de extrato de carne, peptona da Difco, cloreto de sodio e
acido fucsinico e (iv) meio composto de extrato de carne, peptona da Difco, cloreto de sodio e
acido fucsinico suplementado com soro de sangue de cavalo. O meio base utilizado em (i) e
(i1) era composto por digerido pancreatico de caseina (10 g/L), cloreto de sédio (5 g/L) e
vermelho de fenol (18 mg/L). Os resultados mostraram que a maior producdo de 4cido foi
observada nos meios (i) e (iv). A partir dos dados obtidos, os autores chegaram a conclusao
que o meio mais estavel, com a menor variagdo nos resultados, foi o meio suplementado com
soro de cavalo.

Kludas e Meese (1967), acreditando que o antigeno seria um produto do
metabolismo e que, assim, sua producdo aumentaria significativamente dependendo da
composi¢ao do meio de cultura, testaram adicionar ao meio utilizado, usualmente a base de
fluidos animais (Brain Heart Infusion — BHI), soro de varios grupos de animais e verificaram
que o soro de cavalo favorecia o crescimento celular.

Feist et al. (1976) realizaram um estudo sobre as necessidades nutricionais de
E. rhusiopathiae e foi observado que a maior parte das proteinas do soro de cavalo ndo era
consumida pelo microrganismo. Assim, foi formulado um meio de cultivo livre de soro,
contendo glicose, Tween 80, extrato de levedura, peptona n° 2, arginina e tampao fosfato,
desde entdo chamado de meio Feist, com o qual foram obtidos 6timos resultados para o
crescimento do bacilo em estudo (Silva, 2007).

Groschup e Timoney (1990) obtiveram excelente crescimento em meio Feist
modificado, utilizando um tampao duas vezes mais concentrado e esterilizando o meio através
de microfiltracdo. Atingiram a fase exponencial de crescimento em apenas 2 h e obtiveram o
dobro em concentracdo celular comparada ao meio BHIS (Brain Heart Infusion suplementado
com soro animal), ao final do cultivo. Os autores enfatizaram a importancia de esterilizar o
meio por filtracdo, ja que uma leve carameliza¢do da glicose reduz o crescimento bacteriano
drasticamente. Da mesma forma, os autores alertaram ainda para a importancia da escolha da

peptona, pois algumas peptonas podem afetar o crescimento de E. rhusiopathiae.
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Zarkasie et al. (1996) estudaram o crescimento de E. rhusiopathiae em meio
Feist modificado e também em meio triptose fosfato. Os resultados mostraram que o
crescimento foi mais intenso no meio Feist, porém a fase de declinio iniciou-se rapidamente
apos a concentracdo celular maxima ser atingida. O rapido declinio na concentragao celular é
conseqliéncia da liberagdo de proteases que causam intensa lise de células e podem degradar o
antigeno produzido. No meio triptose fosfato, menores concentracdes celulares maximas
foram atingidas, porém o cultivo permaneceu no estado estaciondrio até 23 horas apos a
inoculagao (Silva, 2007).

Sobre as exigéncias nutricionais e o metabolismo de E. rhusiopathiae, sabe-se
que, aparentemente, arginina ndo ¢ sintetizada pelo microrganismo, mas ¢ consumida em
grandes quantidades e metabolizada em citrulina e ornitina. Tween 80, assim como a glicose,
¢ considerado promotor do crescimento e segundo Ewald (1981), o triptofano também
desempenha este papel (Silva, 2007).

Todos os experimentos relatados foram conduzidos em frascos agitados,
mantidos em cdmara incubadora, sob condicdes estaticas ou sob agitacdo, sem o controle do
pH e das condic¢des de aeragdo. Os principais dados sobre estes cultivos estdo resumidos na
Tabela 2.4, adaptada da dissertacdo de mestrado de Silva (2007).

Observa-se na Tabela 2.4 que, como uma parte significativa dos estudos se
concentra nas décadas de 30 a 60, pouca informac¢do quantitativa sobre o crescimento pode ser
extraida. J4 nos estudos conduzidos posteriormente, onde mais dados dos cultivos realizados
podiam ser extraidos, observa-se que a DO maxima alcancada foi em torno de 3, o que
corresponde a uma concentragao celular de aproximadamente 1,5 g/L.

Silva (2007) obteve grandes avancos em relacdo ao cultivo do bacilo E.
rhusiopathiae em comparagdo com o que ja havia sido descrito na literatura. Entre os aspectos
do cultivo do microrganismo que foram sucessivamente estudados com impacto direto na
producdo de biomassa, no perfil de crescimento celular e na producao de antigeno, destacam-
se a preservacdao das células em criotubos congelados a -70°C, a formulagdo do meio, o
cultivo do microrganismo em biorreator sob condi¢cdes controladas de manutencdo do pH e
da concentragdo de oxigé€nio dissolvido, a identificagdo e quantificagdo dos metabolitos
formados, dentre outros. Assim, os principais resultados obtidos indicaram uma grande
diminuigdo na fase lag de crescimento, um aumento significativo na velocidade de

crescimento do microrganismo e a obten¢do de altas concentragdes celulares.
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Tabela 2.4 - Condi¢des iniciais e principais resultados dos experimentos relatados na literatura sobre o cultivo

de E. rhusiopathiae

Fonte Deem e White e Kludas e Groschup e Zarkasie et Silva et al.
Williams Shuman Meese (1967) Timoney al. (1996) (2008)
(1936) (1961) (1990)
Linhagem do 4 linhagens 185-204; E1- 10-T EI-6P; Me-7; | Shizuoka-63, | NCTC 11004
microrganismo diferentes 6; S-192; HC- T 28; SE-9; 82-510; 82- e 11002
585;422-1; Frankfurt XI; 527, 44;
NF-4; 378; Doggerschabe | Tama 96; Kg-
254; 228-H; 2; SE-9
M3LP3;
Marienfeld
Meio de cultivo Globulos base de BHIS Feist Feist Feist
vermelhos de vermelho modificado; modificado; modificado
sangue suino fenol, base BHIS Triptose
de Andrade e fosfato com
soro de 0,1% de
cavalo Tween 80
pH inicial 7,2 6,8-7,2 NC 8,0 8,0 8,0
Temperatura NC 37 NC 37 37 37
(W9
Fracao de NC NC 10% 1% 1% 10%
inéculo (v/v)
Tempo de NC NC 6 20 23 12
cultivo (h)
Conc. Celular NC NC 0,59 g/L 1,0 g/L™ 0,9 (DO a 3,29
(final da fase 420 nm) (DO a 420
exponencial) nm)
pmax (h) NC NC NC 0,45 0,42 0,25

NC —nio consta.

*! _ Média de DO ou de concentracio celular em g/L para as cepas de crescimento mais rapido e mais lento.

*2 _ Valor médio de iy estimado a partir da variagdo dos valores de DO em fungdo do tempo para as cepas de
crescimento mais rapido e mais lento.

Silva (2007) realizou uma série de experimentos em camara incubadora
visando estudar a influéncia da fracdo de inoculo, da composicao do meio de cultivo e das
condi¢des de disponibilidade de oxigénio sobre o crescimento, o consumo de glicose e a
formacao de metabolitos. Foram testadas diferentes formulagdes com variacdes nas
concentragdes de glicose, peptona, arginina e Tween 80 para avaliar a influéncia da
concentragdo de cada um destes nutrientes no crescimento do microrganismo separadamente,
observando-se que o meio Feist modificado (Groschup, 1990) apresentava um déficit
nutricional. Os meios suplementados com mais 50% dos nutrientes selecionados apresentaram
valores de DO maiores que o do meio Feist modificado. Observou-se que nos cultivos com
uma maior fracdo de indculo (20%), houve um menor tempo de fase lag.

Silva (2007) também estudou a influéncia do aumento da concentracao de
glicose e de extrato de levedura no crescimento do microrganismo a fim de propor uma nova

formulagdo para o meio de cultivo que levasse a uma maior formagdo de biomassa. Com a
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utilizacdo de meio mais rico, foram produzidas altas concentragdes de acido latico, que

ultrapassaram 8,5 g/L ao final do cultivo, em condi¢ao microaerofila.

2.5.2. Cultivos em biorreator

Excelentes resultados foram alcancados nos ensaios em biorreator realizados
por Silva (2007) em decorréncia principalmente dos resultados de aprimoramento do meio de
cultivo e também pela implementagdo do controle automatico de pH no biorreator. Nestas
novas condi¢des foram alcancadas as concentracdes celulares necessarias para a producao de
vacinas. A maior velocidade especifica maxima de crescimento foi registrada em condi¢do de
anaerobiose, porém neste experimento a concentragdo celular méxima atingida foi a menor
entre as trés condicdes estudadas. Tal fato ¢ explicado pelo efeito de inibicdo provocado pelo
acumulo de 4cido latico, que se mostrou mais toxico na auséncia de oxigénio, ja que no ensaio
microaerdfilo foi atingida uma maior concentragdo celular apesar da alta concentragdo deste
metabolito.

O esclarecimento do fator determinante no processo de interrup¢do do
crescimento celular, identificado como as baixas concentragdes de glicose, juntamente com a
verificagdo do papel inibitorio de altas concentracdes desse substrato no crescimento do
microrganismo apontaram a batelada alimentada como um modo de operacao altamente
promissor para atingir-se maior forma¢do de biomassa nesse processo. Assim, um cultivo em
batelada alimentada com vazdo constante implementada em dois valores diferentes foi
realizado e a massa celular atingida foi de aproximadamente 10,0 g/L, correspondendo a uma
leitura de densidade otica de 18,0 e contagem de 1,7 x 10" UFC/mL. Como esperado, as vias
fermentativas do microrganismo foram ativadas mesmo em condi¢des plenamente aerobias.
Foi registrado um grande acimulo de acido latico e a concentragdo limite deste metabolito
que provoca inibicdo efetiva do crescimento celular foi alcancada. Apos atingir-se 10 g/L de
lactato, ocorreu uma interrup¢ao no aumento da produgdo de biomassa e atingiu-se uma fase
onde a concentragdo celular permaneceu praticamente constante apesar do aumento continuo
da quantidade de metabdlitos presente no meio. A batelada alimentada apresentou um
aumento de quase cinco vezes no valor maximo de DO atingido em um tempo apenas duas
vezes maior que nos ensaios de batelada simples (Silva, 2007).

De acordo com a revisao bibliografica realizada, observa-se que os estudos

referentes a esse microrganismo até a década de 80 eram focados na otimizagdo do meio de
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cultivo para E. rhusiopathiae, sendo o ultimo estudo de otimizagdo do meio de cultivo
publicado por Zarkasie et al. em 1996. Durante o mestrado de Silva (2007) foi realizado um
estudo de otimizacdo das concentracdes de glicose, extrato de levedura, arginina e da aeragao
do meio durante os cultivos.

A maioria dos estudos realizados foi feita em frascos agitados e encontra-se
pouca informagao a respeito de cultivos de E. rhusiopathiae em biorreator. As maiores
contribui¢des em cultivos em biorreator foram realizadas por Silva et al. (2008). Ainda nio
existem dados na literatura correspondentes a ocorréncia do fenomeno overflow para E.
rhusiopathiae.

O ultimo estudo realizado a respeito da utilizacdo de diferentes fontes de
carbono para E. rhusiopathiae ocorreu em 1961, onde o crescimento do microrganismo era
aferido por indicadores de pH. Resultados mais detalhados sobre a producdo de metabolitos e
o consumo dos substratos ndo foram publicados até 0 momento.

Ultimamente, tém-se focado no desenvolvimento de vacinas inativadas contra
erisipela suina e na producdo de vacinas acelulares, formuladas a partir de antigenos presentes
na superficie da célula. A grande vantagem dessa alternativa ¢ a possibilidade de, utilizando
técnica de biologia molecular, super expressar esses antigenos em microrganismos mais
seguros, evitando-se o inconveniente de cultivar microrganismos patogénicos ou oportunistas

em grandes biorreatores.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para realizagdo dos experimentos foi utilizada a cepa de Erysipelothrix rhusiopathiae
NCTC 11004. Esta cepa foi conservada em criotubos com meio Feist modificado (Silva,
2007) contendo 10% (v/v) de glicerol, mantidos em ultrafreezer a -80°C, em ampolas

liofilizadas.

3.1. Meios de cultivo

3.1.1. Meios solidos

Para o crescimento do microrganismo, dois diferentes meios sélidos foram utilizados

com finalidades especificas.

3.1.1.1. Meio &gar-sangue

Este meio foi utilizado para verificagdo da morfologia e pureza das colonias
durante os cultivos do microrganismo. Nesse meio, as células de E. rhusiopathiae provocam
a-hemolise do sangue presente na formulagdo, o que juntamente com a forma, tamanho e
auséncia de coloragdo das coldnias permite a caracterizacdo da espécie em estudo. A Tabela

3.1 mostra a composi¢ao do meio agar-sangue utilizado.

Para a preparacdo das placas de agar-sangue com 1,0L de solucdo, segue-se o
seguinte protocolo (Silva, 2007):
a) Preparar 950 mL de solugdo contendo agar e cloreto de sodio e autoclavar;
b) Esfriar at¢ 50°C e adicionar 50 mL de sangue de carneiro desfibrinado.
Importante: ndo colocar o sangue se a temperatura estiver acima de 50°C;
c¢) Distribuir o meio nas placas estéreis;
d) Quando o 4gar estiver solidificado, colocar as placas na estufa a 37°C por uma

noite, para verificar se ndo ha contaminagao.
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Tabela 3.1- Composicao do meio agar-sangue (Silva, 2007)

Componente Concentracgio
Tryptic Soy Agar* 40 g/L
NaCl 7 g/L
Sangue desfibrinado 50 mL/L

*composigao descrita na Tabela 3.2

Tabela 3.2 - Composic¢ao do Tryptic Soy Agar (Silva, 2007)

Componente Concentracio (g/L)
Hidrolisado enzimatico de caseina 15
Hidrolisado enzimatico de soja 5
NaCl 5
Agar 15
pH 7,3+£0,2

3.1.1.2. Meio agar-TPA

Este meio foi utilizado para verificar a eficacia da etapa de inativagdo. Sua

composicao ¢ dada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Composi¢@o do meio agar-TPA

Componente Concentracio (g/L)
Triptose Fosfato 29,5
Agar 20
pH 7,5

A composicao da Triptose Fosfato ¢ dada pela Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Composicdo da Triptose Fosfato

Componente Concentragio (g/L)
Tritose 20
Glicose 2
NaCl 5
Na,HPO, 2,5

3.1.2. Meios liquidos

Os meios utilizados no cultivo e preparo de inéculo em frascos agitados foram

os mesmos utilizados na ativagdo do microrganismo.
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Os meios de cultura foram preparados de acordo com a Tabela 3.5 com volume
adequado para cada ensaio em camara incubadora rotativa. No decorrer do trabalho foram
realizados dezesseis experimentos para estudar diferentes fontes de carbono e de nitrogénio
(ensaios S4, S5, S6 e S7), cujas composicdes dos meios estdo descritas nas Tabelas 3.6, 3.7 e
3.8. O experimento S1 foi realizado com meio Feist modificado proposto por Silva (2007)
(meio 1), a partir do qual foram feitas as novas formulagdes denominadas de meio 2, meio 3 e
meio 4 descritas na Tabela 3.5. O meio 1 foi adotado como a composi¢do de meio padrao,
sendo utilizado nos ensaios S1 a S7, na ativagdo dos criotubos e nos cultivos utilizados para a
renovagao do estoque de criotubos. O meio 2, com concentragdo de fosfato diminuida em 10
vezes foi utilizado, junto com glicerol, como agente criogénico, para conservacao do

microrganismo no banco de criotubos.

Tabela 3.5 - Meios liquidos de cultura utilizados nos experimentos

Meio 1* Meio 2 *
(padrio)
Componente Concentragao (g/L) Concentracao (g/L)
Glicose 9,0 9,0
Peptona N2 (Difco) 7,5 7,5
Extrato de levedura 7,5 7,5
Arginina 0,75 0,75
Tween 80 0,75%* 0,75%*
Na3PO4.12H20 76,02 -------
Na,HPO,12H,LO = - 6,805
KH,p,0, 0,136

pH=8,00
*Formulagdes obtidas por Silva et al. (2008)
**No caso do Tween 80 a concentragio estd expressa em mL/L.

Tabela 3.6 - Meios liquidos de cultura utilizados nos ensaios S4 para estudos de diferentes fontes de carbono.

Meio 1* Meio Glicerol Meio Lactose Meio Galactose
(padrio)
Componente Concentragdo (g/L)
Glicose 90 e e e
Glicerol = - 90 e e
Lactose @ - e 90 -
Galactose @ = o-——— e e 9,0
Peptona N2 7,5 7,5 7,5 7,5
(Difco)
Extrato de 7,5 7,5 7,5 7,5
levedura
Arginina 0,75 0,75 0,75 0,75
Tween 80 0,75%* 0,75%* 0,75%* 0,75%*
Na;P0,.12H,0 76,02 76,02 76,02 76,02
pH=8,00

*Formulagdo obtida por Silva et al. (2008)
**No caso do Tween 80 a concentragdo esta expressa em mL/L.
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Tabela 3.7 - Meios liquidos de cultura utilizados nos ensaios S5 para estudo de diferentes fontes de nitrogénio.

Meio 1* Meio Agua de Meio Soytone Meio Peptona de
(padrio) Maceracio de Soja
Milho
Componente Concentracio (g/L)
Glicose 9,0 9,0 s 9,0
Peptona N2 7,5 e e
(Difco)
Agua de 75 e e
Maceraciao de
Milho
Soytone @ - e 5
Peptona de Soja = - 7,5
Extrato de 7,5 7,5 7,5 7,5
levedura
Arginina 0,75 0,75 0,75 0,75
Tween 80 0,75%** 0,75** 0,75** 0,75**
Na;PO,.12H,0 76,02 76,02 76,02 76,02
pH=8,00

*Formulagdes obtidas por Silva et al. (2008)

**No caso do Tween 80 a concentracdo esta expressa em mL/L.

Tabela 3.8 - Meios liquidos de cultura utilizados nos ensaios S6 e S7, para consolidacdo dos resultados obtidos

nos ensaios S4 e S5

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5
(padrio)
Componente Concentracao (g/L)
Glicose 90 e e e e
Glicerol @ - 9,0 9,0 9,0
Peptona N2 7.5 e e 7.5 -
(Difco)
Agua de - TS5 e e
Maceracao de
Milho
Soytone = -———-- 75 15 s 15
Extrato de 7,5 7,5 7,5 15
levedura
Arginina 0,75 0,75 0,75 1,5
Tween 80 0,75** 0,75** 0,75** 0,75%* 0,75%*
Na;PO,.12H,0 76,02 76,02 76,02 76,02
pH=8,00

*Formulagdes obtidas por Silva et al. (2008)

**No caso do Tween 80 a concentracgdo esta expressa em mL/L.

Os meios liquidos empregados nos ensaios em biorreator realizados estdo

descritos na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 - Meios liquidos de cultura utilizados nos ensaios em biorreator.

Meio Bl Meio B2 Meio B3
Componente Concentracdo (g/L)

Glicose 9,0 90 e
Glicerol = - e 9,0
Peptona N3 7.5 e e

(Difco)
Soytone 0 o 7,5 7,5
Extrato de 7,5 7,5 7,5
levedura
Arginina 0,75 0,75 0,75
Tween 80 0,75* 0,75* 0,75*
KH,PO, 0,136 0,136 0,136
Na,HPO,.12H,0 6,805 6,805 6,305
pH=8,00

*No caso do Tween 80 a concentragdo esta expressa em mL/L.

Para o preparo do meio 1 descrito na Tabela 3.5, inicialmente foi preparada a
solucdo de Na3PO4.12H,O (fosfato de sodio tribasico dodecahidratado), na qual foram
dissolvidos os demais componentes do meio, sendo o Tween 80 adicionado por ultimo,
seguido do ajuste do pH em 8,0 utilizando H;PO4 P.A.

No preparo do meio 2 , a solu¢do de KH,PO4 20 mM (0,136 g KH,PO,4 em 50
mL de agua) foi adicionada a uma solu¢do de Na,HPO4.12H,O 20 mM (6,805 g de
Na;HPO4.12H,0 em 950 mL de 4agua). Em seguida, foram dissolvidos os demais
componentes do meio, sendo o Tween 80 adicionado por tltimo, seguido do ajuste do pH em
8,0 utilizando H3PO4 P.A. (Silva, 2007).

Os meios liquidos dos ensaios S2, S3, S5, S6, S7, B1 e B3 foram esterilizados
através de filtracdo em membrana estéril de 0,22 um de didmetro de poro. Para o ensaios B2 o
meio do biorreator foi esterilizado em autoclave a 121 C por 20 minutos, sendo a glicose
esterilizada em frascos separados do restante dos componentes do meio. Para os ensaios S1 e

S4 foram estudadas as duas metodologias de esterilizacdo dos meios liquidos.
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3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Determinaciao da concentracgao celular

3.2.1.1. Turbidimetria

O aumento da biomassa total de uma cultura bacteriana em crescimento em
meio liquido pode ser monitorado por medidas da densidade oOtica da cultura. Aliquotas da
cultura em crescimento sdo retiradas em determinados intervalos de tempo, adequadamente
diluidas e a absorbancia da cultura (densidade 6tica -DO) foi determinada através de leitura
em espectrofotdmetro utilizando um comprimento de onda de 420 nm. O zero da medida da
densidade otica, ou o “branco”, era obtido a partir da leitura da densidade 6tica do meio de
cultura isento de células. As amostras foram diluidas de trés a dez vezes de modo que a leitura
da absorbancia ndo ultrapassasse o valor de 1,0, para garantir com seguranga que a medida
fosse realizada dentro da faixa de lincaridade da relagdo entre densidade otica e concentragao.
Assim, cada medida obtida corresponde a densidade optica (DO) da cultura em um dado
momento do crescimento. A absorbancia aumenta proporcionalmente ao aumento do niimero
de células (biomassa) na populagdo. Desta forma foram construidos graficos representativos

do progresso do crescimento, relacionando-se a DO com o tempo de cultivo.

3.2.1.2. Método Gravimétrico (massa-seca)

A concentracdo celular foi ainda determinada pelo método gravimétrico. Nesse
procedimento, inicialmente filtrou-se um volume conhecido de amostra em uma membrana
com diametro de poro de 0,22 um previamente pesada. A amostra foi entdo lavada com agua

destilada, submetida a secagem por 24 horas em estufa a 80°C e pesada.
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3.2.2. Determinacio da concentracgio de etanol, glicerol e de acidos latico,

acético e formico

As concentragdes dos acidos organicos e de etanol foram determinadas por
HPLC (sistema Waters Co acoplado com Bombas HPLC 510, Injetor W717) utilizando a
coluna Aminex HPX-87H da Bio-Rad como fase estacionaria e solu¢ao de acido sulfurico 5
mM a uma vazao de 0,6 mL/min como fase mével. A temperatura utilizada para a separacao
dos componentes foi de 50°C. A deteccdo dos acidos foi realizada com detector de UV (leitor
de UV PDA W996) a um comprimento de onda de 210 nm e a do etanol com detector de

indice de refracao modelo 410 da Waters.

3.2.3. Determinacio da concentracio de glicose, lactose e galactose

A concentracdo desses carboidratos no ensaio S6 foi determinada através do
método de DNS, descrito em literatura (Miller, 1959) e por HPLC nos experimentos S1 a S7 e
B1 a B3, utilizando-se uma coluna Shodex KS-801 e 4gua Milli-Q como eluente. O
equipamento foi operado a 80°C a uma vazdo de 1 mL.min"', com injegdo de 20uL do padrio
de analise e também da amostra. O detector utilizado foi um indice de refragdo modelo 410 da
Waters. A curva de calibracdao foi obtida a partir de uma solugdo padrao do composto a ser
analisado. As amostras analisadas foram diluidas em dgua Milli-Q para ficarem na faixa de
concentragdo da curva padrdo. As amostras foram filtradas em membranas de éster de
celulose de 0,45 pum de didmetro de poro.

Durante os ensaios realizados, as concentragdes de glicose e glicerol eram
aferidas através do procedimento enzimatico colorimétrico com leituras a 520 nm (Kits

comerciais da empresa Laborlab).

3.24. Tratamento das amostras para analise da produ¢iao do antigeno

(SpaA)

Para analisar a producdo do antigeno, inicialmente as amostras retiradas, com
um volume de 150 a 200 mL, foram inativadas. Nesse procedimento, os cultivos sdo
interrompidos e uma aliquota que variou de 150 a 200 mL foi retirada do frasco ou do

biorreator e transferida para tubos de centrifuga para separagdo entre as células e o
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sobrenadante por centrifugagdo a 4°C, 20 minutos ¢ 11000 rpm. Em seguida, o sobrenadante
era descartado e as células eram re-suspendidas em solu¢do de NaCl 0,9% (m/v) com volume
3x menor que o volume original de amostra e entdo era feita a adigdo de 0,3% (v/v) de
formalina, como descrito em Zarkasie et al. (1996), para dar prosseguimento a inativagao, sob
incubacao por 24 horas a 4° C e agitagdo de 100 rpm.

ApoOs a inativagdo, o processamento da amostra prosseguia com a separagao
entre as células e o sobrenadante por mais uma centrifugagdo a 4°C, 20 minutos e 11000 rpm.
Em seguida, o sobrenadante era descartado e as células eram re-suspendidas em solugdo de
NaCl 0,9% (m/v) e colina 4% (m/v), com volume 10x menor que o volume original de
amostra, ¢ deixadas sob leve agitagdo overnight a 4°C. No dia seguinte a solugdo era filtrada
numa membrana de 0,22 pm de didmetro de poro, o filtrado era concentrado 10x por
ultrafiltracdo (sistema Amicon Ultra da Millipore, NMWL de 30 kDa) e congelado. Para o
conjunto de ensaios S4, S5 e para o ensaio em biorreator B3, as amostras foram liofilizadas.
Para isso os microtubos contendo as amostras foram congelados a -80°C por pelo menos 8
horas, que depois foram submetidas a liofilizagao.

Ap0s esse tratamento, as amostras eram aplicadas num sistema de eletroforese

como descrito no item a seguir.

3.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

Apds o tratamento descrito no item 3.2.4, as amostras eram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE, Laemmli,
1970) em um sistema Hoefer mini VE da Amershan Pharmacia Biotech.

Para isso, as amostras eram aplicadas em um gel de empilhamento de 4% de
poliacrilamida e um gel de resolucdo de 15%, sendo entdo submetidas a eletroforese com
corrente elétrica de 15 mA para o gel de empilhamento e de 20 mA para o gel de resolugdo.
Em seguida, os géis eram entdo incubados em uma solu¢do corante de Coomassie Brilliat
Blue 0,1% (PhastGel Blue R - Amershan Pharmacia Biotech) e logo ap6s em uma solugdo
descorante de metanol 10% (v/v) e acido acético 10% (v/v), ou entdo as bandas protéicas
eram reveladas com nitrato de prata através do uso do kit PlusOne Silver Staining Kit, Protein

(Amershan Pharmacia Biotech).
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O tampao de amostra utilizado era composto por uma solugao tampao de Tris-
HCI (0,125 M, pH 6,8), solugdo de SDS (4%), azul de bromofenol (0,025%), glicerol (20%) e
o agente redutor  — mercaptoetanol (concentracdo final de 0,1 M).

A massa molecular da proteina de interesse foi estimada utilizando-se padrdes
de massa molecular conhecidos, na faixa de 15 a 220 kDa (BenchMark Protein Ladder —
Invitrogen®). O software de digitalizacao de imagens Doc It LS — UVP foi utilizado para a
fotodocumentacgao das analises realizadas.

Para semi-quantificacdo da producdo de antigeno nos géis de eletroforese, foi
utilizado o software ImageJ — Image Processing and Analysis in Java. Trata-se de um
programa de codigo aberto e de graca, disponivel na Internet. O ImageJ faz a densitometria
das bandas obtidas, contanto cada microponto de tonalidade escura na foto. Deste modo,
traca-se uma relagdo entre a densidade Optica da banda da seqiiéncia-alvo e a densidade Optica
da banda controle. O programa gera uma curva, cujos picos representam as regides de maior
densidade oOptica e, portanto as regides que apresentam bandas. Entao, deve-se isolar este pico
com as ferramentas adequadas oferecidas pelo programa, e obter o valor numérico de cada
pico (o programa utiliza equagdes integrais simples para transformar os picos em valores). A
partir deste ponto, o que se tem a fazer ¢ dividir o valor de cada banda da(s) seqiiéncias-alvo
pelo valor da concentragdo “padrao” das outras amostras, estipulando-se os valores para
comparacdo entre a produgdo de antigeno nos diferentes ensaios (http://rsb.info.nih.gov/ij/,

ultimo acesso: 10/03/2009).

Para o calculo da produgdo de proteinas nos cultivos realizados, foi adotado
como padrao um fator de concentragao de 100, pois se partia de um volume de 20 mL de
solugdo de colina (metodologia de extracdo de antigeno descrita no item 3.3.4) que era
concentrado até o volume final de 20 pL. Quando o volume obtido ao final do procedimento
de concentragdo era superior a 20 uL, os resultados obtidos pela quantificagdo do programa

foram corrigidos pelo fator “volume final dividido por 20 puL”.

3.3. Determinaciao de parametros cinéticos

3.3.1. Velocidade de Producio de Diéxido de Carbono

A velocidade de producao de dioxido de carbono (CER) foi determinada

através do método do balango gasoso (equagdo 1).
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Y
CER=_Q o
22,4 100

(Eq. 1)
onde: Q ¢éa vazdo de ar ou nitrogénio em L/min.

Yoz € a fracdo molar de dioxido de carbono (%)

V ¢ o volume de caldo de cultivo (em L)

CER ¢ a velocidade de producdo de dioxido de carbono (mol.h™") nas CNTP

3.3.2. Determinacio da velocidade especifica maxima de crescimento

celular

Os célculos dos parametros cinéticos foram realizados com os pontos nao
tendenciosos. Desta forma, o primeiro passo adotado foi o calculo da velocidade especifica
maxima de crescimento (Umsx), A velocidade especifica de crescimento celular ¢ definida por
meio de um balango de massa em reator em batelada representado pela Eq. 2, conforme
descrito em Bailey e Ollis (1986).

dCx

onde: ¢ a velocidade especifica de crescimento celular

Cx ¢ a concentracao celular

Considerando a fase exponencial de crescimento celular, quando P = pmax,
determina-se o valor da velocidade especifica méaxima de crescimento integrando-se e
rearranjando-se a equacdo 2, utilizando-se valores de DOu4yonm na fase exponencial, ao invés
de valores de Cx, para obter a equagao 3.

DO
In = -1 Eqg. 3
[DOOJ oo (Eq. 3)

onde: DOy ¢ a concentragdo celular de microrganismo no tempo “zero”, ¢ t ¢ o tempo de
cultivo.
A equacdo 3 ¢ linear, e o valor de pma.x pode ser obtido através do método dos

minimos quadrados.

Todos os valores de pmax foram calculados a partir das medidas de densidade

oOtica.
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3.3.3. Determinacao do coeficiente de rendimento de substrato a células

Para o calculo do rendimento de substrato a células (Yy;) foi utilizada a
equacdo 4 (Bailey e Ollis, 1986).

Cx-Cx, =Y,,, -(Cs, —Cs) (Eq. 4)
onde:

Cs ¢ a concentragdo de substrato

Cso € a concentragao inicial de substrato.

Com os valores de concentracao celular e de glicose obtém-se os valores de
Yy através da regressao linear.

Os valores de Cy para os ensaios em frascos agitados foram estimados a partir
dos dados de densidade otica. Durante a fase exponencial de crescimento, uma amostra de
maior volume foi retirada do frasco e a concentracao celular correspondente foi determinada
pelo método da massa seca. A partir dessa medida, determinou-se a relagdo Cy vs. DO
utilizada para estimar os demais valores da curva de Cy a partir dos dados de densidade otica
para esses ensaios.

Para o cultivo em biorreator B2, todos os valores de Cy foram obtidos através

de medidas de massa seca de amostras retiradas do biorreator.

3.4. Metodologia Experimental

3.4.1. Ativacao de criotubos e preparo de inoculo para cultivos em frascos

Para a preparagdo do primeiro banco de criotubos, o crescimento do
microrganismo foi realizado em duas etapas em meio liquido, ativagdo (preparacao do

indculo) seguida do cultivo, como pode ser visto na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Procedimento de cultivo em frascos utilizando criotubos

Neste experimento, inicialmente um criotubo contendo 3 mL de suspensdo de
células foi utilizado para inocular 27 mL de meio 1 em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, sob
agitacdo de 50 rpm. Quando a densidade otica foi superior a 1,5, os 30 mL de caldo de cultivo
foram utilizados para inocular 270 mL de meio em um frasco Erlenmeyer de 1,0 L, com

agitacao de 200 rpm.

3.4.2. Ativagao da cultura liofilizada armazenada em ampolas

Para ativacdo da ampola liofilizada o material contido na ampola foi re-
suspendido em gotas de solugdo NaCl 0,9% e a seguir, aliquotas dessa suspensdo de células
foram depositadas em placas de 4gar-sangue, dando inicio a primeira fase da ativacdo. Apds
48h, as colonias foram transferidas para tubos Falcon contendo 10 mL de meio 1, descrito na
tabela 3.5. Quando a densidade 6tica atingiu o valor de aproximadamente 1,0, essa suspensao
celular foi utilizada para inocular 100 mL de meio em um frasco Erlenmeyer de 500 mL, sob
agitacao de 50 rpm.

Para a preparagdao do banco de criotubos a partir da ampola liofilizada o

procedimento foi 0 mesmo descrito no item 3.5.1.

3.4.3. Preparacio de cultura estoque em criotubos

Para a preparagdo dos bancos de criotubos o crescimento do microrganismo foi

feito em duas etapas em meio liquido (10 e 100 mL), tal como descrito no item 3.4.1.
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Ap6s o crescimento do microrganismo, foi adicionado ao caldo de cultivo
(volume de 100 mL) 20 mL de solugdo de glicerol 60% de modo que a concentragdo final de
glicerol fosse de 10%. Em seguida, a suspensdo de células foi transferida para os criotubos em
aliquotas de 3 mL, e estes foram congelados a -80°C.

Apenas na preparacdo do segundo banco de criotubos, para o ensaio S5 e
subseqiientes, o crescimento do microrganismo foi feito em uma etapa em meio solido (placa
de agar-sangue), partindo de cultura liofilizada, seguido de duas etapas em meio liquido, tal
como descrito no item 3.5.1.

Apds o término do cultivo em meio liquido, o caldo foi centrifugado a 11000
rpm por 20 minutos a 4°C, as células foram ressuspendidas em solucdo salina (NaCl 0,9%), e
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des nesta etapa de lavagem.

Logo ap0os, os pellets foram ressuspendidos em meio fresco (metade do volume
do cultivo) e a solug¢do de glicerol foi adicionada em volume e concentracdo adequados de
modo a obter-se uma solug¢ao final com 10% de glicerol.

Em seguida a suspensdo, sob homogeneizagdo continua, foi transferida para os
criotubos em aliquotas de 3 mL e por fim os criotubos foram congelados e armazenados a -

80°C.

3.4.4. Cultivos em camara incubadora

Estes ensaios foram realizados com os meios de cultivo descritos nas Tabelas
3.5,3.6 ¢3.7,a37°C, com agita¢ao de 50 rpm na primeira etapa, seguida por agitagdo de 150
rpm na segunda etapa para os estudos em condigdes aerdbias, ou estitico no ensaio
microaerdfilo. O procedimento utilizado nestes experimentos esta esquematizado na Figura
3.1. O ensaio S4 foi realizado utilizando o meio de cultivo 1, descrito na Tabela 3.5. No caso
dos cultivos dos conjuntos S5 e S6, a primeira etapa foi realizada utilizando o meio 1 e
somente na etapa seguinte que houve variacdo na formulacdo do meio (modificagdo na fonte
de carbono ou de nitrogénio escolhida), conforme descrito nas Tabelas 3.6 ¢ 3.7. Ao final de
todos os cultivos, era realizada a inativacdo da suspensdo celular para posterior descarte ou

era feita esterilizagcdo dos caldos em autoclave.

3.4.5. Cultivos em Biorreator
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Foram realizados um cultivo aerébio (30% O, dissolvido) em biorreator

(Ensaio B1, B2 e B3). O procedimento utilizado nos experimentos em reator ¢ visualizado na

Figura 3.2.
! I
: I é : aauhnE [EI aloiness
b
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Figura 3.2 - Etapas do procedimento para os ensaios em biorreator

Inicialmente, um criotubo contendo 3 mL de células em suspensao foi utilizado
para inocular 27 mL de meio em um frasco Erlenmeyer de 250 mL mantido a 50 rpm. Quando
a densidade otica atingiu aproximadamente 1,5, os 30 mL de caldo de cultivo foram
utilizados para inocular 270 mL de meio de cultura em frasco Erlenmeyer de 1,0 L, o qual foi
mantido a 150 rpm. Esperou-se o microrganismo crescer até¢ densidade otica igual a 1,5 e o
caldo resultante foi utilizado para inocular um volume que variou entre 3,2 ¢ 4,2 L de meio de
cultivo no biorreator, dependendo do cultivo. Para todos os ensaios em biorreator, as etapas de
ativacdo e preparo do inoculo foram feitas utilizando-se o meio 1 descrito na Tabela 3.5. Os
meios utilizados na etapa em biorreator para os ensaios B1, B2 e B3 estdo descritos na Tabela
3.9. Os volumes iniciais de meio de cultivo no biorreator apds a inoculagio (ino6culo + meio
de cultivo) foram 3,5, 4,5 e 3,5 L, respectivamente.

Para a realizagdo do cultivo foi utilizado o biorreator modelo Bioflo III (New
Brunswick Sci. Co. Inc., USA) conectado a analisador de gases (Sick/Maihak S.710). Ar foi
suprido em vazdo entre 1 e 2 VVM e a concentracio de O, dissolvido foi mantida em 30% da
saturagdo (eletrodo Metler Toledo, modelo CE, O2 4050), variando-se a agita¢do entre 100 e
700 rpm. O controle de pH foi realizado pela adicdo de NaOH 4,0M e HCI 5,0M.

Todos os equipamentos foram controlados por compact field point 2020 (cFP-
2020, National Instruments) e pelo programa Labview 8.0 (National Instruments), que foi

utilizado para supervisionar o sistema.
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Ao final dos cultivos em biorreator, o caldo foi inativado conforme

metodologia descrita em 3.5.4.

3.5. Descricao dos Experimentos

A Tabela 3.10 lista os experimentos realizados nesse trabalho que

apresentaram os resultados mais relevantes e que serdo aqui discutidos. Os experimentos

foram realizados em camara incubadora (Ensaios S1 a S7) ou em biorreator de bancada

(Experimentos B1 a B3).

Tabela 3.10 - Lista dos experimentos, em ordem cronoldgica, com suas respectivas descri¢cdes e objetivos

Ensaio

Ensaio S1

Conjunto S2

Conjunto S3

Conjunto S4

Conjunto S5

Conjunto S6

Conjunto S7

Descricio/objetivos

- Implementag¢ao da metodologia de cultivo de E. rhusiopathiae em meio
Feist modificado por Silva et al. (2008)

- Otimizagao da etapa de ativagdo

- Estudo comparativo entre peptonas de diferentes lotes

- Influéncia da forma de esterilizagdo do meio de cultivo (filtragdo com
membrana de 0,22 um e autoclavagem)

- Otimizagao da etapa de ativagao

- Influéncia da forma de preservagao e do tempo de conservagdo na
ativagao dos criotubos

- Otimizagao da etapa de ativagdo

- Novas formulagdes para o meio de cultivo: influéncia de diferentes fontes
de carbono na produgdo de acido latico, no crescimento e na expressao da
proteina

- Novas formulagdes para o meio de cultivo: influéncia de diferentes fontes
de nitrogénio na producéo de acido latico, no crescimento e na expressao
da proteina

- Combinagao dos conjuntos S4 e S5

- Utilizagdo do Soytone (Difco) como fonte de nitrogénio vegetal e glicerol
como nova fonte de carbono

- Cultivos utilizando Peptona N2 + Glicerol e Peptona N2 + Glicose para
comparagao

- Combinagao dos conjuntos S4 e S5 e verifica¢ao dos resultados obtidos
no conjunto S6

- Utilizagdo do Soytone (Difco) combinado com outras fontes de

nitrogénio vegetal e glicerol como nova fonte de carbono



48

- Cultivos utilizando peptona N2+ glicerol e Peptona N2 + Glicose para

comparagao

Ensaio B1 - Cultivo em biorreator em condiggo aerdbia (30% de O,) utilizando
glicose como fonte de carbono e peptona N2 como fonte de nitrogénio,
sem controle de pH
- Determinagdo da concentrag@o dos metabdlitos produzidos durante o
cultivo
- coleta de amostra para posterior avaliacdo da produgdo de antigeno
(SpaA)

Ensaio B2 - Cultivo em biorreator em condiggo aerobia (30% de O,) utilizando
glicose como fonte de carbono e soytone como fonte de nitrogénio ¢ com
controle de pH
- Determinagao da produgao de gés carbonico e da concentracdo de
metabolitos produzidos durante o cultivo
- coleta de amostras para posterior avaliagdo da produgdo de antigeno
(SpaA)

Ensaio B3 - Cultivo em biorreator em condiggo aerdbia (30% de O,) utilizando
glicerol como fonte de carbono e soytone como fonte de nitrogénio e com
controle de pH
- Determinagdo da produgéo de gas carbonico e da concentragdo dos
metabolitos produzidos durante o cultivo

S = “Shaker”’; B = Biorreator

3.5.1. Ensaio S1 — Implementacio da metodologia de cultivo de E.

rhusiopathiae em meio Feist modificado por Silva et al. (2008)

Esse experimento foi realizado com o objetivo de verificar a viabilidade dos
criotubos armazenados e renovar o banco de criotubos. Durante os experimentos do
Mestrado, Silva (2007) ativou criotubos empregando cultivos estaticos e meios esterilizados
por filtragdo. Neste primeiro ensaio, adotou-se o procedimento de cultivo descrito no item
3.5.3. O meio utilizado para o cultivo foi o meio 1 (descrito na Tabela 3.5), esterilizado por
autoclavagem a 121°C por 20 minutos. O experimento S1 foi realizado em condi¢des
microaerofilas, em mesa incubadora rotativa a uma temperatura de 37°C com agitagdo de 50
rpm para o inoculo (ativagdo) e o cultivo mantido sob agitacdo de 50 rpm. Todas as fases dos
cultivos tiveram sua pureza verificada através de plaqueamento em agar-sangue, em duplicata,

de aliquotas retiradas ao final de cada etapa.
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Nesse ensaio foram retiradas amostras para a determinagdo da densidade otica,

apenas.

3.5.2. Conjunto S2 — Estudo comparativo entre peptonas de diferentes
lotes; influéncia da forma de esterilizacao do meio de cultivo; Otimizacao

da etapa de ativacio

Esse experimento foi realizado com o objeto de comparar as condigdes de
cultivo de E. rhusiopathiae utilizadas por Silva (2007) com as modificagdes introduzidas (lote
da peptona, esterilizagdo por autoclavagem). O procedimento de cultivo adotado foi o descrito
no item 3.5.3 e o meio utilizado para o cultivo foi o meio 1 (descrito na Tabela 3.5),. O
volume do inoculo foi de 30 mL para cada frasco que continha 270 mL de meio fresco, na
segunda etapa.

Nesse ensaio foram testadas 4 diferentes condigoes:

e S2-A: Meio preparado com peptona antiga na mesma concentracao e
de mesma procedéncia da utilizada por Silva (2007), esterilizado por

filtracio em membrana de 0,22 pm.

e S2-B: Meio preparado com peptona antiga na mesma concentragao e
de mesma procedéncia da utilizada por Silva (2007), esterilizado por

autoclavagem.

e S2-C: Meio preparado com peptona nova, na mesma concentracao
utilizada por Silva (2007), esterilizado por filtragio em membrana

de 0,22 pm.

e S2-D: Meio preparado com peptona nova, na mesma concentragao que

foi utilizada por Silva (2007), esterilizado por autoclavagem.

O experimento S2 foi realizado em condi¢des de aeragdo microaerdfila, em
mesa incubadora rotativa a uma temperatura de 37°C com agitacao de 50 rpm para o inoculo

assim como para o cultivo.
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Todas as fases dos cultivos (criotubo, ativacdo e fim do cultivo) tiveram sua
pureza verificada através de plaqueamento em dgar-sangue, em duplicata, de aliquotas
retiradas ao final de cada etapa.

Nesse ensaio foram retiradas amostras para a determinacao da densidade otica,
apenas. A etapa de preparo do indculo (ativagdo) também foi acompanhada pela medida da

DO.

3.5.3. Conjunto S3 - Influéncia da forma de preservaciao e do tempo de

conservacio na ativaciao dos criotubos; otimizacao da etapa de ativacao

Esse experimento teve como objeto o estudo da estabilidade das células de
Erysipelothrix rhusiopathiae NCTC 11004 sob diferentes condi¢des de preservagao. O
cultivo foi realizado em duas etapas em meio liquido, esterilizado por filtragdo em membrana
de 0,22 um, como descrito no item 3.5.3. Foram comparadas a cultura estoque armazenada
em criotubos, cuja suspensdo celular foi obtida nos ensaios em batelada realizados por Silva
(2007), ja estocada por 21 meses, e uma nova cultura estoque armazenada em criotubos
preparados a partir de culturas liofilizadas armazenadas em ampolas, conforme 0
procedimento experimental descrito no item 3.5.4.

Neste experimento, as células provenientes de diferentes culturas estoque
foram cultivadas em condi¢do aerdbia e microaerdfila para avaliagdo da producdo do antigeno
em diferentes condigdes de aeracdo. As etapas deste ensaio estdo esquematizadas na Figura

3.3.
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Figura 3.3- Etapas do Ensaio S4 com diferentes condi¢des de aeragdo no cultivo das duas cepas.

Para o cultivo microaerodfilo, a etapa de ativagdo foi realizada em um frasco
erlenmeyer com rodilhdo de algodao contendo 27 mL de meio, sem agitacdo. Apds atingir-se
DO proxima a 1,5, foi iniciada a etapa de preparagdo do inoculo. Nesta etapa o
microrganismo foi cultivado em condi¢do microaerdfila em Erlenmeyer de 500 mL contendo
270 mL de meio, sem agitacao.

Para o cultivo aerébio, a etapa de ativacdo foi realizada em um frasco
erlenmeyer com rodilhdo de algodao contendo 27 mL de meio, com agitagdo de 50 rpm. Apos
atingir-se DO préxima a 1,5, foi iniciada a etapa de preparagao do inoculo. Nesta etapa o
microrganismo foi cultivado em condi¢do aerdbica em Erlenmeyer de 1 L contendo 270 mL
de meio, com agitacao de 200 rpm.

Todas as fases dos cultivos tiveram sua pureza verificada através de
plaqueamento em agar-sangue, em duplicata, de aliquotas retiradas ao final de cada etapa.

Nesse ensaio foram retiradas amostras de hora em hora para a determinacdo da
densidade 6tica do caldo e a tltima amostra de cada cultivo foi filtrada para realizacdo de
analises da concentragdo final de glicose e dos metabdlitos.

No final do ensaio, uma amostra de cada cultivo foi retirada e inativada para

posterior identificacdo e purificagdo do antigeno.
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Até esse ensaio, nao foram utilizadas fontes de carbono e nitrogénio diferentes

das descritas no Meio 1 (padrao), Tabela 3.5.

3.54. Conjunto S4 — Novas formulacdes para o meio de cultivo: influéncia
de diferentes fontes de carbono na producio de acido latico, no

crescimento e na expressiao da proteina

Esse conjunto de experimentos foi realizado com o objetivo de testar diferentes
fontes de carbono e verificar a influéncia das mesmas no crescimento celular, na producao de
metabolitos e na expressdo da proteina. Foram testados quatro diferentes fontes de carbono:
glicose, glicerol, lactose e galactose, descritas na Tabela 3.7, na condicao aerobia.

O cultivo foi realizado em duas etapas em meio liquido, a primeira utilizando o
meio 1 (Tabela 3.5) e a segunda etapa utilizando um dos meios descritos na Tabela 3.6, como

esquematizado na Figura 3.4.

Glicose Glicerol Lactose Galactose
(padrdo)

Figura 3.4 - Etapas do Ensaio S5 com diferentes fontes de carbono.

Todos os meios foram esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Todas as fases dos cultivos tiveram sua pureza verificada através de
plaqueamento em éagar-sangue, em duplicata, de aliquotas retiradas ao final de cada etapa.

Todos os cultivos foram realizados na condig¢do aerdbia (ativagdo a 50 rpm e
cultivo a 200 rpm).

Foram realizadas andlises das concentragdes de glicose, glicerol, lactose e
galactose e dos metabdlitos com amostras retiradas de hora em hora ao longo do cultivo. O

crescimento celular foi acompanhado pela leitura da densidade otica do caldo. No final do
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cultivo uma amostra foi retirada e inativada para posterior identificagdo e purificacdo do

antigeno.

3.5.5. Conjunto S5 - Novas formulacdes para o meio de cultivo: influéncia
de diferentes fontes de nitrogénio na producio de acido latico, no

crescimento e na expressiao da proteina

Esse conjunto de experimentos foi realizado com o objetivo de testar diferentes
fontes de nitrogénio, de origem vegetal, e verificar a influéncia das mesmas no crescimento
celular, na produgdo de metabolitos e na expressdo da proteina. Foram testados quatro
diferentes fontes de nitrogénio: Peptona N°2 da Difco, Soytone da Difco, Peptona de Soja da
Acumedia, e Agua de Maceracio de Milho da Corn Products, sendo a primeira de origem
animal e as outras trés de origem vegetal. As formulagdes desses meios estdo descritas na
Tabela 3.7.

O cultivo foi realizado em duas etapas em meio liquido, a primeira utilizando o
meio 1 (Tabela 3.5) e a segunda etapa utilizando um dos meios descritos na Tabela 3.7, como
esquematizado na Figura 3.5.

Todos os cultivos foram realizados na condig¢@o aerdbia (ativagdo a 50 rpm e

cultivo a 200 rpm).

S — ] \
Peptona N2 Soytone Agua de Farinha de

- Maceragdo de .
(padrdo) | Milho Soja

Figura 3.5 - Etapas do Ensaio S7 com diferentes fontes de nitrogénio. Além das fontes de nitrogénio apontadas,

foi utilizado extrato de levedura em todos os cultivos.

Todos os meios foram esterilizados por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

Para preparar o meio contendo agua de maceragdo de milho, foi adotado o seguinte



54

procedimento: Primeiramente a dgua de maceragao de milho foi centrifugada, a temperatura
ambiente por 20 minutos a 11000 rpm e s6 depois pesada (peso umido) e acrescentada ao
meio que iria ser filtrado.

Todas as fases dos cultivos tiveram sua pureza verificada através de
plaqueamento em agar-sangue, em duplicata, de aliquotas retiradas ao final de cada etapa.

Foram realizadas analises da concentragdo de glicose e dos metabolitos com
amostras retiradas de hora em hora ao longo do cultivo. O crescimento celular foi
acompanhado pela leitura da densidade 6tica do caldo. No final do cultivo uma amostra foi

retirada e inativada para posterior identificagdo e purificacdo do antigeno.

3.5.6. Conjunto S6 - Combinacido dos conjuntos S4 e S5: Utilizacdo do
Soytone como fonte de nitrogénio vegetal e glicerol como nova fonte de

carbono

Esse conjunto de experimentos foi realizado com o objetivo de testar o soytone
como nova fonte de nitrogénio, de origem vegetal, e verificar a influéncia da mesma no
crescimento celular, na produ¢do de metabolitos e na manutencdo da fase estacionaria. O
crescimento em meio com soytone e glicerol (Meio 2, Tabela 3.8) foi comparado com o do
meio contendo Peptona N2+ glicose (Meio 1, Tabela 3.8) e Peptona N2 + Glicerol (Meio 4,
Tabela 3.8), a fim de verificar a influéncia da nova fonte de carbono e da nova fonte de
nitrogénio simultaneamente.

O cultivo foi realizado em duas etapas em meio liquido, a primeira utilizando o
meio 1 (Tabela 3.8), sendo que a peptona utilizada no preparo do inoculo (etapa de ativagao)
foi uma variedade da peptona N2 da Difco, a Peptona N3. A segunda etapa (cultivo) foi feita
utilizando-se os meios descritos na Tabela 3.8, como esquematizado na Figura 3.6.

Todos os cultivos foram realizados na condigdo aerébia (ativagdo a 50 rpm e

cultivo a 200 rpm).
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Figura 3.6 - Etapas do conjunto de ensaios S6

Todos os meios foram esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Foram realizadas andlises da concentragdo de glicose e glicerol e dos
metabolitos utilizando amostras retiradas de hora em hora, tanto para o indéculo quanto ao
longo do cultivo. O crescimento celular foi acompanhado pela leitura da densidade 6tica do

caldo.

3.5.7. Conjunto S7 - Combinac¢io dos conjuntos S4 e S5 e verificacdo dos

resultados obtidos no conjunto S6

Esse experimento foi realizado com o objetivo de testar o soytone combinado a
outras fontes de nitrogénio, de origem vegetal, e verificar a influéncia do mesmo no
crescimento celular, na produ¢do de metabolitos, consumo da nova fonte de carbono
(glicerol), na manutengdo da fase estacionaria e na expressao da proteina.

Foram testados cinco diferentes composi¢des de meio: Peptona N°3 da Difco +
Glicose (Meio 1, Tabela 3.8), Peptona N°3 da Difco + Glicerol (Meio 4, Tabela 3.8), Soytone
da Difco + Glicerol (Meio 3, Tabela 3.8), Soytone da Difco + AMM + Glicerol (Meio 3,
Tabela 3.8) e meio contendo soytone, extrato de levedura e arginina em quantidades dobradas
(Meio 5, Tabela 3.8).

Para preparar o meio contendo 4gua de maceracdo de milho, foi adotado o
seguinte procedimento: primeiramente a dgua de maceracdo de milho foi centrifugada, a
temperatura ambiente por 20 minutos a 11000 rpm e s6 depois pesada e acrescentada ao meio

que iria ser filtrado.
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O cultivo foi realizado em duas etapas em meio liquido, a primeira utilizando o
meio 1 (Tabela 3.8), empregando peptona N3 da Difco no preparo do inoculo (etapa de
ativacdo) . A segunda etapa (cultivo) foi feita utilizando-se os meios descritos na Tabela 3.8,
como esquematizado na Figura 3.7.

Todos os cultivos foram realizados na condig¢@o aerdbia (ativagdo a 50 rpm e

cultivo a 200 rpm).

(pedrao)
‘ Amostra para

inativacao

| I 1

Peptona N°3 da Soytone da Soytone da Difco + Soytone*2 + Ext. de levedura*2
Difco + Glicerol Difco + Glicerol AMM + Glicerol + Arginina*2 + Glicerol

Amastras para inativacéa

Figura 3.7 - Etapas do conjunto de ensaios S7

Todos os meios foram esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

Foram realizadas andlises da concentragdo de glicose e glicerol e dos
metabolitos por meio de amostras retiradas de hora em hora, tanto para o indculo quanto ao
longo do cultivo. O crescimento celular foi acompanhado pela leitura da densidade 6tica do
caldo.

No final de cada cultivo uma amostra foi retirada e inativada para posterior

identificacdo e purifica¢do do antigeno.
3.5.8. Experimentos em Biorreator

3.5.8.1. Ensaio B1 - Cultivo em biorreator em condicdo aerdbia (30% de O,)
utilizando glicose como fonte de carbono e peptona N2 como fonte de nitrogénio,

sem controle automatico de pH
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Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo B1 (Tabela 3.9)
sob condi¢do plenamente aerdbia. A vazao de ar utilizada no biorreator foi de 1,0 L/min e a
freqliéncia de agitacdo foi mantida entre 100 e 400 rpm de forma a permitir a homogeneizacao
do sistema e manter a porcentagem de oxigénio dissolvido em 30% de seu valor de saturacao.
Foram retiradas amostras a cada hora para a determinacdo da densidade o6tica, glicose e dos
metabolitos.

Neste ensaio, foram retiradas duas amostras durante o cultivo para comparagao
da producdo do antigeno. Essas amostras foram inativadas para posterior analise da producao
de antigeno.

A partir dos dados experimentais foram determinados os valores de pmsx, € Yiys.

3.5.8.2. Ensaio B2 - Cultivo em biorreator em condicdo aerdbia (30% de O,)
utilizando glicose como fonte de carbono e soytone como fonte de nitrogénio,

com controle automatico de pH

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo B2 (Tabela 3.9)
sob condicdo plenamente aerdbia. A vazao de ar utilizada no biorreator foi de 1,0 a 2,0 L/min
e a freqiiéncia de agitagdo foi mantida entre 100 e 700 rpm de forma a permitir a
homogeneizagdo do sistema e manter a porcentagem de oxigénio dissolvido em 30% de seu
valor de saturag¢do. Foram retiradas amostras a cada hora determinacdo da densidade otica,
concentragdo de células (em g massa seca/L), de glicose e dos metabdlitos. A composi¢do do
gas produzido foi analisada em analisador de gases.

Neste ensaio, foram retiradas duas amostras durante o cultivo para comparagao
da produgdo do antigeno com o ensaio B1. Essas amostras foram inativadas e liofilizadas.

A partir dos dados experimentais foram determinados os valores de pmax € Yyss.

3.5.8.3. Ensaio B3 - Cultivo em biorreator em condicdo aerdbia (30% de O,)
utilizando glicerol como fonte de carbono e soytone como fonte de nitrogénio,

com controle automatico de pH

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo B3 (Tabela 3.9)

sob condi¢do plenamente aerdbia. A vazao de ar utilizada no biorreator foi de 1,0 L/min e a
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freqiiéncia de agitagdo foi mantida entre 100 e 400 rpm de forma a permitir a homogeneizagao
do sistema e manter a porcentagem de oxigénio dissolvido em 30% de seu valor de saturacao.
Foram retiradas amostras a cada hora nas cinco primeiras horas do cultivo para a
determinagdo da densidade otica, de glicerol e dos metabodlitos. A composicdo do gas
produzido foi analisada em analisador de gases.

A partir dos dados experimentais foram determinados os valores de pimsx.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De 2005 a 2007, uma série de estudos sobre o cultivo de E. rhusiopathiae
foram desenvolvidos durante o0 Mestrado de Adilson José da Silva (Silva, 2007), levando ao
aprimoramento do meio de cultura e ao estabelecimento das condi¢des de cultivo em
biorreator, operado em batelada e batelada alimentada. Porém, ao longo do desenvolvimento
do referido trabalho, outras questdes relevantes para a melhoria do processo de producao de

vacinas contra E. rhusiopathiae foram detectadas. Dentre estas questdes, destacam-se:

1) Rapida perda de viabilidade da cultura estoque armazenada em criotubos e longas
fases lag observadas na etapa de ativagdo dos criotubos;

i1) alta producdo de acido latico observada em meios contendo glicose como fonte de
carbono, mesmo em cultivos conduzidos sob condigdes aerobicas ¢ mantidos em
baixas velocidades de crescimento (Silva et al., 2008);

1i1) presenca de fontes de nitrogénio de origem animal (peptona de carne) no meio de
cultivo, ndo recomendadas pela boas praticas de manufatura da industria

farmacéutica devido aos riscos de ocorréncia de prions.

Os resultados apresentados a seguir buscam encontrar respostas para o0s
problemas observados e explorar possiveis solugdes que levem ao aumento de produtividade,
ou seja, obtencdo de maior biomassa no menor tempo possivel, em cultivos de E.

rhusiopathiae assim como da qualidade do produto obtido.

4.1. Otimizacao da etapa de ativacao dos criotubos

A Figura 4.1 ilustra o perfil da variagdo do tempo de ativagdo em fungdo do
tempo de armazenamento da suspensdo de células congeladas no ultrafreezer a -80°C. Os
dados representados foram obtidos por Silva e colaboradores, no periodo de margo de 2005 a

marg¢o de 2007 (Comunicagdo pessoal).
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Figura 4.1 - Variacdo do tempo de ativagdo em fungido do tempo de armazenamento da suspensdo de células
congeladas para diversos lotes de criotubos preparados por Silva e colaboradores no periodo de margo de 2005 a

margo de 2007 (comunicagdo pessoal).

Nota-se significativa dispersdo nos resultados apresentados na Figura 4.1,
principalmente quando o tempo de armazenamento ultrapassa 3 meses. Apesar da dispersao, ¢
possivel acompanhar a tendéncia da influéncia do tempo de armazenamento dos criotubos
sobre o tempo de ativacdo. Para lotes de criotubos armazenados por mais de uma semana, o
tempo de ativagdo aumenta para quase 20 horas, permanecendo neste patamar até 6 meses de
armazenamento ¢ aumentando para tempos de ativagdo ainda maiores quando armazenados
por periodos superiores a 6 meses. E importante ressaltar que a duragio do tempo de ativagdo
pode ser interpretada como uma medida de viabilidade da suspensdo celular apos o
armazenamento, ja que todos os criotubos foram preparados a partir de suspensdes com a
mesma concentracdo de células, seguindo o mesmo procedimento € com o mesmo agente
crioprotetor.

A Figura 4.1 mostra que o tempo de ativagdo dos criotubos podia variar entre
12 a 35 horas. A imprevisibilidade na duracdo da etapa de ativacdo dos criotubos

comprometia a programagao da seqliéncia de etapas do processo de producdo da bacterina em
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escala de bancada, provocando o atraso no inicio do cultivo e das etapas subseqientes
(inativacdo do cultivo e formulacédo da bacterina).

As principais condi¢des de cultivo adotadas para a preparacdo dos criotubos
assim como para a ativacdo dos mesmos, no periodo de marco de 2005 a 2007, eram: meio
esterilizado por microfiltracio em membrana de 0,22 um, pH 7,8; cultivo estatico
(microaerdfilo) a 37 °C. Para a preparacdo dos criotubos, o crescimento celular era
interrompido quando a densidade Gtica atingir aproximadamente 2,0, 0 meio era centrifugado
e as células ressuspendidas em meio fresco.

Os resultados apresentados a seguir mostram a estratégia adotada para otimizar
as etapas de ativacdo e de preparacdo das suspensdes celulares para armazenamento em
criotubos. Todos os experimentos descritos no presente item foram realizados em frascos,

utilizando-se cadmara incubadora rotativa.

4.1.1. Ensaio S1 — Implementacio da metodologia de cultivo de E.

rhusiopathiae em meio Feist modificado por Silva et al. (2008)

No experimento S1 foram empregadas condigdes distintas das utilizadas por
Silva (2007) na etapa de ativagdo dos criotubos: 0 meio foi esterilizado por autoclavagem; a
peptona utilizada na preparacdo do meio de cultivo pertencia a um novo lote e a etapa de
ativacdo foi conduzida em condicdo microaerofila, sob agitacdo de 50 rpm.

Os valores da densidade otica obtidos no ensaio S1 sdo mostrados na Tabela
4.1. Foram comparados dois lotes de criotubos, de nimero 4 e 5, ambos preparados em 2006
por Silva e colaboradores. Os ensaios foram realizados em frascos de 1 L, contendo 300 mL

de meio de cultivo e foram iniciados com indculo a 10% (v/v).

Tabela 4.1 - Valores de DO 4,0, 0btidos na etapa de ativagdo de criotubos para o experimento S1.

Linhagem do microorganismo: NCTC 11004, criotubo do lote n° 4 preparado por Silva em 2006

(21 meses).
Tempo de cultivo DO(420 nm)
Oh 0,2
8h 2,1

Linhagem do microorganismo: NCTC 11004, criotubo lote n° 5 (19 meses).

Tempo de cultivo DO(420 nm)
Oh 0,5
%h 2,8
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Nota-se que a densidade Optica ap6s 8 horas de ativacdo ja atingia valores
superiores a 2,5. Nas ativacOGes anteriores, realizadas por Silva (2007), o maximo de DO
atingido em cultivos em cémara incubadora, nas mesmas condi¢Ges estudadas era
aproximadamente 1,8. Além disso, o tempo de ativacdo de apenas 9h contrasta com a previsao
mostrada na Figura 4.1 para culturas estoque armazenadas por aproximadamente 20 meses.

Nesse mesmo experimento, foi verificada a producdo do antigeno, conforme

mostra a Figura 4.2.

Amostra Padrao

SpaA

ot — N -
47kDa :

-_— 20

Figura 4.2- Eletroforese em nitrato de prata das amostras de extracéo das células com colina. Na imagem:

Padrbes de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen); Amostra Experimento S1.

O elevado crescimento observado no Experimento S1 assim como 0 menor
tempo de ativacdo pode estar relacionado com as condi¢cbes empregadas, de acordo com as

seguintes hipoteses:

) A autoclavagem pode ter degradado as proteinas presentes no extrato de
levedura e na peptona, produzindo peptideos e aminoécidos de mais facil
assimilacdo pelo microrganismo, o que poderia explicar o crescimento rapido e

intenso. Além disso, com a maior disponibilidade de fontes de nitrogénio,
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menos glicose seria consumida (para producédo de biomassa e para producao de
energia), levando a menor producéo de acido latico. Essa condigdo é necessaria
visto que o acumulo de &cido latico no meio provoca a inibigcdo do crescimento

e inviabilizaria a obtencdo de densidades oticas tdo altas.

i) A peptona utilizada nos ensaios do Experimento S1 pertence a um novo lote,
diferente daguele utilizado por Silva (2007). A composicdo das peptonas pode

variar de um lote para o outro.

Para verificar as hipoteses mencionadas acima, foi executado o Experimento

S2, cujos resultados sao discutidos a seguir.

4.1.2. Conjunto S2 — Estudo comparativo entre peptonas de diferentes

lotes; influéncia da forma de esterilizacao do meio de cultivo

O conjunto de experimentos S2 foi composto por 4 ensaios, cujas
caracteristicas estdo resumidas na Tabela 4.2. Foram testadas diferentes formulacdes,
contendo peptonas de diferentes lotes e esterilizacdo do meio de cultivo foi realizada por
microfiltragdo em membrana de 0,22 um ou por autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Todas
as ativacOes foram realizadas em condicdo microaerdéfila, em cdmara incubadora, sob agitacdo

de 50 rpm.

Tabela 4.2- Descricdo das condigdes experimentais do Conjunto de experimentos S2

Ensaio Peptona Esterilizacao
S2-A Antiga Microfiltracdo
S2-C Nova Microfiltracdo
S2-D Nova Autoclave

A Figura 4.3 mostra os valores de densidade Optica observados nos
experimentos S2-A e S2-C (ambos esterilizados por filtracao).
Observa-se que a origem da peptona adotada na composi¢do dos meios ndo

influenciou significativamente o crescimento do microrganismo na etapa de ativacao.
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Figura 4.3 - Variacédo dos valores de DO nas ativagdes S2-A, e S2-C, em condic¢es microaerofilas (50 rpm)
com o tempo de cultivo, etapa de ativacdo. S2-A: Meio preparado com peptona antiga na mesma concentragéo e
origem que foi utilizada por Silva (2007). S2-C: Meio preparado com peptona adquirida recentemente, na
mesma concentracdo que foi utilizada por Silva (2007). Ambos esterilizados por filtracdo em membrana de 0,22

pm.

Nos experimentos S2-C e S2-D foi investigada a influéncia da forma de
esterilizacdo na etapa de ativacdo. Em funcdo dos resultados obtidos na comparacdo das
peptonas, apenas a peptona nova foi utilizada. Na Figura 4.4 podem ser observados os valores
de densidade Optica obtidos nos cultivos S2-C e S2-D (ambos utilizando a peptona “lote

novo”).
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Figura 4.4 - Variagdo dos valores de DO nos cultivos S2-C e S2-D, em condi¢des microaerdfilas (50 rpm) com
o tempo de cultivo, etapa de ativacdo.S2-D: Meio preparado com peptona adquirida recentemente na mesma
concentracdo e origem que foi utilizada por Silva (2007) e esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.
S2-C: Meio preparado com peptona adquirida recentemente, na mesma concentracdo que foi utilizada por Silva

(2007) e esterilizado por autoclavagem.

Ndo foram observadas diferencas significativas no crescimento do
microrganismo na etapa de ativacdo para as diferentes formas de esterilizacdo empregadas.

Na Figura 4.5 esta ilustrada a imagem da eletroforese em nitrato de prata do
experimento S2-C e S2-D, onde é mostrado que a producgdo de antigeno foi similar em todas
as condicOes estudadas. Nos cultivos seguintes a Peptona N2 da Difco, ou seja, a peptona

“nova” serd adotada como padrao.



66
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proteica de
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Figura 4.5 - Eletroforese em nitrato de prata das amostras de extragdo das células com colina. Na imagem:
Padrdes de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen); Amostras S2-C (peptona “nova”, meio

filtrado) e S2-D (peptona “nova”, meio autoclavado).

Na Figura 4.6 observam-se os perfis de crescimento durante a ativacdo dos
criotubos provenientes de culturas estoque armazenadas por diferentes periodos. Fica clara a
diferenca no perfil de ativacdo dos criotubos procedentes de estoques diferentes, sendo que os
criotubos com menor tempo de armazenamento possuem fase lag de cerca de 4 horas, 0 que
ndo é observado no lote de criotubos com 21 meses de armazenamento. A DO méxima
atingida para todos os lotes da ativacdo dos criotubos foi aproximadamente 1,0, pois nessa
etapa o conteudo dos frascos foi transferido para frascos maiores, onde os cultivos foram
realizados.
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Figura 4.6 - Crescimento celular em fungéo do tempo, para ativagdes realizadas em condi¢es microaerofila

(estética e sob agitacdo de 50 rpm), para os dois lotes de criotubos com diferentes tempos de armazenamento no

Conjunto de Ensaios S3.

No mesmo experimento, ambos os lotes de cultura estoque foram cultivados

em condicdo aerébia e microaerdfila (sob agitacdo de 200 rpm e cultura estatica,

respectivamente) na etapa de cultivo, visando avaliar a producdo do antigeno em diferentes

condicOes de aeragdo e definir as condi¢bes para continuidade dos estudos. As condigdes

estudadas nos 4 ensaios realizados no Experimento S3 estéo resumidas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Condi¢des estudadas nos quatro ensaios realizados no Experimento S4.

Ensaio Velocidade de agitaciio Tempo de armazenamento da suspensao
celular em criotubos
S3-A Estético 21 meses
S3-B Estatico 1 semana
S3-C Aerobio (200 rpm) 21 meses
S3-D Aerobio (200 rpm) 1 semana
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O crescimento celular observado para todas as condi¢Oes estudadas esta

representado na Figura 4.7.

] B S3-B: criotubo 21 meses (50 rpm)
3,0 1 @ S3-A: criotubo 1 semana (50 rpm)
A S3-D: criotubo 21 meses - aerobio (200 rpm)
- S3-C: criotubo 1 semana - aerobio (200 rpm)
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Figura 4.7 - Crescimento celular em fun¢éo do tempo, para cultivos realizados em condic¢des estética e aerdbia

(200 rpm), para os dois lotes de criotubos no Conjunto de Ensaios S3.

Observa-se que as curvas do crescimento celular (DO) na Figura 4.7
apresentam a mesma tendéncia. A DO maxima atingida foi diferente para as dois lotes de
criotubos. O quarto lote de criotubos (21 meses) obteve valores maiores de DO maxima,
como pode ser visto na Tabela 4.4. Os valores da velocidade maxima especifica de
crescimento para 0s ensaios realizados estdo representados na Tabela 4.4. Os dados
confirmam que as células provenientes dos criotubos armazenados por 21 meses tiveram uma
velocidade de crescimento ligeiramente superior a dos criotubos armazenados por menor

periodo.



Tabela 4.4 - Velocidade maxima especifica de crescimento e densidade 6tica

Experimento S3.
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maxima para 0s ensaios do

ENSAIOS pmax (h™) DO final Tempo de cultivo
(420 nm) (h)
Criotubos 21 meses — microaerofilo (S3-A) 0,31+0,01 29 13,42
Criotubos 1 semana — microaeroéfilo (S3-B) 0,28+0,01 1,8 10,66
Criotubos 21 meses — aerébio (S3-C) 0,33+0,01 3,0 12,75
Criotubos 1 semana — aerobio (S3-D) 0,29+0,01 19 9,66

A Figura 4.8 mostra a eletroforese em nitrato de prata para os Ensaios S3-A, B,

C e D, verificando-se que a producdo de antigeno nas quatro condigcdes estudadas é

equivalente. Os ensaios seguintes partiram dos criotubos do lote N° 7 (21 meses de

armazenamento), cultivados em condicdes aerobias.

Padrao 1

e

SpaA 67kDa

47kDa

Figura 4.8- Eletroforese em nitrato de prata das amostras de extracdo do antigeno com colina. Na imagem:

Padr6es de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen); Amostras 1: S3-A, 2: S3-B -

microaerdfilo, 3: S3-C e 4: S3-D

A partir dos resultados obtidos nos Experimentos S1, S2 e S3 pode-se concluir

gue o Unico fator que exerceu influéncia na etapa de ativacdo e na etapa de cultivo foi o tempo

de armazenamento da cultura congelada. No entanto, o efeito foi o contrario do observado na

Figura 4.1, nas ativagdes realizadas por Silva e colaboradores. O crescimento mais rapido e

mais intenso observado nos experimentos S1, S2 e S3 pode estar relacionado com uma
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possivel selecdo das células mais adaptadas ao congelamento. Como todos os lotes de
criotubos foram preparados a partir do lote anterior, foram criadas condi¢cdes para que as
células que melhor resistiram ao congelamento e que apresentaram maior viabilidade se
propagassem na etapa de ativacdo e fossem utilizadas para a preparacdo de novos criotubos.
Além disso, é importante ressaltar que outras modificacdes foram introduzidas no preparo dos
criotubos, tais como: uso de suspensdes celulares mais concentradas; melhor controle da
temperatura durante o cultivo para obtencdo das suspensbes a serem congeladas e
principalmente, realizacdo dos cultivos para obtencdo das suspensdes em condigoes
microaerdfilas, porém com maior disponibilidade de oxigénio dissolvido e melhor
homogeneizacdo do meio devido a agitacdo de 50 rpm adotada. Destaca-se esta Ultima
modificacdo, pois no periodo de 2005 a 2007, a maioria dos lotes de criotubos foi preparado a
partir de cultivos estaticos, 0 que levava a uma maior produgdo de metabolitos, expondo as
células a uma condicdo de stress, que pode ter contribuido para torna-las mais suscetiveis a
perda de viabilidade durante o congelamento.

De qualquer forma, pode-se afirmar que o objetivo de padronizar as etapas de
ativagéo dos criotubos e de producdo do inoculo, reduzindo o tempo de crescimento na etapa
de ativagdo foi plenamente atingido.

4.2, Cultives de E. rhusiopathiae em meios contendo diferentes fontes de

carbono e de nitrogénio

Conforme comentado anteriormente, um dos principais problemas enfrentados
para atingir altas concentracdes celulares em cultivos de E. rhusiopathiae esta relacionado ao
acumulo de &cido latico, o qual é formado inclusive em cultivos conduzidos em aerobiose.
Além disso, as proteose peptonas N2 e N3, tradicionalmente empregadas nos cultivos de E.
rhusiopathiae relatados na literatura, sdo de origem animal. Assim, por essas razdes, decidiu-
se conduzir um conjunto de ensaios em camara incubadora, nos quais foram testadas
diferentes fontes de carbono e de nitrogénio. Os resultados obtidos nesses experimentos séo
apresentados e discutidos a seguir.
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4.2.1. Conjunto S4 — Novas formulac¢des para o meio de cultivo: influéncia
de diferentes fontes de carbono na producio de acido latico, no

crescimento e na expressio da proteina

Conforme ja vem sendo amplamente estudado para outras bactérias, como a E.
coli, o uso de fontes de carbono mais lentamente assimiladas pela célula contribui para
minimizar o overflow na glicolise, levando a uma menor producdo de &cidos organicos
(Rocha, 2003). Ha pouca informacéo na literatura sobre a assimilagdo de diferentes fontes de
carbono por E. rhusiopathiae. Por isso, o Experimento S5 foi realizado com o objetivo de
testar novas fontes de carbono no meio de cultivo e verificar a influéncia dessas fontes de
carbono no crescimento celular, na expressdao da proteina antigénica e na producao de
metabolitos. Foram testadas quatro diferentes fontes de carbono: glicose, glicerol, lactose e
galactose. A Figura 4.9 mostra os perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos.

B Glicose
1,24 ® Gilicerol
| Lactose n
v Galactose
1,0 4
0,8
e
c J
&
<t 0,6 -
(@)
A J
0,4
0,2
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h)

Figura 4.9 - Crescimento celular em cultivos realizados com diferentes fontes de carbono no meio no Conjunto
de Ensaios S4.
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Observou-se que o0 microrganismo cresceu bem em todas as fontes de carbono
testadas, com velocidades maximas de crescimento especifico bastante semelhantes. No
ensaio com a glicose a velocidade foi um pouco maior (aproximadamente 0,36 h™, Tabela
4.5) e como pode ser visto no grafico da Figura 4.9, esse seria o cultivo com a maior
densidade ¢tica final obtida. O cultivo realizado com glicerol a velocidade de crescimento foi
de 0,33h™ (Tabela 4.5), valor préximo ao obtido nas demais condicdes estudadas.

Os perfis de consumo das fontes de carbono e da producdo de metabdlitos
podem ser vistos nas Figuras 4.10 e 4.11.

[substrato] g/L

27 B [glicerol] g/L
1 ® [glicose] g/L
14 A [lactose] g/L
[galactose] g/L
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (h)

Figura 4.10 - Consumo de substrato ao longo dos respectivos cultivos.

A Figura 4.10 mostra que a glicose, a lactose e a galactose foram consumidas
durante os cultivos. Observa-se ainda que o consumo de lactose e galactose foi mais intenso
do que o da glicose. Porém, ndo houve consumo do glicerol, apesar do crescimento observado
com essa fonte de carbono (Figura 4.9). Uma possivel explicagdo para haver crescimento sem
aparente consumo da fonte de carbono € a utilizacdo de carboidratos presentes nas fontes de
nitrogénio (peptona e extrato de levedura) para suportar o crescimento.

A Figura 4.11 mostra a producdo de metabdlitos para as diferentes fontes de
carbono estudadas. Nota-se que o principal metabdlito acumulado foi o &cido latico, seguido
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pelo &cido acético em menores propor¢des. A formacdo de acido latico foi observada com a

mesma intensidade nos cultivos contendo glicose, lactose e galactose como fontes de carbono.

Ja no meio contendo glicerol como fonte de carbono foram produzidas concentracdes muito

baixas de metabdlitos, ndo ultrapassando 0,1 g/L ao final do cultivo. Isso é explicado pela ndo

assimilacao desse substrato.

[metabolitos] g/L

—— [ac. latico] g/L - glicose
0,9 - —{— [ac. acetico g/L - glicose
1 | —&—[ac. latico] g/L - glicerol
0,8 4 |—4—[ac. acetico g/L - glicerol
4 | —@—[ac. latico] g/L - lactose
0,7 - —O—[ac. acetico g/L - lactose
1 [ac. latico] g/L - galactose
[ac. acetico g/L - galactose
0,6 -
0,5+
0,4
0,3
0,2 -
0,1 4
0,0
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Figura 4.11 - Comparacao do perfil de producéo de metabdlitos nos ensaios com diferentes fontes de carbono

As concentragdes finais dos metabdlitos para todos os ensaios, assim como as

velocidades maximas especificas de crescimento, podem ser visualizadas na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Comparacgdo entre os resultados dos cultivos de E. rhusiopathiae com diferentes fontes de carbono
(Experimento S5)

Glicose Glicerol Galactose Lactose

pmax (h)* 0,36+0,02 0,33+0,01 0,34+0,01 0,30+0,01
Yyx/s** 0,34+0,01 ND ND ND
[ac. latico] final (g/L) 0,74 0,09 0,73 0,85
[4c. acético] final (g/L) 0,14 0,02 0,14 0,18
[ac. formico] final (g/L) 0,19 0,03 0,23 0,29

*calculada a partir da DO 420 nm
** calculado a partir de dados de DO e fator de conversdo de DO em massa seca obtidos no Ensaio S6.
ND — Néo determinado

Na avaliacdo da producdo de antigeno realizada por eletroforese (Figura 4.12),

verificou-se presenca da banda de SpaA (67 kDa) em todos os ensaios.

Padrao 1 2 3 4 5 6 7

DO=11 DO=0,8 DO=09 DO=09

47 kDa

SpaA 67 kDa e

Figura 4.12 - Eletroforese das amostras de extracdo das células com colina, nas 4 condi¢des estudadas (glicose,
glicerol, lactose e galactose) Na imagem: Padrio: padrdo de massa molecular (BenchMark Protein Ladder —
Invitrogen); Amostras: 1: cultivo com glicose (DO = 1,1), 2: cultivo com glicerol (DO = 0,8), 3: cultivo com
lactose (DO = 0,9), 4: cultivo com galactose (DO = 0,9), 5: rSpaA padrao (pura) 47 kD, 6: Vazio, 7: Extrato de
célula (obtido a partir das células fervidas a 100°C). Todas as amostras foram concentradas em 100 vezes.

Chama a aten¢do na Figura 4.12 a expressiva producdo de antigeno no cultivo

realizado com glicerol como fonte alternativa de carbono.
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Utilizando o programa ImageJ, foi feita a quantificacdo das proteinas
identificadas no gel de eletroforese em unidades arbitrarias, para fins de compara¢do mais
precisa da expressdo de proteinas nos diferentes meios testados. Os resultados obtidos sao

visualizados na Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Quantificacdo de proteinas em unidades arbitrarias no gel de eletroforese para o conjunto de

ensaios S4

Observa-se na Figura 4.13 que o cultivo utilizando o glicerol como fonte de
carbono foi 0 que obteve a maior concentracdo de proteina ao fim do cultivo. As densidades
Oticas dos cultivos no momento de interrupcdo estdo indicadas na Figura 4.12, sendo 1,1; 0,9;
0,9 e 0,8, respectivamente para a glicose, a lactose, a galactose e o glicerol. O cultivo com
glicose como fonte de carbono (padrdo) foi o que obteve a menor expressao de proteina,
provavelmente porque o processo de extracdo do antigeno foi iniciado ja na fase de morte do
cultivo, qguando uma grande concentracdo de proteases ja esta presente no meio. Quantidades
ligeiramente superiores de proteina foram obtidas nos cultivos realizados com galactose e
lactose como fontes de carbono. Ja a alta expressdo de antigeno observada com o glicerol é

intrigante, uma vez que 0 mesmo ndo foi consumido. Esse fato pode estar relacionado a baixa
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producéo de acidos organicos observada nesse ensaio, a qual permitiu uma maior estabilidade

do pH e talvez isso tenha influenciado positivamente a expressao da proteina.

4.2.2. Conjunto S5 - Novas formulacdes para o meio de cultivo:
influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producao de acido latico,

no crescimento e na expressio da proteina

As recomendacGes GMP (Good Manufacturing Practices), tanto da Anvisa
como da FDA ressaltam a importancia da substituicdo de fontes de nitrogénio de origem
animal por similares de origem vegetal ou microbiana (como é o caso do extrato de levedura).
A preocupacdo de se evitar a presenca de nutrientes de origem animal em meios de cultivo
ganhou énfase com o surgimento dos casos de BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) no
final da década de 80 (ANVISA: Resolu¢do RDC n° 315, de 26 de outubro de 2005).

No caso especifico dos meios de cultivo para E. rhusiopathiae é inegavel a
evolucgédo da sua composicao ao longo dos anos. Nos estudos iniciais, nutrientes como BHIS
(Brain and Heart Infusion suplementado com soro) eram freqlientemente encontrados na
composicdo dos meios de cultivo (Groschup et al., 1990). Gracas aos trabalhos de Feist
(Groschup et al., 1990), tornou-se possivel substituir o BHIS pela peptona de carne, sem
prejuizos ao crescimento da bactéria ou a capacidade imunogénica da bacterina. Porém, desde
0 surgimento do meio proposto por Feist, nenhum novo estudo foi conduzido visando a
anélise da incorporacdo de outras fontes complexas de nitrogénio ao meio de cultivo de E.
rhusiopathiae. Além dos aspectos mencionados anteriormente, é importante ressaltar também
0 aspecto econdémico. Como mostra a Tabela 4.10, as peptonas de origem animal certificadas
(ou seja, com garantia de auséncia de prions) sdo extremamente caras, levando a um aumento
no custo de producéo e conseqlientemente no produto final.

Assim, para minimizar custos, respeitar as recomendacdes dos Orgdos de
fiscalizacdo sanitaria e garantir a qualidade do produto final, estudos visando a substituicdo
das fontes de nitrogénio de origem animal por similares de origem vegetal sdo necessarios. O
Experimento S5 foi realizado com o objetivo de estudar o crescimento de E. rhusiopathiae,
assim como a expressdo do antigeno e a formagdo de metabdlitos, em meios de cultivo
contendo como fontes de nitrogénio: peptona N°2 da Difco, soytone da Difco, peptona de
Soja da Acumedia ou &gua de Maceracdo de Milho (Milhocina) da Corn Products, sendo a

primeira de origem animal e as outras trés de origem vegetal.
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A Figura 4.14 mostra os perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos

para os diferentes nutrientes testados. Em todos os cultivos, glicose foi empregada como fonte

de carbono.
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Figura 4.14 - Crescimento celular dos cultivos realizados com diferentes fontes de nitrogénio no meio no

Conjunto de Ensaios S5.

Observa-se que 0 microrganismo cresceu bem em todos 0s meios testados, com

velocidades maximas de crescimento especifico diferentes. Os dados referentes as velocidades

especificas de crescimento, densidade Otica maxima final e concentracéo final de metabolitos

encontram-se na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6- Comparac&o entre os resultados dos cultivos de E. rhusiopathiae obtidos no ensaio S5

Peptona N2 Agua de Soytone Difco Peptona de Soja
Difco Maceracio de
Milho
pmax (h™) 0,29+0,01 0,26+0,01 0,35+0,04 0,34+0,02
DO final 11 1,0 1,3 1,0
Yxs** 0,24+0,01 --—- ===
[ac. 1atico]na (g/L) 0,83 0,89 0,97 0,91
[ac. acético] g (g/L) 0,15 0,33 0,36 0,33
[ac. formico] g, (g/L) 0,36 0,19 0,26 0,31

*obtido a partir da DOsznm
** calculado a partir de dados de DO e fator de conversdo de DO em massa seca obtidos no Ensaio S6.

O cultivo com agua de maceracao de milho como fonte de nitrogénio foi o que
teve a menor velocidade de crescimento e também o que terminou com a menor concentragdo
celular em termos de densidade 6tica. As velocidades de crescimento foram semelhantes para
os cultivos contendo soytone e peptona de soja, que apresentaram crescimento mais rapido
que a Peptona N2, usualmente empregada. A densidade Optica obtida com o Soytone no
momento de interrupcdo do cultivo foi a maior dentre os quatro ensaios realizados.

Os perfis de consumo de glicose e de producdo de metabodlitos podem ser
vistos nas Figuras 4.15 e 4.16. Os resultados mostram que a glicose foi mais consumida nos
meios contendo agua de maceracdo de milho e Peptona N2 do que nos meios contendo
peptona de soja. Isso pode ser explicado pela alta fragdo de carboidratos presentes nas
peptonas de soja, que podem ser assimilados e contribuir para o crescimento, levando a um
menor consumo de glicose. Em termos de formagdo de metabdlitos, os resultados sdo muito
parecidos, notando-se o acimulo de &cido latico até 0 mesmo patamar de concentragdo para as
quatro fontes de nitrogénio testadas. Porém, devido a maior velocidade de crescimento, a
velocidade de formacéo de acido latico foi maior nos cultivos conduzidos com o Soytone e a
peptona de farelo de soja como fontes de nitrogénio. O &cido acético foi outro metabdlito
formado, porém sua concentragdo permaneceu relativamente estavel em todos os cultivos,

oscilando entre 0,1 e 0,3 g/L.
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Figura 4.15- Consumo de glicose ao longo dos cultivos para as diferentes fontes de nitrogénio estudadas no

Conjunto de Ensaios S5.
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Figura 4.16 - Comparacéo do perfil de producdo de metabdlitos nos ensaios com diferentes fontes de nitrogénio

no Conjunto de Ensaios S5.
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Na avaliacdo da producdo de antigeno realizada por analises de eletroforese

(Figura 4.17), verificou-se presenca da banda de SpaA em todos 0s ensaios.

1 2 3 4
DO=10 DO=10 DO=13 DO=1,0

Padrao rSpaA 47 kDa
47kDa L d Y - o
TR

Figura 4.17 - Eletroforese das amostras de extracéo das células com colina, nas 4 condi¢des estudadas (peptona
N2, soytone, agua de maceragdo de milho e peptona de soja Acumedia) Na imagem: 1: cultivo com peptona N2
Difco (DO = 1,0), 2: cultivo com agua de maceracdo de milho (DO = 1,0), 3: cultivo com Soytone Difco (DO =
1,3), 4: cultivo com Farinha de Soja Acumedia (DO = 1,0), 5: rSpaA padréo (pura) 47 kDa. Todas as amostras

foram concentradas em 100 vezes.

Utilizando o programa ImageJ, foi feita a quantificacdo das proteinas
identificadas no gel de eletroforese em unidades arbitrarias, para fins de compara¢do mais
precisa da expressdo de proteinas nos diferentes meios testados. Os resultados obtidos séo
visualizados na Figura 4.18.

Observa-se na Figura 4.18 que o cultivo utilizando o Soytone e a Peptona de
Soja Acumedia como fonte de nitrogénio, foram 0s que obtiveram a maior concentracao de
proteina no momento de interrupgdo do cultivo. Conforme mostram os valores de densidade
Otica e de velocidade méxima especifica de crescimento apresentados na Tabela 4.6, a
expressao da proteina estd coerente com a maior producdo de biomassa e a maior velocidade

de crescimento observadas para esses nutrientes.
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Figura 4.18 - Quantificacdo de proteinas em unidades arbitrarias no gel de eletroforese para o conjunto de
ensaios S5

4.2.3. Conjunto S6 - Combinacdo dos conjuntos S4 e S5: Utilizacdo do
Soytone como fonte de nitrogénio vegetal e glicerol como nova fonte de

carbono

Diante dos resultados obtidos no item 4.2.1 os quais indicaram que a melhor
expressdo da proteina ocorria com o glicerol, apesar da aparente ndo assimilacdo do mesmo,
decidiu-se realizar um novo conjunto de experimentos visando a verificacdo e confirmacao
desses resultados, incluindo um prolongamento dos cultivos até atingirem a fase estacionaria.
Além disso, levando-se em consideracdo os resultados obtidos no item 4.2.2, os quais
indicaram que as duas peptonas de soja utilizadas (Peptona de Soja Acumedia e Soytone
(Difco)) poderiam substituir com sucesso a peptona de origem animal (Peptona N2) que vinha
sendo utilizada nos cultivos, optou-se por realizar estudos com meios contendo glicerol como
fonte de carbono e diferentes fontes de nitrogénio, para também verificar a possibilidade de
assimilacdo desse substrato em meios contendo outros nutrientes.

Assim, o Soytone foi escolhido como fonte de nitrogénio desse ensaio, pois

além dos bons resultados obtidos no conjunto de ensaios S5, tem preco similar ao da Peptona
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de Soja da Acumedia e sendo a Difco uma marca com maior garantia de reprodutibilidade em
seus produtos.

O conjunto de experimentos S6 consistiu, portanto, na realizacdo de cultivos
com o glicerol (fonte de carbono escolhida) e com o nutriente Soytone (Difco) como fonte de
nitrogénio a fim de investigar o crescimento de E. rhusiopathiae, assim como a expressdo do
antigeno e a formacdo de metabolitos nessas condicfes. Para efeito de comparacdo, foram
realizados simultaneamente, cultivos utilizando meios contendo glicose e Peptona N2 e
glicerol e Peptona N2.

A Figura 4.19 mostra os perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos

para os diferentes nutrientes testados. As fontes de carbono utilizadas foram glicose e glicerol.
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Figura 4.19 - Crescimento celular dos cultivos realizados no Conjunto S6: Soytone + Glicerol, Peptona N2 +
Glicerol e Peptona N2 + Glicose. Em detalhe o grafico de In(DO) por Tempo(h), na fase exponencial do

crescimento.

Foram observados diferentes perfis de crescimento nos meios testados, com
velocidades maximas de crescimento especifico diferentes (Figura 4.19 e Tabela 4.7). Todos

os cultivos foram acompanhados até alcancarem a fase estacionéria de crescimento, sendo
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inclusive observada o inicio da fase de morte, que ocorreu por volta das 9 horas para 0s
cultivos em meio contendo glicerol. Confirmando os resultados obtidos no conjunto de
experimentos S4, a maior formacdo de biomassa foi alcancada no meio contendo glicose, a
qual foi praticamente o dobro da obtida nos meios contendo glicerol. De acordo com os perfis
de consumo de substrato (Figura 4.20), houve consumo da ordem de 3 g/L de glicerol nos
experimentos tanto com Peptona N2 como com Soytone como fontes de nitrogénio, o que
contrasta com o comportamento observado no conjunto de ensaios S4. Porém, os dados da
concentracéo de glicerol estéo bastante ruidosos, o que pode estar relacionado com problemas
na metodologia analitica utilizada na determinacdo da concentragdo dos substratos, realizada

por HPLC para esse experimento, a qual mostrou ser menos precisa.

[substrato] g/L
(o]
1

2 4 W [glicose] g/L (Glicose + Peptona N2)
J @ [glicerol] g/L (Glicerol + Peptona N2)
14 A [glicerol] g/L (Glicerol + Soytone)
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Figura 4.20 - Consumo de substrato ao longo dos cultivos do Conjunto de Ensaios S6.

Também de acordo com os resultados dos experimentos S4, uma producao
mais significativa de &cido latico s6 foi observada no experimento realizado em meio

contendo glicose (Figura 4.21).
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Figura 4.21 - Comparacéo do perfil de producéo de metabdlitos no Conjunto de Ensaios S6

As concentragdes finais dos metabolitos para todos os ensaios, assim como as

velocidades maximas especificas de crescimento, podem ser visualizadas na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Comparacdo entre os resultados dos cultivos de E. rhusiopathiae obtidos no ensaio S6.

Soytone + Glicerol Peptona N2 + Glicerol Peptona N2 + Glicose
umax (h™) 0,39+0,03 0,32+0,01 0,31+0,02
DO Max 1,2 0,9 2,2
Yxs ND ND 0,22+0,02
[ac. laticolsing (9/L) 0,44 0,40 2,61
[ac. acético]sing (9/L) 0,36 0,30 0,49
[ac. formico]sina (9/L) 0,33 0,18 0,37

*obtido a partir da DO4zonm
** calculado a partir de dados de DO e fator de conversdo de DO em massa seca obtidos nesse mesmo
ensaio.

ND - Nao determinado
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O cultivo em meio contendo Soytone e glicerol apresentou a maior velocidade
de crescimento, apesar do glicerol ndo ter sido utilizado como substrato pelo microrganismo.
Ja o cultivo utilizando Peptona N2 e glicerol apresentou velocidade especifica de crescimento
semelhante ao experimento controle, porém menor formacao de biomassa, justamente por ndo
assimilar o glicerol e por ndo haver uma fracdo de carboidratos tdo expressiva na proteose
peptona.

As velocidades de crescimento foram semelhantes para os cultivos contendo
Peptona N2 que € usualmente empregada.

A densidade optica final obtida no cultivo com glicose como fonte de carbono
foi a maior dentre os trés ensaios realizados. Em termos de formagdo de metabolitos, os
resultados também sdo muito parecidos com 0s ensaios anteriores, destacando-se a menor
formacdo de &cido latico e acético para os cultivos com glicerol.

Conforme ja& comentado anteriormente, a maior densidade &tica maxima
observada para o cultivo com soytone e glicerol para o cultivo utilizando a peptona N2 e
glicerol pode ser devido ao fato da soytone possuir uma grande concentracdo de carboidratos
em sua composicao, que contribuem como fontes suplementares de carbono e sdo assimiladas

pelo microrganismo.

4.2.4. Conjunto S7 - Combinacio dos conjuntos S4 e S5 e verificacdo dos

resultados obtidos no conjunto S6

Diante dos resultados conflitantes observados entre os cultivos S4 e S6,
principalmente em relacdo a assimilacéo de glicerol, 0 novo conjunto de experimentos S7 foi
executado. Novamente, o objetivo foi investigar o crescimento celular, a producdo de
metabolitos, o consumo da fonte de carbono e a expressao da proteina na presenca de soytone,
como unico nutriente ou em combinagdo com outras fontes de nitrogénio, de origem vegetal.

Assim, no conjunto de experimentos S7 foram testados cinco diferentes
composicdes de meio: Peptona N°3 da Difco + Glicose, Peptona N°3 da Difco + Glicerol ,
Soytone da Difco + Glicerol , Soytone da Difco + AMM + Glicerol e meio contendo soytone,
extrato de levedura e arginina em concentrac6es dobradas. A mudanca de peptona, da N2 para
a N3, foi necessaria, pois 0 estoque de Peptona N2 estava proximo do fim e ndo havia tempo
para a aquisicdo de um novo lote. A Peptona N3 é uma variacdo da Peptona N2, sendo

fornecida pelo mesmo fabricante.
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A composicao quimica aproximada para as fontes de nitrogénio da Difco, selecionadas, séo

apresentadas na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Composicdo quimica aproximada para as fontes de nitrogénio fornecidas pela Difco

o o S © ) = o ) < 5) <
g = _ &£ g2 4 = S 2 = S S S
S §82§ .2 € 2 g 38 §' 2 T 3 %
8 S SE o3 , O o = 5 2 € 2 o ® 5 B
& =2 B = £ 5 S © = g = 2 = S o = 2
z z 8 8 s i 3 o) 3 2
Soytone 94 31 292,5 0,2 550 68,2 1610 22200 34040 0,17 2,33 0,82
Proteose
12,9 5 18,07 7,1 151 10,2 212 13313 47610 3,86 0,38 1,88
Peptone N2

Proteose
13,4 3,7 17,94 6,6 132 23,7 103 13160 38113 2,54 0,37 1,51
Peptone N3

Quanto as outras condigdes investigadas, a suplementacdo com éagua de
maceracdo de milho e o aumento das concentragbes dos nutrientes: Soytone, extrato de
levedura e arginina, ttm o mesmo objetivo, de verificar se a ndo assimilagdo de glicerol é
resultado da limitagdo por algum nutriente. Ainda no caso da agua de maceracdo de milho,
uma maior expressao de proteina foi obtida no ensaio realizado com esse nutriente no meio de
cultivo (Conjunto de Experimentos S5) e é importante confirmar essa possibilidade.
Finalmente, os experimentos com glicose + Peptona N3 e glicerol + Peptona N3 constituem
experimentos controle, reproduzindo as condic¢Ges padréo de cultivo.

A Figura 4.22 mostra os perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos

para os diferentes nutrientes testados.
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Figura 4.22 - Crescimento celular dos cultivos realizados no conjunto de ensaios S7

As fontes de carbono utilizadas foram glicose e glicerol. Nota-se claramente
que o crescimento é favorecido na presenca de glicose, chegando a uma densidade 6tica (DO)
superior a 4 apos, aproximadamente, 10 horas de cultivo. Todos os experimentos realizados
em meio contendo glicerol ndo ultrapassaram DO em torno de 1,5. A explicacdo para a baixa
formacdo de biomassa é fornecida na Figura 4.23, onde sdo apresentados os perfis de

consumo de glicose e glicerol nos diferentes ensaios.
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Figura 4.23 - Consumo de substrato ao longo do conjunto de ensaios S7

Confirmando os resultados preliminares obtidos no conjunto de experimentos
S4, o glicerol ndo é consumido em nenhuma das condigdes investigadas, enquanto a glicose é
praticamente consumida integralmente ao longo do cultivo. Ressalta-se ainda que a formacéo
de biomassa nos cultivos com glicerol é provavelmente conseqiiéncia da assimilacdo de
carboidratos presentes nos nutrientes complexos como extrato de levedura, peptona e
Soytone.

Sabe-se que o Soytone é uma fonte de nitrogénio complexa que acaba
funcionando também como fonte de carbono para o crescimento do microrganismo, por ser
rico em carboidratos de facil assimilacdo, enquanto que a Peptona N3 € uma fonte de
nutrientes mais pobre em carboidratos (BD Bionutrients, 2007).

Apesar da ndo assimilacdo de glicerol, é interessante observar na Figura 4.22
que na presenca de Soytone como fonte de nitrogénio, uma prolongada fase estacionéria foi
observada, enquanto que no meio contendo glicerol e Peptona N3 a fase de morte iniciou-se
logo apds o fim da fase exponencial de crescimento. Isso indica a provavel presenca de
componentes no Soytone que atuam nessa fase do cultivo, contribuindo para a manutencdo da
viabilidade das células. Desta forma, verificou-se que o microrganismo adaptou-se muito bem

a Soytone, que é uma fonte de nitrogénio de origem vegetal, conseguindo inclusive prolongar



89

a sua fase estacionaria, que antes, em cultivos realizados por Silva (2007), ndo passava de 3
horas.

Em concordancia com o intenso crescimento, ha expressiva formacao de acido
latico no cultivo com glicose, enquanto que nos outros meios estudados em S7, ndo ha

formacao significativa de metabdlitos, como pode ser observado na Figura 4.24.

B [Ac. Latico] g/L (Peptona N3 + Glicose)
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Figura 4.24 - Comparagéo do perfil de producdo de metabdlitos no conjunto de ensaios S7

As concentracdes finais dos metabdlitos para todos os ensaios, assim como as

velocidades maximas especificas de crescimento, podem ser visualizadas na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9 - Comparacdo entre os resultados dos cultivos de E. rhusiopathiae obtidos no Conjunto de Ensaios

S7
Peptona N3 + Peptona N3 + Soytone + Glicerol Soytone + AMM + Soytone*2 + Ext. de
Glicose Glicerol Glicerol Levedura*2 +
Arginina*2 +
Glicerol

umax (h) 0,31+0,01 0,33+0,02 0,31+0,02 0,35+0,02 0,38+0,02

DO max 41 15 1,3 13 15

[ac. latico]fina (9/L) 3,0 0,52 0,66 0,56 0,65

[4c. acético]sina (0/L) 0,92 0,35 0,27 0,43 0,44

*obtido a partir da DO4zonm

O cultivo foi o com a menor velocidade de crescimento. A densidade Optica
final obtida no cultivo com Peptona N3 e glicose como fonte de carbono foi a maior dentre o0s
cinco ensaios realizados.

As velocidades de crescimento foram semelhantes para todos os cultivos,
sendo a velocidade especifica de crescimento para os cultivos em meios mais ricos em
nutrientes apresentaram velocidades de crescimento levemente superiores. Na avaliacdo da
producdo de antigeno realizada por andlises de eletroforese (Figura 4.25), verificou-se
presenca da banda de SpaA em todos 0s ensaios, com destaque nos meios contendo Peptona

N3 e meio com quantidades maiores de soytone, extrato de levedura arginina.
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Figura 4.25 - Eletroforese das amostras de extracéo das células com colina, nas 5 condicdes estudadas.Padrio
(1): padrdo de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen); Amostras: 2: Peptona N3 + Glicose
(DO =1,23), 20 pL, 3: Peptona N3 + Glicerol (DO = 1,22) , 20 uL, 4: Soytone + Glicerol (DO = 0,98), 20 pL,
5: Soytone + Agua de Maceragdo de Milho + Glicerol (DO = 1,08), 20 pL, 6: Soytone (x2) + Extrato de
levedura (x2) + Arginina (x2) + Glicerol (DO = 1,02), 20 uL, 7: rSpaA padréo (pura) 47 kDa, 5 pL.
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Utilizando o programa ImageJ, foi feita a quantificacdo das proteinas
identificadas no gel de eletroforese em unidades arbitrarias de DO por pL de concentrado de
proteina, para fins de comparacdo mais precisa da expressao de proteinas nos diferentes meios

testados. Os resultados obtidos sdo visualizados na Figura 4.26.
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Figura 4.26 - Quantificacdo de proteinas em unidades arbitrérias no gel de eletroforese para o conjunto de

ensaios S7

Observa-se na Figura 4.26 que a expressao de proteinas foi similar para todos
0s cultivos, com destaque para os cultivos contendo glicerol e Soytone. Nota-se ainda que o
aumento da concentracao de soytone (e de outros nutrientes) no meio favoreceu a producdo da
proteina de interesse.

Diferente do que se tinha pensando, a agua de maceracdo de milho néo
influencia a expressdo do antigeno pelo microorganismo, tendo sido irrelevante a
suplementacdo do meio com a mesma.

Com certeza, 0 conjunto de experimentos S7 permitiu consolidar os estudos
sobre a influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio no crescimento, formacéo de
metabolitos e expressdo de proteinas. A partir dos resultados obtidos conclui-se que o glicerol
ndo foi assimilado nos cultivos em frascos agitados e que o Soytone € um nutriente de origem

vegetal com grande potencial para substituir a peptona de origem animal. A partir dessas
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constatacdes, foram definidas as condicfes a serem estudadas em cultivos em biorreator,

cujos resultados sdo apresentados e discutidos a seguir.

4.3. Ensaios em biorreator

A partir dos resultados obtidos no item 4.2., foram propostos e executados 3
cultivos em batelada em biorreator de bancada (Ensaios B1, B2 e B3), que se diferenciaram
pelo meio de cultivo empregado. O cultivo B1, o ensaio controle, foi realizado com o meio
normalmente empregado, contendo glicose como fonte de carbono e peptona como fonte de
nitrogénio. Para o cultivo B2 foi escolhido o meio contendo glicose como fonte de carbono e
soytone como fonte de nitrogénio. E, finalmente, no cultivo B3, a fonte de carbono foi o
glicerol e a de nitrogénio foi o0 soytone, sendo que 0 objetivo desse ensaio foi verificar o

consumo de glicerol em condi¢es melhor controladas de cultivo.

4.3.1. Ensaio B1 - Cultivo em biorreator em condi¢cao aerobia (30% de
02) utilizando glicose como fonte de carbono e peptona N2 como fonte de

nitrogénio, sem controle de pH

Este experimento foi realizado com o intuito de servir como base para a
comparacdo do comportamento de E. rhusiopathiae em novas formulacGes de meio de cultura
investigadas nos ensaios B2 e B3.

Durante o cultivo ocorreram problemas com o sistema de controle de pH, néo
havendo assim um controle preciso do pH do meio de cultivo. A variacdo do pH interferiu
com a solubilidade do CO, no meio e por isso o0s dados da fracdo molar de CO;, no gés de
saida também ndo puderam ser aproveitados.

A Figura 4.27 mostra a variacdo na concentracdo de células (DOaszonm),
producéo de acido latico, acido acético e consumo de glicose obtidos no ensaio em biorreator

em meio com Peptona N2 como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono.
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Figura 4.27 - Formacéo de células, consumo de glicose e producdo de metabdlitos no cultivo aerébio (30% de

02) em biorreator com meio Peptona N3 + Glicose, durante a batelada simples (Ensaio B1)

No inicio do cultivo, observa-se curta fase exponencial de crescimento seguida
de fase estacionaria, indicando que algo poderia estar comprometendo o crescimento do
microrganismo. Na sexta hora de cultivo, foi feito um pulso de glicose em t=6h, pois se sup0s
que a diminuicdo do crescimento do microrganismo ocorria por falta de substrato. Logo foi
visto que o crescimento do microrganismo estava sendo afetado por causa do aumento do pH
do meio (problemas com o sistema de controle de pH).

Devido a todas essas perturbac@es, as células entraram em uma longa fase de
lento crescimento, entre 6 e 13 horas de cultivo. Ap6s a adogdo de corregdes manuais
periddicas do pH realizadas durante essa fase de crescimento quase-estagnado, o
microrganismo voltou a crescer e a glicose foi consumida até aproximadamente 4 g/L, quando
0 crescimento da E. rhusiopathiae cessa, provavelmente por inibicdo por acimulo de acido
latico no meio, que atinge cerca de 5 g/L ao final do cultivo.

O valor de pmsx, determinado por regressdo linear utilizando os dados de
densidade 6tica do inicio do cultivo (até t = 5 h) foi de 0,45 h™. Na segunda fase de

crescimento observado ap6s 13 horas de cultivo, quando o pH do meio passou a ser corrigido
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manualmente, 0 microrganismo voltou a crescer com Mms de 0,15 h. Este valor é
significativamente menor que o calculado no inicio do cultivo e é provavelmente
consequiéncia da inibicdo pelo acido latico acumulado no meio de cultivo.

Na avaliagdo da producéo de antigeno realizada por analises de eletroforese
(Figura 4.28), verificou-se presenca da banda de SpaA nas amostras que foram retiradas

durante o cultivo.

t=11,8h t=155h
DO = 0,81 DO = 0,77

SpaA 67kDa

porgao 47kDa

rSpaA 47kDa

Figura 4.28 - Eletroforese das amostras de extra¢do das células com colina 4%, nos tempos 11,8 e 15,5 horas..
Padréo: rSpaA padrdo (pura) 47 kDa, 5 pL.

Utilizando o programa ImageJ, foi feita a quantificacdo das proteinas
identificadas no gel de eletroforese em unidades arbitrarias de DO por pL de concentrado de
proteina, para fins de comparacdo mais precisa da expressdo de proteinas nos diferentes

tempos. Os resultados obtidos sé&o visualizados na Figura 4.29.
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Figura 4.29 - Quantificacdo de proteinas em unidades arbitrarias no gel de eletroforese para o cultivo em

biorreator B1
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Observa-se na Figura 4.28 que a expressdo de proteinas foi levemente menor
no tempo 15,5 horas, provavelmente devido ao aumento de proteases e aumento da

concentracdo de metabolitos do meio de cultivo.

4.3.2. Ensaio B2 - Cultivo em biorreator em condicio aerobia (30% de
02) utilizando glicose como fonte de carbono e soytone como fonte de

nitrogénio e com controle de pH

A Figura 4.30 mostra a variagdo na densidade Gtica e nas concentracdes de
glicose, de biomassa, e de metabdlitos durante o ensaio.
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Figura 4.30 - Formacéo de células, consumo de glicose e produgdo de metabdlitos no cultivo aerébio (30% de
concentracdo de O2 dissolvido) em biorreator com meio Soytone + Glicose, durante batelada simples (Ensaio
B2)

A Figura 4.30 mostra que as curvas de acompanhamento do crescimento
celular (Biomassa e DO) apresentam a mesma tendéncia durante o crescimento exponencial e
na fase estacionaria. Observa-se também a presenca de longa fase estacionaria, maior que a

observada durante os cultivos em batelada realizados por Silva (2007). O microrganismo entra
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na fase estacionaria quando toda a glicose é consumida apés 4 horas de cultivo. A
manutencdo do crescimento ocorre provavelmente pela alta concentracdo de carboidratos no
meio com Soytone, que 0 microorganismo assimila facilmente. Além disso, parte da energia
para a manutengdo da concentragdo celular na fase estacionaria vem da re-assimilacdo dos
acidos latico e acético acumulados, a qual pode ser observada logo ap6s a exaustdo da glicose,
Ao contrario do observado nos experimentos realizados por Silva (2007), o principal
metabolito acumulado nédo foi acido latico, mas sim o acético. Essa mudanca no metabolismo
pode estar relacionada com a nova fonte de carbono utilizada. A concentragéo celular atingiu
10,6 g/L ao final do cultivo, um resultado excelente para um cultivo em batelada.

Os valores obtidos para a formacdo de biomassa e consumo de glicose neste
ensaio levaram ao calculo de um fator de conversdo de glicose em células de 0,95 g células/g
glicose. Como nas primeiras trés horas de cultivo ndo houve consumo de glicose, o calculo de
Yxs foi realizado usando os valores de concentracdo de biomassa e de glicose no periodo
compreendido entre a terceira e a sexta hora de cultivo, correspondente ao periodo em que
houve consumo de glicose. O valor de Yxs para esse cultivo € significativamente alto e
reflete a formacdo de biomassa tanto pelo consumo de glicose como pelo consumo de
carboidratos presentes no Soytone, uma fonte complexa rica em carboidratos que também
estdo sendo assimilados pelas células. Essa assimilacdo com certeza ocorre no inicio do
cultivo, quando nédo foi observado consumo de glicose, mas houve crescimento. O valor de
Umax determinado por regressao linear utilizando dados de densidade 6tica foi 1,14 h™. Chama
novamente a atencdo, o alto valor de pmsx obtido, reforcando a qualidade do Soytone como
fonte de nitrogénio alternativa a peptona. Com a adicdo desse nutriente ao meio, 0
microrganismo ndo SO cresceu mais rapidamente como também houve uma maior formacao
de biomassa devido a assimilacdo dos carboidratos presentes no mesmo. O valor de Pmsx para
esse meio de cultivo no ensaio em biorreator, contendo Soytone e glicerol, foi muito maior do
que o observado no ensaio em frascos agitados (Tabela 4.6), 0 que demonstra a importancia
da realizacdo dos ensaios em condicdes de cultivo adequadamente controladas, como
acontece em biorreatores, para a efetiva avaliacdo dos impactos de mudancas de meio de
cultivo no crescimento.

Em termos de formacdo de metabolitos, o perfil estd muito diferente do
observado nos cultivos realizados por Silva (2007), utilizando o meio convencional. Nesses
experimentos, para uma concentracdo celular semelhante (9,9 g/L) obtida no ensaio em
batelada alimentada, foi relatada uma concentragdo de &cido latico acumulado de 12 g/L ap6s

20 horas de cultivo. No presente trabalho, para uma concentragédo celular em torno de 10 g/L
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(DO = 30, t = 4,7 h), observa-se o acumulo de 3,2 g/L de acido acético e 2,5 g/L de &cido
latico. Portanto, a formacdo de metabdlitos por quantidade de biomassa presente (Ypx) foi
mais alta no ensaio em batelada alimentada, em meio contendo peptona de carne. No entanto,
a velocidade de formacdo de metabdlitos foi maior no presente ensaio, acompanhando o
crescimento mais rapido. Pode-se afirmar que a mudanca no perfil de formacdo de
metabolitos esta relacionada a substituicdo do nutriente proteose peptona pelo Soytone. A
diminuicdo na formacdo de metabolitos por massa de células explica a alta concentracdo
celular rapidamente obtida. Provavelmente, os nutrientes presentes no Soytone favorecem o
fluxo da glicose pela rota via glicolitica, ciclo de Krebs e cadeia respiratoria, direcionando
menos glicose pelas vias fermentativas. O fato do &cido latico e do acido acético serem re-
assimilados ap0s a exaustdo da glicose reforca a hipotese levantada. Esse fendmeno €
freglientemente observado em cultivos aerdbicos de E. coli (Rocha, 2003), porém ndo havia
sido relatado para E. rhusiopathiae cultivado em meio convencional.

A Figura 4.31 mostra os valores da vazdo molar de didxido de carbono
calculada a partir dos valores da fracdo molar de CO, medida pelo analisador de gases e da
vazdo de ar fornecido ao biorreator, de acordo com a equagdo 1, descrita no item 3.3.1. A
partir da estimativa da area sob a curva representada na Figura 4.31 foi possivel calcular do
numero total de moles de CO, produzido nesse ensaio, o qual alcangou 49,5 mmol em 7,5

horas de cultivo.
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Figura 4.31 - Velocidade de produgéo de di6xido de carbono em termos da fragdo molar de CO, com o tempo

de cultivo (mmol/h), consumo de glicose, produgdo de biomassa em termos de DO e producdo de acido latico no

ensaio B2).
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Infelizmente, devido a importante contribuicdo dos carboidratos presentes no
Soytone para a formacao de biomassa, nao foi possivel realizar o balanco de carbono para o
cultivo. Observa-se que a formacdo de CO, acompanhou a producdo de biomassa, tendo
diminuido por volta de cinco horas de cultivo, quando entrou em fase estacionaria, assim que
a glicose foi totalmente consumida.

A Figura 4.32 mostra os valores de pH durante o cultivo, que manteve-se em
torno de 8 durante todo o ensaio. Apds 4 horas de cultivo, quando a glicose acaba, observa-se
uma tendéncia de aumento de pH. Isso estd provavelmente relacionado com a assimilacéo de
proteinas presentes no meio, que leva a liberacdo de aménia e ao aumento do pH. O problema
foi contornado por meio de adi¢cdo manual de acido, a partir da 62 hora do cultivo. Essa adi¢do
manual de &cido, provocou oscilacdes nos valores de pH, que conseqlientemente levaram a

oscilages na vazdo molar de géas carbonico (Figura 4.31).
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Figura 4.32 - Acompanhamento de pH com o tempo de cultivo (Ensaio B2).

Na avaliacdo da producdo de antigeno realizada por andlises de eletroforese
(Figura 4.33), verificou-se presenca da banda de SpaA nas amostras que foram retiradas

durante o cultivo.
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t=3,7h t=4,7h
DO =115 DO = 28,9

SpaA 67kDa

L— rSpaA 47kDA

Figura 4.33 - Eletroforese das amostras de extracdo das células com colina 4%, nos tempos 3,7 e 4,7 horas.do
ensaio B2. Padrdo: rSpaA padréo (pura) 47 kDa, 5 pL.

Utilizando o programa ImageJ, foi feita a quantificacdo das proteinas
identificadas no gel de eletroforese em unidades arbitrarias de DO por uL de concentrado de
proteina, para fins de comparacdo mais precisa da expressdo de proteinas nos diferentes
tempos de cultivo. Os resultados obtidos sdo visualizados na Figura 4.34.
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Figura 4.34 - Quantificacdo de proteinas em unidades arbitrérias no gel de eletroforese para o cultivo em
biorreator B2
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Observa-se na Figura 4.33 que a expressdo de proteinas foi muito alta,
atingindo um valor de 3000 unidades, mais de 20 vezes superior aos observados nos ensaios
em shaker (Figura 4.17). O intenso crescimento celular que ocorreu neste ensaio é o principal
motivo para 0 aumento da expressdo da proteina. Nota-se ainda que a expressdo de proteina
aumentou do tempo 3,7 para 4,7 horas, acompanhando o crescimento celular.

4.3.3. Ensaio B3 - Cultivo em biorreator em condi¢cao aerobia (30% de
02) utilizando glicerol como fonte de carbono e soytone como fonte de

nitrogénio e com controle de pH

A Figura 4.35 mostra a variacdo nas concentracdes de glicerol, biomassa,
densidade dtica (DOg420nm) € metabdlitos durante o ensaio utilizando glicerol como fonte de

carbono e soytone como fonte de nitrogénio
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Figura 4.35 - Formacdo de células (DO), consumo de glicerol e producdo de metabdlitos no cultivo aerébio
(30% de concentracdo O, dissolvido) em biorreator com meio Soytone + Glicerol, durante a batelada simples
(Ensaio B3)

A Figura 4.35 mostra que o glicerol ndo foi consumido no periodo de 6,5 horas
de cultivo, mantendo sua concentracdo em torno de 13 g/L. Conforme j& observado nos
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ensaios em frascos agitados, 0 microrganismo cresceu mesmo sem consumo do substrato e
esse crescimento foi provavelmente sustentado pela alta concentracdo de carboidratos
presentes no Soytone.

No inicio do cultivo, observa-se curta fase exponencial de crescimento de 4
horas e a partir desse ponto o crescimento ja tende para a fase estacionaria, provavelmente
devido ao esgotamento de fontes de carbono para manutencdo do metabolismo do
microrganismo, que ndo assimila o glicerol.

O valor de pmax, determinado por regressdo linear utilizando os dados de
densidade 6tica da fase exponencial do cultivo foi de 0,70 h™. Esse resultado mostra que
mesmo na auséncia de uma fonte de carbono que seja assimilada pela E. rhusiopathiae, 0s
carboidratos presentes no Soytone sdo suficientes para sustentar uma alta velocidade de
crescimento. Esse valor de pmax explica o valor tdo alto encontrado de pmax obtido no ensaio
em biorreator B2, com glicose e Soytone no meio de cultivo.

Na avaliacdo da producdo de antigeno realizada por analises de eletroforese
(Figura 4.36), verificou-se presenca da banda de SpaA na amostra que foi retirada durante o

cultivo no tempo 4,1 horas.

t=4,1h
DO = 5,08

padrio

SpaA 67kDa

porgao 47kDa

Figura 4.36 - Eletroforese das amostras de extracéo das células com colina 4%, no tempo 4,1 horas para o

Ensaio B3. Padrdo: padrdo de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen)
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Né&o foi possivel fazer a quantificacdo utilizando o programa ImageJ por causa

da interferéncia das bandas proximas a banda de interesse.

4.4. Comparacéo e analise global dos resultados obtidos nos ensaios realizados

em frascos agitados e em biorreator

Os resultados dos cultivos em biorreator indicaram que E. rhusiopatiae cresce
e expressa 0 antigeno em meio contendo o nutriente soytone, de origem vegetal. Nos topicos a
seguir serdo discutidos os aspectos econdmicos dessa mudanca assim como serdo realizadas
comparacfes mais quantitativas entre os cultivos aqui realizados e os realizados por Silva
(2007) de modo a se chegar a uma definicdo quanto a viabilidade técnica da nova formulacao

de meio.

4.4.1. Viabilidade econémica da nova formulacio para o meio de cultivo

Na Tabela 4.10 encontram-se 0s precos dos nutrientes utilizados nesses
cultivos de acordo com os fornecedores, a fim de se comparar o impacto na reducdo do custo
pela substituicdo da peptona N2 pelas alternativas avaliadas.

Tabela 4.10- Valor estimado do litro do meio de cultivo para o ensaio utilizando a peptona N2 como fonte de

nitrogénio. Cotacdes obtidas em Novembro de 2009.

Componente Quantidade Unidade  Preco unitario (R$) Prego total (R$)
Peptona N2 Difco 7,5 g 2.871,00 (500 g) 43,07
Extrato de levedura 7,5 g 154,90 (500 g) 2,32
Glicose 9 g 10,59 (500 g) 0,19
Arginina 0,75 g 29,00 (25 g) 0,87
Tween 80 0,75 mL 65,76 (1 L) 0,05
Na;P0O,.12H,0 76,02 g 18,35 (500 g) 2,79
Total 49,29

Na Figura 4.37 é mostrado o custo total por litro de meio de cultivo para os
quatro substratos testados no ensaio S6, a fim de se comparar o impacto na reducdo do custo
pela substituicdo da peptona N2 pelas alternativas avaliadas. A substituicdo da peptona pelo

soytone levaria a uma reducdo do custo do meio de mais de 6 vezes. Portanto, do ponto de
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vista econdmico, a modificacdo é extremamente positiva, desde que a capacidade

imunogénica da bacterina e sua concentracdo celular sejam preservadas.
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Figura 4.37- Comparacg&o entre os custos estimados por litro de meio de cultivo para os diferentes substratos

testados. Cotacdes obtidas em Novembro de 2009.

4.4.2. Comparacio dos resultados obtidos em cultivos em biorreator

Na Tabela 4.11 encontram-se reunidos todos os resultados obtidos em
biorreator. Observa-se que o cultivo em batelada simples, com Soytone e glicose produziu,
indiscutivelmente, excelentes resultados quando comparado aos outros cultivos. A
concentragédo celular final de 10,6 g/L, alcangada em 8 h de cultivo, foi a maior dentre todos
0s experimentos realizados em biorreator, sendo inclusive superior a concentragdo celular
obtida apo6s 20 h de cultivo em batelada alimentada realizado por Silva (2007). Destacam-se
ainda os altos valores de velocidade especifica de crescimento, de vazdo molar de CO,
produzido e do coeficiente de conversao de glicose em biomassa. .

E interessante observar que as maiores velocidades de crescimento ocorrem
para os cultivos que utilizaram o Soytone como fonte de nitrogénio principal, mesmo quando
o0 glicerol esta presente como substrato. Nota-se ainda que a producdo de CO, foi bastante
significativa no ensaio B3. Nesse experimento, a concentracdo celular obtida apds 6,5 horas
de cultivo é cerca de 30 % superior a alcancada no cultivo em batelada de Silva (2007).
Porém, a vazdo molar de CO, é aproximadamente 80 % maior. Desta forma, a analise

comparativa da producdo de CO, em dois meios de cultivo diferentes, reforca novamente a
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hipdtese de um funcionamento mais eficiente da cadeia respiratoria na presenca de Soytone,

necessario para produzir mais ATP e sustentar o crescimento mais acentuado.

Tabela 4.11 - Resultados obtidos nos ensaios em biorreator

Ensaio B2 Ensaio B3 Silva (2007) Silva (2007)
Mmax (h71)* 1,14 0,7 0,51 0,5
Yxis(g/g) 0,95 ND 0,23 0,25
DO0nm MAaxima 33,5 6,82 3,8 18
Cx (gMS/L) 10,6 2,3 18 9,9
nCO2 (mmoles) 49,5 38,2 21,7 135,5
[Ac. Latico] gna (g/L) 0** 0,4 3,11 12,5
[Ac. Acético] gna (g/L) 2,59 2,04 0,7 3
Tempo de cultivo (h) 75 6,5 75 20
Fonte de Carbono Glicose Glicerol Glicose Glicose
Fonte de Nitrogénio Soytone Soytone Peptona Peptona
Volume biorreator (L) 3,5 4 3 4,22
Modo de operagio Batelada Batelada Batelada Batelada
Alimentada

ND - valor ndo determinado
*calculado a partir dos dados de Densidade Otica

** & consumido durante a fase estacionaria

Na Tabela 4.12 estéo listados os resultados das quantificacfes de producédo da
proteina SpaA nos ensaios em frascos agitados com diferentes composi¢Ges de meio assim

como para 0s ensaios em biorreator.

Tabela 4.12 - Quantificacéo da producéo de proteinas para todos os ensaios realizados nesse trabalho

Ensaio Meio Total de proteina Cx (g/L) Producio de
produzida Proteina / Cx
(g/L)
Frascos agitados Glicose + Peptona 116 1,2* 94
Glicose + Soytone 254 1,3* 196
Glicerol + Soytone 133 1,0* 133
Biorreator Glicose + Soytone 3087 10,6 291
Glicose + Peptona 430 9,9 43
(Silva, 2007)
Glicerol + Soytone ND 2,3 ND

ND - valor ndo determinado

* calculados a partir dos valores de densidades 6ticas no momento da extragéo do antigeno

Os resultados das quantificacbes das proteinas nos géis de eletroforese

mostraram que 0 soytone favoreceu a expressdao do antigeno nesses cultivos, tanto em
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biorreator como em frascos agitados. Em termos de producédo especifica (ultima coluna da
Tabela 4.11), os valores obtidos com Soytone oscilam entre 133 e 196, enquanto que 0s
obtidos com proteose peptona oscilam entre 24 e 94. No entanto, é importante ressaltar que o
baixo valor estimado para o cultivo em biorreator de Silva (2007) pode estar relacionado a
qualidade inferior da imagem empregada. A maior expressao de proteina nos cultivos com
Soytone pode ser explicada tanto pelo maior crescimento obtido na presenca desse nutriente
assim como por uma possivel utilizacdo mais eficiente das vias respiratorias, ja que, de acordo
com Silva et al. (2008), as bacterinas produzidas em condicdo aerébica se mostraram mais
eficientes na imunizagéo nos testes de imunizagdo em camundongos do que as produzidas em

condigdes anaerobicas ou microaerofilas.
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5. CONCLUSOES

atingidos.

Pode-se afirmar que o0s objetivos propostos inicialmente foram plenamente

a) As modificagOes introduzidas na obtencdo da suspensdo de células para posterior

b)

d)

f)

preparo dos criotubos assim como na etapa de ativagdo dos mesmos apresentaram
resultados bastante satisfatorios, melhorando a reprodutibilidade no preparo do
indculo e reduzindo o tempo médio de ativacdo de 20 para aproximadamente 8
horas.

A aplicacdo da metodologia de quantificacdo das bandas obtidas por eletroforese
através de um processador de imagens mostrou-se eficaz para quantificacdo da
producdo de antigeno e permitiu estabelecer compara¢cfes mais objetivas entre as
diferentes condicdes estudadas.

No que se refere aos resultados obtidos até 0 momento em termos de composicado
do meio de cultivo, pode-se concluir que o Soytone mostrou-se uma fonte de
nitrogénio altamente promissora no cultivo desse microrganismo, pois além de
contribuir para o aumento na velocidade especifica de crescimento do
microrganismo e na formacdo de biomassa, levou a uma maior producdo de
antigeno, em comparacdo com os cultivos realizados com a formulacdo de meio
convencional, contendo proteose peptona.

Além dos fatores mencionados acima, a utilizacdo de Soytone contribuiria ainda
para diminuir o custo de preparacdo do meio e favoreceria a adequacdo do
bioprocesso as recomendagdes da FDA e ANVISA quanto & preferéncia por
nutrientes de origem vegetal na formulagdo de meios de cultivo empregados na
producéo de produtos farmacéuticos e veterinarios.

Os estudos referentes as novas fontes de carbono mostraram que o glicerol néo é
assimilado pelo microrganismo, que cresce as custas dos carboidratos provenientes
dos substratos complexos presentes no meio de cultivo.

Os resultados dos cultivos em biorreator mostraram que a nova formulacéo para o
meio de cultivo, isenta de componentes de origem animal, desenvolvida durantes
0s ensaios, garantiram a obtencdo de concentracOes celulares superiores a 10 g/L,

em cultivo em batelada simples.
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g) A perspectiva de mudanca da fonte de nitrogénio depende ainda, no entanto, dos
resultados de testes de imunizacgdo in vivo, utilizando uma bacterina preparada a

partir da nova formulagéo de meio.

Estudos adicionais seriam importantes para elucidar as seguintes questoes:

- A atual formulacdo de meio de cultivo foi elaborada tendo como base a
proteose peptona como principal fonte de nitrogénio. Assim, a otimizacdo da composicdo de
um novo meio de cultivo, tendo a peptona de soja como fonte de nitrogénio principal, envolve
a realizacdo de estudos adicionais pela metodologia de planejamento experimental, que
contemple diferentes combinacGes de soytone, glicose e demais componentes do meio, e que
estava fora dos objetivos do presente trabalho.

- Estudo do crescimento de E. rhusiopathiae utilizando a galactose como fonte
de carbono. Os resultados de quantificacdo de proteina nos géis de eletroforese mostraram que
esse substrato pode contribuir a expressdo do antigeno pelo microrganismo.

- Realizacdo de cultivo em batelada alimentada em meio contendo Soytone. O
modo de operacdo em batelada alimentada em condi¢do aerdbia mostrou como um recurso
viavel para a obtencdo de quantidades ainda maiores de biomassa nos cultivos realizados por
Silva (2007), e com essa nova composicdo de meio, pode contribuir para um aumento de
produtividade no processo de producdo desta vacina a custos bem menores.

- Realizacdo de dois cultivos em biorreator, em batelada, sendo um com o meio
convencional e outro com a nova formulagdo contendo Soytone para posterior utilizagdo na
preparacdo de bacterinas. Essas bacterinas seriam utilizadas em testes de imunizagdo de
cobaias, fornecendo assim uma informacgédo essencial para a escolha do melhor meio de
cultivo visando a producéo de vacina contra E. rhusiopathiae.

- Devido aos bons resultados obtidos nos cultivos realizados, a etapa de
ativagdo desse microrganismo pode ser feita a partir de agora utilizando o Soytone como fonte

de nitrogénio.
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