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RESUMO

Este mestrado se propde a estudar a otimizagao dindmica de biorreator
automatizado, tipo tanque agitado e aerado, em escala de bancada (até 5L), onde se
processa o cultivo semi-continuo de Pichia pastoris recombinante. Essa levedura foi
clonada pelo grupo do prof. Fernando Torres, da UnB, utilizando o promotor PGK1,
que dispensa a utilizagdo de metanol como indutor, expressando constitutivamente a
enzima a-amilase de Bacillus subtilis. Durante a execucao deste mestrado, a enzima
penicilina G acilase (PGA) de Bacillus megaterium esta sendo clonada pelo grupo de
biologia molecular do DEQ-UFSCar usando a mesma constru¢cdo e, portanto, a
cinética de crescimento e producao da PGA heterdloga devera ser muito semelhante
as da oa-amilase, utilizada como estudo de caso para otimizacdo do bioprocesso.
Cultivos de Pichia pastoris recombinante foram realizados em frascos agitados,
utilizando meio de cultivo padrédo, objetivando o levantamento de dados cinéticos,
ponto de partida para o escalonamento em biorreator de bancada. Posteriormente,
foram realizados ensaios em biorreator de 5L, em batelada e batelada alimentada.
Com os dados obtidos nos cultivos em biorreator, e utilizando algoritmo hibrido para
estimativa de parametros (que combina o método global Simulated Annealing, com o
local de Levenberg-Marquardt), implementado em MatLab e disponivel no LaDABIo
(Laboratério de Desenvolvimento e Automacao de Bioprocessos), foram ajustados
parametros cinéticos de crescimento, para serem utilizados nas simulagdes dos
cultivos em biorreator. A partir dai, foi desenvolvido modelo de crescimento
microbiano e de produgao, utilizando um enfoque classico (modelo ndo-estruturado,
nao-segregado) para descrever o sistema. Com isso, torna-se possivel realizar
simulagbées em computador usando diferentes estratégias de alimentacdo, para
mapear a dinamica do sistema. A seguir, foram desenvolvidos algoritmos de controle
otimo em malha aberta para definigdo de estratégias de alimentacdo. Concentragdes
celulares de 5,4 g/L (massa seca) foram alcangadas em cultivos em camara rotatéria
(20h de cultivo, quando se esgota a glicose), expressando 218 U/mL de a-amilase,
comparado com 11,4 g/L(massa seca) que foram atingidos em cultivos em biorreator
em bateladas simples (10h de cultivo, quando se esgota a glicose), expressando 156

U/mL de a-amilase. Em cultivos em batelada alimentada concentracdes celulares de



até 45 g/L foram atingidas, expressando até 260 U/mL de a-amilase, com uma
produtividade de 5,2 U/mL/h. Em cultivo em batelada alimentada de P. pastoris
expressando PGA, concentracdes celulares de até 35 g/L foram atingidas. Nao foi
detectada atividade enzimatica no caldo de cultivo devido ao efeito da glicosilagao.
Reacdo de imunodetecgao confirmou a expressao da enzima recombinante. Foram
ajustadas quatro equagdes de velocidade especifica de crescimento, com diferentes
tipos de inibicdo por um produto, detectado em niveis importantes por cromatografia
liquida de alto desempenho, mas ainda nao identificado. Esse metabdlito foi inserido
como inibidor nos modelos cinéticos, utilizando as areas dos picos, normalizadas,
como uma pseudoconcentracdo. Os melhores ajustes aos dados experimentais
foram com modelo cinético de Monod com inibigdo ndo-competitiva. Valores tipicos
obtidos para a velocidade especifica maxima de crescimento e de fator de
conversdo glicose/célula em biorreator foram pmax = 0,24 h™ e Yys = 0,48. Algoritmo
de controle 6timo em malha aberta foi desenvolvido e implementado com sucesso,
prevendo de forma robusta perfis 6timos de alimentagédo, cuja validacédo fica

proposta como continuidade deste trabalho.

Palavras-Chave: Pichia pastoris recombinante. Cinética do cultivo. Controle étimo

de biorreator. Expresséao constitutiva. Alfa-amilase. Penicilina G Acilase (PGA).



ABSTRACT

This master's thesis project aims at studying the dynamic optimization
of the operation of a bench scale (up to 5L) automated, agitated and aerated
bioreactor, where the semi-continuous cultivation of recombinant Pichia pastoris is
run. This yeast was cloned using the PGK1 promoter, which precludes the use of
methanol as inducer, expressing constitutively the enzyme penicillin G Acylase
(PGA) from Bacillus megaterium. While the group of molecular biology of DEQ-
UFSCar is working on cloning the PGA, d P. pastoris expressing the enzyme a-
amylase from Bacillus subtilis was cultivated. This clone, provided by prof. Fernando
Torres, UnB, uses the same construction and, therefore, its kinetics of growth and
production should be very similar to the PGA’s. Cultivation of recombinant Pichia
pastoris was performed in flasks (skaker) using standard culture medium, aiming at
obtaining kinetic data, which are the starting point for the escalation to a benchtop
bioreactor. Following that, tests were performed in a 5L bioreactor in batch and fed
batch operation modes. With the bioreactor data , kinetic parameters of growth, to be
further used in the simulations, were estimated, using a hybrid algorithm (which
combines the global method Simulated Annealing, with the local one Levenberg-
Marquardt). This algorithm, is implemented in Matlab and available in the software
library of Ladabio (Laboratory of Development and Automation of Bioprocesses ).
From these data, models of microbial growth and of production were developed,
following a classic approach (unstructured, non-segregated). Computer simulations
using different feeding strategies and employing these models allowed mapping the
dynamics of the system. From this information, optimal control strategies were
proposed to define optimal feeding profiles. Cellular concentrations of 5.4 g/L (dry
weight) were reached in shaker (20h of cultivation, when glucose is exhausted),
expressing 218 U/mL of a-amylase, compared to 11.4 g/L (dry weight) that were
achieved in cultures in a bioreactor in batch simple (10h of cultivation, when glucose
is exhausted), expressing 156 U/mL of a-amylase In fed-batch cultures, cell
concentrations of up to 45 g/L were achieved, expressing up to 260 U/mL of «-
amylase, with a productivity of 5.2 U/mL/ h. In fed-batch cultures of P. pastoris

expressing PGA, cell concentrations of up to 35 g/L were achieved. Enzyme activity



was not detected in the culture broth due to the effect of glycosylation.
Immunodetection reaction confirmed the expression of the recombinant enzyme.
Four specific growth rate equations were adjusted, with different types of inhibition by
one product, detected at significant levels by liquid chromatography high-
performance, but not yet identified. This metabolite was added as an inhibitor in
kinetic models, using the peak areas, normalized as a pseudoconcentration. The
best fit to the experimental data were the Monod kinetic model with non-competitive
inhibition. Typical values obtained for the maximum specific growth and glucose/ cell
conversion factor in bioreactor were pmax=0,24 h™ and Yys = 0,48. Algorithm for
optimal control in open loop was developed and successfully implemented, providing
a robust profiles of great power, whose validation is proposed as a continuation of

this work.

Keywords: Recombinant Pichia pastoris. Constitutive expression. Kinetics of
cultivation. Optimal Control. Penicillin G Acylase (PGA). Alpha- amylase.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

D= Taxa de diluicdo, (h™).

DO= Densidade optica

Facino = Vazdo volumétrica de acido, (L. h™).

Faum= Vazao volumétrica de meio suplementar, (L. h™).

Famostra= Vazao volumétrica extraida para amostragem, (L. h™).
Fease = Vazdo volumétrica de base, (L. h™).

Fevap = Vazdo volumétrica de meio evaporado do reator, (L. h™).

kd= Constante de morte, (h™").

Ki= Constante de inibigao, (g.L™).

Ks = Parametro de Monod, (ggiicose-L ™).

M= Concentragdo de metabdlito, (g.L ™).

m= Coeficiente de manuteng&o celular, (gmassa seca-g  glicose-h").

O= Concentragdo de oxigénio, (g.L™).

P= Concentracdo de produto, (g.L™").

S= Concentracdo de substrato, (g.L™").

Saum= Concentragdo de substrato no meio suplementar, (g.L™").
t=tempo, (h).

V = Volume util do reator, (L).

X= Concentragao celular, (gmassa seca .L ).

Yxs= Fator de conversdo de substrato a células, (Gmassa seca-J " substrato)-
Yxp= Fator de rendimento de células a produto, (gproduto.g'1massa seca)-
Yxm= Fator de rendimento de células a metabolito, (gmetabolito-g  massa seca)-
n = Velocidade especifica de crescimento celular, (h™).

max = Velocidade especifica maxima de crescimento celular, (h™).

a= Coeficiente pseudo-estequiométrico para formacgao de produto associado ao

. -1
crescimento, (Jproduto-J massa seca)-

B = Coeficiente cinético para formacédo de metabdlito associado ao crescimento,

-1
(gmetabolito-g massa seca)-
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1. INTRODUGCAO

Os processos biotecnologicos tém atualmente uma grande aplicagéo
industrial na producdo de antibidticos, enzimas, aminoacidos entre outros. Um
processo biotecnoldgico pode definir-se como aquele processo em que se utilizam
microrganismos ou enzimas, como o objetivo de produgédo de biomassa, sintese de
compostos quimicos intracelulares ou extracelulares, producdo de alimentos, de
fontes energéticas ou ainda com propdsitos ambientais.

A producdo de enzimas é de grande importancia, devido a serem
catalisadores de alta especificidade, alta eficiéncia de conversao e elevada atividade
em condigdes ambientais moderadas. Este trabalho concentra-se na producédo de
duas enzimas de interesse industrial: Penicilina G acilase (PGA) e a-amilase.

Penicilina G acilase é enzima de grande importancia na industria de
antibidticos p-lactdmicos, utilizada para catalisar a hidrdlise de penicilina G, visando
a producao de acido 6-aminopenicilanico (6-APA), que por sua vez € empregado na
sintese de penicilinas semi-sintéticas (como ampicilina, amoxicilina, oxacilina, dentre
varias outras). A produgao de penicilinas semi-sintéticas, por sua vez, é conduzida
atualmente sob condigdes extremas de temperatura (-30°C), demanda solventes
organoclorados e produz grandes volumes de residuos nao-reciclaveis. Apesar do
alto rendimento dessa rota, a implantagcdo deste tipo de industria no Brasil
demandaria a utilizagdo de equipamentos caros e o desenvolvimento de operacdes
eficientes para o reciclo de solventes e disposi¢cao de residuos nao reciclaveis. Com
as crescentes exigéncias governamentais, no sentido da redugdo de impactos
ambientais, a tecnologia enzimatica (“rota verde”) se torna uma alternativa para tais
processos, pois as reacdes enzimaticas sdo realizadas em meio aquoso,
temperaturas préximas a ambiente e pressao atmosférica.

Por outro lado, a enzima oa-amilase pode ser encontrada em
microrganismos, plantas e animais. A a-amilase hidrolisa o amido (amilose), dando
origem a agucares soluveis. Tem aplicagdo em setores industriais, como o
alimenticio (liquefacdo do amido, cervejas, panificagdo), biocombustiveis (com

destaque para o etanol produzido a partir de milho, nos EUA; ou de mandioca, como



19

na Tailandia, Nguyen et al., 2007), industria téxtil, papel e celulose, de couro,
detergentes, industria quimica e farmacéutica (GUPTA et al., 2003).

A producéo industrial de enzimas deste tipo € normalmente realizada
em processos fermentativos operados em regime batelada alimentada, onde
substratos, nutrientes e indutores sao alimentados ao biorreator de forma continua
ou descontinua. Este modo de operacéo evita problemas tais como inibigdo pelo
substrato, repressao catabdlica, entre outros. Neste contexto, a aplicagdo de
técnicas eficientes para otimizagdo e controle de processos vem se tornando cada
vez mais importante. O objetivo na otimizagdo de esses processos € a maximizagao
de um produto de interesse ao final do cultivo, para este propdsito o controle 6timo
consiste na determinacdo dos perfis das variaveis de controle com o tempo, de
forma a otimizar um indice de desempenho.

E provavel que discrepancias modelo-experimento devido &
variabilidade da cinética, mesmo entre experimentos semelhantes, devido a
mudang¢as ndo mensuraveis nas condi¢gdes de indculo, a diferengas entre linhagens,
etc., frequentes nesse tipo de bioprocesso, tornem necessario langar mao de
algoritmos de otimizagdo dindmica em malha fechada, possivelmente empregando
enfoque hibrido (utilizando, por exemplo, redes neurais ou neuro-fuzzy como parte
do modelo). Entretanto, € interessante que a pesquisa tenha inicio empregando
técnicas classicas em malha aberta, inclusive para testar sua capacidade de
generalizagao.

Neste trabalho foram realizados cultivos em batelada alimentada da
levedura Pichia pastoris utilizando glicose como fonte de carbono. Esta levedura foi
testada como uma das possiveis células hospedeiras, devido a sua construgéo para
expressao constitutiva e extracelular da enzima recombinante, trazendo desafios
para a otimizagdo do processo, sendo um problema mais complexo do que definir
condigdes para maximizar o crescimento celular e depois induzir a expresséo. Este
problema serve como caso de estudo importante para o teste da abordagem
classica de otimizagdo dinamica em malha aberta (controle 6timo) em reator semi-
continuo.

E importante ressaltar que, até onde vai nosso conhecimento, ndo sdo
encontrados dados na literatura sobre cultivos em batelada alimentada de P.

pastoris crescendo em glicose como fonte de substrato e sem indugao por metanol.
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Assim, a definicdo de perfis de alimentacédo otimizados para esse tipo de cultivo &
ponto original neste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pela propria natureza interdisciplinar desta dissertagdo, este é um
capitulo abrangente, incluindo desde a discussédo do uso da levedura P. pastoris na
expressao de proteinas heterélogas até a aplicagdo da teoria de controle 6timo ao
cultivo microbiano visando a altas densidades celulares. O estado da arte em cada
um desses topicos foi apresentado de forma sucinta nos itens que seguem,
buscando-se sempre destacar as interconexdes entre as varias areas do

conhecimento tratadas aqui.

2.1 Pichia pastoris

Apesar de Pichia pastoris ser disponivel comercialmente ha anos como
célula hospedeira de proteinas heterdlogas, ainda ha muitos pontos a elucidar sobre o
comportamento desta espécie de levedura (DE SCHUTTER et al., 2009). E uma
levedura metilotréfica, o que significa que tem a habilidade de utilizar metanol como
unica fonte de carbono na auséncia de fontes mais facilmente assimilaveis, como

glicerol ou glicose.

Figura 2.1 Pichia pastoris
Fonte: http://www.hosp.u-
toyama.ac.jp/blood/newhomepage/study/study63/idennsikumikaealbmin files/slide1124 _image009.jpg.
Acesso em: 04/02/2010)
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P. pastoris é capaz de realizar modificagdes pods-traducao que sdo mais
semelhantes as alteracbes que ocorrem em proteinas humanas do que S. cerevisiae
consegue fazer. Combina as vantagens de eucariotos, como secregao eficiente para o
meio e modificagbes pos-tradugdo (por exemplo, processamento proteolitico,
glicosilagdo e formacdo de ligagdo dissulfeto), com um crescimento consistente em
meio sintético, e com pouco risco de contaminagéo no caso de crescimento em metanol
(HARTNER et al., 2008). Além disso, P. pastoris pertence ao grupo das leveduras
Crabtree negativas, e tem uma demanda energética muito baixa para manutengao, o
que a torna adequada para cultivos em alta densidade celular (JAHIC et al., 2002).

O efeito Crabtree, descrito em profusdo para bactérias como E. coli e
leveduras como S. cerevisiae, consiste no desvio de piruvato, proveniente da
glicdlise, para uma rota fermentativa, mesmo em condi¢ées plenamente aerdbicas.
No caso de E. coli, observa-se primordialmente a fermentacdo acética, enquanto
que S. cerevisiae prioriza a alcodlica. Este € um problema importante na otimizagao
dos cultivos semi-continuos, pois nesses casos velocidades especificas muito
elevadas de crescimento celular, com abundancia de glicose no meio, podem levar a
aumento de concentragdo de acetato (no primeiro caso) ou etanol (no segundo) no
meio. Esses metabdlitos, excretados, podem ter efeito inibitério no crescimento do
microrganismo e/ou na expressdo da proteina recombinante (GANCEDO, 1998;
LULI E STROHL, 1990). Por outro lado, esses compostos sao reassimilaveis pelo
microrganismo em situagdes de limitagdo de fontes preferenciais de carbono, o que
deve ser considerado pelos modelos cinéticos de crescimento.

Em P. pastoris foi detectada a respiragéo resistente ao cianeto (CRR, do
inglés), o que € comum entre leveduras Crabtree negativas, que ndo sao capazes de
fermentagcédo aerdbica (VEIGA et al., 2003). A respiragdo de P. pastoris durante o
crescimento exponencial foi prejudicada pela adicdo de cianeto, mas, ainda assim,
baixos niveis de CRR foram observaveis (KERN et al., 2007).

Em contrapartida, o efeito Pasteur ocorre quando se observa limitagao
ou auséncia de oxigénio no meio de cultivo (CARVALHO et al., 2007). A produgéao
de ATP pelo catabolismo anaerdbico € muito inferior a produg¢ao aerdbica. Isso pode
levar ao aumento do fluxo metabdlico dada rota glicolitica, para suprir a demanda
energética da célula.

Como se vera no proximo subitem, este trabalho de mestrado enfocou

o cultivo de linhagem de P. pastoris recombinante para a qual uma construgao nao-
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convencional foi empregada: expressdo constitutiva da proteina heterdloga,
associada ao gene de enzima da rota glicolitica. Com isso, pode-se levantar a
hipotese de que o cultivo da levedura P. pastoris com baixos niveis de oxigénio, de
forma a induzir o efeito Pasteur, pode levar a um aumento do fluxo metabdlico até o
piruvato e, em consequéncia, a uma maior produ¢cao da enzima por cada célula
viavel. Por outro lado, ao se trabalhar nessa regido, ao crescimento celular torna-se
mais lento. Recai-se, assim, claramente em um problema de otimizacdo das
condi¢cdes de aeracao do cultivo, tendo como objetivo maximizar a produtividade em

termos da enzima desejada.

2.1.1. Expressao em Pichia pastoris

Neste trabalho utilizam-se duas constru¢des distintas para P. pastoris:
vetores de expressdo contendo o promotor PGK1 (expressao constitutiva); e AOX1
(expresséo induzida) (Araujo, 2008).

A abordagem convencional para esse sistema emprega o promotor do
gene AOX1. Nesse caso, utiliza-se metanol para a indugdo (MACAULEY-PATRICK
et al., 2005), e ha forte repressdo quando as células crescem em glicose e na
maioria das outras fontes de carbono. Nesse sistema de expressado, metanol induz o
promotor alcool oxidase (AOX7), que controla o gene que codifica a expressao dessa
enzima, que catalisa o primeiro passo no metabolismo do metanol. Esse primeiro passo
consiste na oxidagéo do alcool em formaldeido e perdxido de hidrogénio (LEDEBOER
et al., 1985).
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Figura 2.2 Via metabdlica do metanol em Pichia pastoris.
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Quando a levedura é cultivada em glicose, alcool oxidase nao é detectada
nas células. No entanto, usando metanol como substrato, alcool oxidase pode constituir
até 35% do total de proteinas celulares (CREGG et al., 1985).

P. pastoris também é um organismo modelo importante para investigar a
proliferagcdo peroxissomal e assimilacdo de metanol. As enzimas essenciais para o
metabolismo do metanol sdo compartimentadas em peroxissomos, que Ssao
responsaveis pelo armazenamento das enzimas diretamente relacionadas com o
metabolismo do perdxido de hidrogénio, substancia altamente tdxica para a célula.
Neles esta presente a enzima catalase, que transforma o perdxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular. A proliferacdo de peroxissomos € um reflexo das condi¢coes
ambientais. Quando as células sao cultivadas em glicose, poucos peroxissomos estao
presentes. Quando cultivadas em metanol, eles podem ocupar até 80% do volume total
de célula (CREGG et al., 1993).

Por outro lado, o promotor PGK7 controla o gene que codifica a
expressao da enzima glicolitica fosfoglicerato quinase, que transfere o grupo fosfato
do 1,3-bifosfoglicerato para a ADP, formando ATP e 3-fosfoglicerato (vide Figura
2.3). Assim, este promotor pode ser induzido por qualquer fonte de carbono cujo
catabolismo seja direcionado a rota glicolitica, e esta entre os mais eficientes
sistemas usados para expressao constitutiva de proteinas heterélogas em diferentes
leveduras e fungos filamentosos (BURKE et al., 2000). Assim, no caso de P.
pastoris, pode servir como alternativa ao promotor AOX1.
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Figura 2.3 Via metabdlica da glicose (glicolise).
Fonte: LEHNINGUER et al. 2006

Este trabalho concentra-se principalmente na utilizagdo do promotor
PGK1, de acordo com a estratégia definida pelo grupo do Prof. Fernando Araripe
Gongalves Torres, do Departamento de Biologia Celular da UnB, que gentilmente
cedeu uma cepa produtora de a-amilase heterdloga. Ressalte-se que a proteina
heter6loga é secretada, o que € uma vantagem em termos do custo de purificagdo
(ALMEIDA et al., 2005).

2.1.2. Expressao de proteinas heterélogas em Pichia pastoris

A bactéria Escherichia coli € o organismo mais frequentemente
utilizado para a producdo de DNA e proteinas recombinantes. Isto € devido a alta
velocidade especifica de crescimento e de producao de proteina de E. coli. As

condicOes de crescimento s&o, também, pouco exigentes.
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Expressao de proteinas em E. coli € normalmente mais rapida do que
em P. pastoris por varias razdes. As células competentes de E. coli pode ser
armazenadas congeladas, enquanto que as células de Pichia tém de ser produzidas
imediatamente antes do uso (DE SCHUTTER et al.,, 2009). Os rendimentos da
expressdo em Pichia variam entre os diferentes clones, e normalmente um grande
numero de clones devem ser rastreados para a expressdo de proteinas antes que
um bom produtor seja encontrado. Tempos de indugdo o6timos em Pichia sao
geralmente da ordem do dia, enquanto que E. coli geralmente alcanga um
rendimento 6timo poucas horas apds a indugéo.

Uma grande diferenga de Pichia sobre E. coli € que Pichia é capaz de
produzir pontes dissulfeto e glicosilacdo em proteinas. Isso significa que, nos casos
em que pontes dissulfeto sejam necessarias, E. coli pode produzir uma proteina que
nao esteja corretamente enovelada, que normalmente é inativa ou insoluvel.

Saccharomyces cerevisiae € também utilizada como um sistema de
expressdo, com vantagens semelhantes sobre E. coli. No entanto, Pichia tem duas
vantagens principais sobre S. cerevisiae: em primeiro lugar, por ser uma levedura
metilotréfica, pode ser facilmente cultivada em solugdes de metanol razoavelmente
concentradas, capazes de inativar a maioria dos outros microrganismos. Em
segundo lugar, pode crescer em densidades celulares muito mais elevadas do que a
levedura de panificagao (DE SCHUTTER et al., 2009).

2.1.3. Cultivo de P. pastoris em alta densidade celular

Como ja se mencionou, uso de P. pastoris para a expressao de
proteinas recombinantes tornou-se popular por varias razdes: facilidade para
manipulagdo genética e cultivo, meios de cultura simples e baratos, facil
escalonamento, possibilidade de crescer em alta densidade celular e, sendo um
eucarioto, habilidade para produzir e secretar proteinas recombinantes soluveis,
glicosiladas se necessario, e corretamente enoveladas (DALY E HEARN et al.,
2005).
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A expressdao de proteinas heterdlogas por P. pastoris pode,
certamente, ser alcangada em culturas em cadmara rotativa, mas os niveis de
producao de proteinas sdo mais altos em culturas em fermentador, onde é factivel o
controle de agitagdo e aeragao, de pH, de composi¢do do meio (Cereghino et. al.,
2002).

Por outro lado, a expressdao heter6loga em P. pastoris pode ser
intracelular ou secretada. P. pastoris secreta baixas quantidades de proteinas
enddgenas, inclusive proteases, e pode crescer em meio sintético, sem adi¢ao de
proteinas adicionais, o que facilita ainda mais as etapas seguintes de purificagao
(TSCHOPP et al., 1987; BARR et al., 1992; CREGG E CEREGUINO, 2000).

Os fatores mais importantes que afetam a densidade celular e o
rendimento de proteinas recombinantes sao: taxa de aeracdo, controle de pH,
alimentacdo de nutrientes (STRATTON et al. 1998). A seguir, a Tabela 2.1
apresenta um resumo dos resultados alcangados por alguns autores em cultivos em

batelada alimentada de P. pastoris.

Tabela 2.1. Resumo de dados cinéticos obtidos por alguns autores no cultivo em batelada alimentada
de P. pastoris.

Referéncia Substrato Reator (L) | pmax (h™) Yyus CxX" (gll)
Jahic et al., 2002 Glicerol/Metanol 10 0,26 0,70 138
d’Anjou e Daugulis 1997 | Glicerol/Metanol 10 0,25 0,42 85
0,367- 52,79-
Chiruvolu et al., 1997 Glicerol/Metanol 5 -
0,202 192,1
Hang et al., 2009 Glicose/Metanol 50 0,16 0,39 89

A estratégia mais usual para expressdo de uma proteina heteréloga &
promover o crescimento da biomassa para, a seguir, induzir a expressao. No
presente caso, a expressao da PGA utilizando o promotor PGK1 sera associada ao
crescimento, o que necessariamente fara com que parte do fluxo metabdlico seja
desviado para esse fim. Ou seja, a expresséo desde o inicio do cultivo pode reduzir
a velocidade de crescimento. Assim, o efeito final sobre a produtividade do biorreator
com respeito a molécula recombinante &, claramente, um ponto em aberto, a ser

avaliado a partir de resultados experimentais.
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2.2. Penicilinas e Penicilina G acilase

Antibidtico é qualquer composto quimico utilizado para eliminar ou inibir
o crescimento de microrganismos infecciosos. A penicilina € o antibidtico mais
conhecido, e tem sido empregada para tratar multiplas enfermidades, como a sifilis,
a gonorréia, o tétano e a escarlatina, dentre outros.

As penicilinas sdo estruturas semelhantes que possuem um nucleo
comum, o acido 6-aminopenicilanico (6-APA) (ver Figura 2.4), que é responsavel

pela atividade antimicrobiana, embora isoladamente seja um composto inativo.

H-oN
2N S CHj
CH
I ;
O
COOH

Figura 2.4 Anel B-lactamico do 6-APA.

O 6-APA contém dois anéis, um de cinco atomos (anel tiazolidinico) e
outro de quatro atomos, o anel B-lactamico (vide Figura 2.4), que é responsavel pela
designacgao geral de antibidticos B-lactamicos (Baggaley et al., 1997). Dentre essas
penicilinas se encontram a Penicilina G ou benzil penicilina, como mostrado na
Figura 2.5, e a Penicilina V ou fenoximetil penicilina, como mostrado na Figura 2.6.
Para a producgao de Penicilina G durante um cultivo microbiano deve-se fornecer o
acido fenilacético (AFA), enquanto que, para a produgédo de Penicilina V, deve-se
fornecer o acido fenoxiacético (AFNA).

o) ' \{f

COOH
Figura 2.5 Penicilina G
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Figura 2.6 Penicilina V

Dependendo da forma de obtencdo, as penicilinas podem ser
classificadas em:

1. Penicilinas biossintéticas ou naturais: s&o obtidas diretamente de caldos de
cultura de bioprocessos, de grande interesse industrial; as principais s&o a
Penicilina G e a Penicilina V.

2. Penicilinas Semi-sintéticas: sao obtidas a partir das penicilinas naturais apés
hidrolise por enzimas denominadas penicilinas acilase, que disponibilizam o

6-APA para posterior produgéo de penicilinas semi-sintéticas.

As penicilinas semi-sintéticas apresentam estabilidade em meio acido,
podendo assim ser administradas oralmente, melhor absorgéo, efetividade a baixa
concentragdo para uma ampla variedade de organismos, alem de menor numero de
efeitos colaterais que as penicilinas naturais (HOU E POOLE, 1969).

A penicilina G acilase (PGA) € uma das mais importantes enzimas
utilizadas em escala industrial, catalisando (normalmente em processo com enzimas
imobilizadas) a hidrdlise de penicilina G (benzil penicilina), obtendo acido fenilacético
(AFA) e acido 6-aminopenicilanico (6-APA), que por sua vez, como ja mencionado, &
composto chave para sintese de antibiéticos B-lactamicos semi-sintéticos (SEVO et
al., 2001). Depois da glicose isomerase, a PGA é a enzima mais amplamente usada

em escala industrial (Shewale e Sivaraman, 1989).
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Figura 2.7 Reacao de hidrélise enzimatica da Penicilina G

Mais de 15 penicilinas semi-sintéticas derivadas do 6-APA sao

comercializadas atualmente, embora amoxicilina e ampicilina sejam de maior
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relevancia comercial (ILLANES et al, 1994). As penicilinas acilases mais
importantes s&o a Penicilina G acilase e a Penicilina V acilase. Penicilinas acilases
provenientes de bactérias tém maior afinidade para hidrolisar penicilina G e as
provenientes de fungos e actinomicetos tém maior afinidade para hidrolisar a
penicilina V (SAVIDGE,1984).

As bactérias mais conhecidas que produzem PGA sao: Alcaligenes
faecalis, Arthrobacter viscosus, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Kluyvera
citrophila e Providencia rettgeri (SEVO et al., 2001). As bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli produzem PGA acumulada no espago periplasmatico (de
forma intracelular), e para obter a enzima precisa-se de uma etapa de purificacdo na
qual ha ruptura das células, encarecendo os custos para sua recuperacdo. As
bactérias Gram-positivas como Bacillus megaterium produzem PGA de forma
extracelular, diminuindo os custos de sua recuperacao (SADVIGE E COLE, 1975).

PGAs produzidas por diferentes microrganismos naturalmente
apresentam caracteristicas, propriedades e valores de parametros cinéticos
diferentes. PGA de E. coli tem em torno de 120 kDa (SADVIGE E COLE, 1975) e a
de B. megaterium em torno de 90 kDa (YANG et al., 2006).

2.3 o~ Amilase

O amido é um polimero de D-glicose onde as moléculas sdo unidas
entre si por ligagdes O-glicosidicas (LEHNINGER et al, 2002). Moléculas de amido
sao compostas por centenas ou milhares de atomos, que vao de cinquenta a varios
milhares. Dois tipos de polimeros de glicose estdo presentes no amido: amilose e
amilopectina.

Amilose é um polimero linear que constitui aproximadamente 20% do
amido, consistindo em 500 a 20000 unidades de D-glicose unidas através de
ligagdes glicosidicas a-1,4, que conferem a molécula uma estrutura helicoidal.

Amilopectina constitui aproximadamente 80% do amido, formada por

aproximadamente 1400 unidades de D-glicose, ligadas por cadeias lineares unidas
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por ligagbes glicosidicas a-1,4, ocorrendo também ligagbes glicosidicas a-1,6
(cadeias laterais).

Grande variedade de microrganismos usa enzimas hidroliticas para
degradar o amido, para servir como fonte de energia. Alguns dos grupos de enzimas

de degradagao do amido s&o:

2.3.1. Endoamilases:

Endoamilases sdo enzimas capazes de quebrar as ligagoes
glicosidicas presentes na parte interna (endo-) da cadeia de amilose e amilopectina.
A a-amilase é uma endoamilase bem conhecida (GALDINO, 2008).

a-amilases catalisam a hidrélise de ligagdes glicosidicas a-1,4 de
polissacarideos, como glicogénio e amido. Esta enzima (vide Figura 8) ndo hidrolisa
ligagcbes a-1,6 da amilopectina nem ligagdes a-1,4 préximas as o-1,6. Assim, o
produto da hidrolise de amido por a-amilase sdo oligossacarideos, denominados
dextrinas-limite, além de maltose e glicose. A clivagem do amido pela a-amilase
constitui o primeiro passo na degradagdo enzimatica de polissacarideos, o que é
essencial na assimilagdo de carboidratos. Para completar a hidrélise enzimatica de
amido, entdo, é necessario utilizar um exoamilase, como a amiloglicosidase (ou
glicoamilase).

A a-amilase foi isolada de varios fungos, leveduras e bactérias. Tem
aplicacao em setores industriais, como o alimenticio (liquefagdo do amido, cervejas,
panificagdo), biocombustiveis (com destaque para o etanol produzido a partir de
milho, nos EUA; ou de mandioca, como na Tailandia, Nguyen et al, 2007), industria
téxtil, papel e celulose, de couro, detergentes, industria quimica e farmacéutica
(GUPTA et al., 2003).
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Figura 2.8 Estrutura tridimensional da amilase de Bacillus sp.
Fonte: RCSB PDB Protein Data Bank.

2.3.2. Exoamilases:

As exoamilases agem sobre os residuos externos de glicose da
amilose e da amilopectina produzindo somente glicose. Entre as enzimas
pertencentes a esta classe, destacase a glicoamilase. A glicoamilase é capaz de
hidrolizar as ligagdes glicosidicas a-1,4 em amido soluvel e oligossacarideos
relacionados com inversdo da configuragdo para produzir B-glicose. Além da
atividade a-1,4, a enzima hidrolisa lentamente as ligagbes a-1,6 do amido
(GALDINO, 2008).
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3. FORMULAGAO DO PROBLEMA DE CONTROLE OTIMO

Muitos cultivos em biorreator sdo operados em regime de batelada
alimentada, levando a produtividades maiores do que a resultante a partir de
operacao em batelada.

O problema de otimizacdo de biorreatores semi-continuos usualmente
consiste na determinacao de perfil de alimentacado de substrato, com o propédsito de
maximizar o crescimento de biomassa e/ou a produtividade do biorreator em termos
da biomolécula de interesse. Trata-se de sistema n&o-linear, e seu controle 6timo
recai em um problema do tipo arco singular, uma vez que as variaveis de controle
aparecem de forma linear no modelo e no indice desempenho. (TEBBANI et al.,
2007). Esse é o0 caso quando o controle é a vazdo massica de substrato alimentado,
como ficara claro nas equacgdes de balango mostradas no item 3.2.

O controle 6timo em malha aberta consiste na determinagao prévia de
um perfil otimizado de alimentacido de meio suplementar, sem utilizar informacgdes
obtidas em tempo real durante o cultivo. Esse enfoque tem, certamente, limitacbes
quando, como é o caso de sistemas bioloégicos, ha grande variabilidade do modelo
cinético que serve de base aos calculos. De qualquer forma, esta abordagem € uma
primeira etapa no estudo da otimizagao de cultivos reais e, nessa perspectiva, foi a
metodologia empregada neste mestrado.

A determinacao da trajetdria 6tima da variavel de controle pode ser
realizada mediante a aplicacdo do Principio de Maximo de Pontryagin (RAMIREZ,
1994), que transforma o problema de otimizagcdo em um problema de valor de
contorno em dois pontos (two point boundary value problem “TPBVP”). No entanto,
resolver esse problema €& numericamente dificil, pois o problema é sensivel a
inicializacdo (TEBBANI et al., 2007).

O primeiro passo no desenvolvimento da formulacdo matematica para
a obtencgao dos algoritmos de controle 6timo é a descrigdo, por meio das equagdes
de estado, da dindmica do sistema a ser controlado. A formulagdo apresentada aqui

segue a nomenclatura de Ramirez, (1994). As equagbes de estado s&o
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apresentadas geralmente como um conjunto de equacgdes diferenciais de primeira
ordem do tipo:

% = S x(O)u(0).0) = ™)

Onde x(¢), o vetor de variaveis de estado de dimensao n, no tempo t,
u(t) é o vetor de controle de dimensédo m, que especifica as variaveis de entrada no

modelo do sistema, f€ o vetor de fungdes (nx1), e x € o vetor das derivadas do

estado, calculadas pelas equacdes diferenciais que constituem o modelo. As letras
ou simbolos com um traco em baixo indicam vetores e com dois tragos, matrizes.
Junto as equacgdes de estado, temos um conjunto de condi¢gdes de
contorno e restricdes sobre as variaveis de estado, no tempo inicial, final, e ao longo
da trajetéria (equagdes 2a). Nesta formulagdo, o modelo do sistema é reescrito

como restrigcdes de igualdade do problema de otimizagao (equagao 2b):

x(4,) = x,

S(x(1),u(r)) <0 (2a)
T(x(t,))<0

g=0=f(x,u,t)—x(?) (2b)

Onde Xy € o vetor de condig¢des iniciais, que geralmente é conhecido,
g€ o vetor de restricoes de igualdade sobre a trajetdria (0 modelo), S € o vetor de

restricobes de desigualdade sobre a trajetéria, e T é o vetor de restrigbes de

desigualdade no estado final.

O propdsito do problema de controle 6timo é determinar a politica de
controle que vai maximizar ou minimizar um especifico indice de desempenho,
sujeito a restricdes impostas pela natureza fisica do problema. No problema de
controle 6timo de sistemas dinamicos, requer-se buscar o extremo de um indice de
desempenho J, o qual é funcdo de variaveis de estado, x, variaveis de controle, u, as
quais sao fungao do tempo, t. Entdo, o funcional J € uma fungao de fungdes.

O indice de desempenho deve ser escolhido para que a otimizagao
resulte em uma lei de controle implementavel. A forma geral do indice de

desempenho é:
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J=h(x(t,).t,)+ fF(L%t)df 3)

Ly
Onde F é um escalar, e o primeiro termo de (3) é a contribuigdo do
estado final para o indice de desempenho, algo que acontece com freqténcia nos
problemas de controle 6timo.
Uma vez que este € um problema de otimizacdo com restricdes, pode-

se introduzir o Lagrangiano
L=F(xun)+2 (f-1) (4)
Onde A(t) é o vetor das variaveis adjuntas (também chamadas
variaveis de co-estado) de dimensao n (multiplicadores dindmicos de Lagrange). O

funcional aumentado, se nido se considerar na sua definicdo o termo relacionado ao

estado final, h, fica entao:

ty
Jy= [ L(xdu, A, t)dt (5)

)

3.1 Principio do Maximo de Pontryagin

O Principio do Maximo de Pontryagin (ou Minimo, dependendo da
formulacdo do problema) permitiu a inclusdo de restrigbes sobre as variaveis de
controle. Este problema pode ser transformado em um problema de dois pontos de
valores de contorno a través da introdu¢do de um vetor das variaveis adjuntas

(A(?)). O problema entdo, consiste em dois conjuntos de equagdes diferenciais, as

equacodes dindmicas do modelo matematico e as equagdes diferenciais das variaveis
adjuntas, unidas por uma condicdo de otimizagdo. Para um dos conjuntos sao
conhecidas somente condi¢des iniciais e para o outro, somente condi¢des finais.
Uma deducdo detalhada do equacionamento resultante pode ser encontrada em
Raimirez, (1994), pgs. 86-93. Aqui, reportam-se apenas as equagoes resultantes.

As condicdes necessarias para a otimizagdo, na presenca restricdes

sobre u(t), sdo convenientemente expressadas em termos do “Hamiltoniano” (H), o

indice de desempenho € maximizado/minimizado, maximizando-se/minimizando H:
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max H = F(x,u,0)+ A" f(x,u,1) (6)

u(t)ty
Aplicando o Principio do Maximo de Pontryagin, um conjunto de

condi¢cdes necessarias para maximizar ou minimizar o funcional sdo definidas como:

Equagéo de Euler-Lagrange: - _‘Z_H (7)
x
n .~ ) oH
Relagées de Restrigdo. x=/f= 1 (8)
B T
T lidade: oh Oh 9
ransversaligage [a (tf) _i(tf)} @Cf +(H(tf) +5(tf)j5tf =0 ( )
Controle Otimo: iﬂ =0 (10)
u

Uma solugao do tipo bang-bang (com o controle assumindo os valores
das restrigdes superior e inferior, de forma alternada) é regida pelo sinal da equagéo
(11):

2
0°H (11)

Se & > 0, entdo o valor da variavel de controle que minimiza o

Hamiltoniano sera o seu valor minimo, ™", se & < 0, entdo o valor da variavel de

controle que minimiza o Hamiltoniano sera o seu valor maximo »™ , se ¢ =0, entdo

recai-se em um arco singular.

3.2 Modelo matematico do biorreator

Os modelos matematicos tém um papel fundamental no
desenvolvimento de sistemas de controle, pois fornecem uma relagdo funcional
entre as variaveis envolvidas no processo.

Neste trabalho, é proposto um modelo simplificado para a descricao do
processo de crescimento de Pichia pastoris, ndo estruturado e n&o segredado,

composto por um conjunto de equagdes diferenciais ordinarias ndo lineares, de
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primeira ordem. Para tanto, utiliza-se a formulagao de Nielsen et al. (2003). Em todo
0 equacionamento que segue, admite-se que o biorreator semi-continuo, operado
em batelada alimentada, é de mistura ideal.

A rota metabdlica considerada para o crescimento de P. pastoris,
assumindo implicitamente que os demais nutrientes presentes no preparo do meio
de cultivo, com excegao de glicose (e oxigénio), ndo sao limitantes esta descritas a

sequir:

Crescimento por rota oxidativa em glicose:

(—1 jS+( ! jO 4 >X+( ! jP+( ! jM (12)
YX/S YX/O YX/P YX/M

Como se observara no capitulo de resultados, nas corridas realizadas

em biorreator o controle de oxigénio dissolvido nunca saturou, ou seja, foi possivel
sempre manter o nivel de oxigenacdo definido como set-point, mesmo para
densidades celulares elevadas. A baixa velocidade especifica de crescimento dessa
levedura, quando comparada com bactérias como a E. coli, contribuiu para esse
fato. Entretanto, a presenga de um metabdlito ainda n&o identificado (M) foi
detectada, o que leva a utilizacido neste modelo de cinéticas de crescimento com
diferentes formas de inibicdo (Equacéao 18).

A Figura 3.1 mostra um esquema do biorreator, com as vazdes

massicas usadas nos balancgos.

Faco Fose
Farmr— ] l —* Frvap
_.. N
T * Famostea
L= = |

Figura 3.1 Esquema de um biorreator operando em batelada alimentada.
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Admitindo densidade do meio invariante, reator ideal (de mistura

perfeita) e vazdes Facipo, Fease, Fevap N80 significativas, obtem-se :

dv
E = FALIM - FAMOSTRA (13)

Onde:

aum - Vazéo volumeétrica de meio suplementar (L/h).

F
Facino - Vazéo volumétrica de acido (L/h).
Fease - Vazéo volumeétrica de base (L/h).
F

evap - Vazao volumetrica de meio evaporado do reator (L/h).
Favostra - Vazao volumétrica extraida para amostragem (L/h).

V = volume util do reator (L)

Assim foram obtidas a seguintes equacdes, que constituem o modelo

matematico do biorreator:

Balanco de Células: 0;—1( =(u—ky —D).X (14)
. ds U
Balanco de Substrato: —=————4+m |- X+(S,u —-5)D (15)
dt Yxis
dP
Balanco de Produto: P a-u-X-DP (16)
. dMm
Balanco de Metabalito: o p-u-X-DM (17)

Onde:

D= Faum
\

4 = velocidade de crescimento celular (1/h)

)
o

(21

p
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k, = coeficiente de morte celular (1/h)

m_ = coeficiente de manutengdo (1/h)

As cinéticas de crescimento podem ser definidas usando a equacéao de
Monod, aqui também incluindo diferentes formas de inibicdo pelo metabdlito

indesejado M.

ILI_ /'lmaxS
- 18a
KS+S+ﬁM2 (18a)
1
S K
,Ll: Iumax 1 (18b)
Ki+S K, +M
Iu:'um—axS l_ﬂ (18C)
Ky +S K,
_ ﬂmaxS
“TK v s (18d)

Note-se que a equacgéao (18e) corresponde ao modelo de Monod sem
inibicao.
Reformulando o problema, em termos matriciais obtemos:
X=Ax—xu+Bu
Onde:

O vetor de variaveis de controle, neste caso, tem dimensao 1x1, u=D.

(19)

ALIM ’ (20)

o o o o
S © v, ©

B-u 0 e
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Note-se que esse equacionamento assume que ocorre producao de
enzima recombinante e de metabdlito indesejado de forma associada ao
crescimento, e em presenca de oxigénio. Essa hipotese é consistente com o uso do
promotor PGK1, associado a enzima da rota glicolitica, e com o fato, observado
experimentalmente, de que a concentragédo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo
pdbde sempre ser controlada em 30% da saturagdo pelo sistema de agitacédo e
aeracdo (eventualmente utilizando ar enriquecido por oxigénio). No caso do
promotor AOX1, esse equacionamento deve ser alterado, de forma a associar o

produto desejado ao consumo do indutor, metanol.

Perfil exponencial de alimentagao: A abordagem classica para
definigdo de um perfil de alimentagdo em um biorreator semi-continuo parte da idéia
de se manter a concentragdo de um substrato limitante (suposto unico) em um valor
constante, Sy, geralmente baixo, para se evitar rotas catabdlicas indesejadas. Assim,
dS/dt =0, vide Nielsen et al., (2003) para a dedugado detalhada da equagéo do perfil
de alimentacdo, equagdo (21). E importante observar que a hipétese subjacente
nessa formulagdo é que a velocidade especifica de crescimento, &, depende apenas
da concentracdo do substrato limitante (ou seja, se ndo considerarmos efeitos
inibitérios por produtos, e assumirmos que ha um unico substrato limitante). Nesse

caso, se S for constante, S = Sy, xtambém o sera, u = w.

Mo XV,
Fon = exp(u, (1—1,)) (21)
e (SALIM - So )YX/SI ’

Onde §,,X,.V,,t,s&o valores no final da fase em batelada. x4 € a velocidade

especifica critica de crescimento, correspondente a concentracéo de glicose Sy, que
se deseja manter. A idéia por tras dessa estratégia € evitar que o microrganismo
cresga a velocidades superiores a critica, pois nessa situacdo seu metabolismo seria
desviado para rotas catabdlicas indesejadas. Quando o microrganismo € Crabtree
positivo, como E. coli ou S. cerevisiae, poderia iniciar-se uma fermentagao aerobica
(principalmente acética, no primeiro caso, e etandlica, no segundo). No caso de P.
pastoris, 0 acumulo excessivamente rapido de biomassa poderia resultar em

limitagdo de oxigénio dissolvido, ao menos localmente (pois a hipétese de reator de
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mistura ideal pode ser prejudicada em altas densidades celulares), levando a
fermentacao anaerdbica.

Ressalte-se que a equacédo (21) € o classico perfil exponencial de
alimentacao, frequentemente utilizado em cultivos de alta densidade celular, mas
que se baseia, de fato, em um modelo extremamente simplificado da cinética de
crescimento sendo, portanto, pouco mais que um formulacdo heuristica do

problema.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo descrevem-se os materiais e métodos utilizados durante
a dissertacdo. Incluem-se neste capitulo os cultivos de Pichia pastoris em camara
rotativa (shaker) e em biorreator; bem como as andlises das amostras para
acompanhamento das variaveis de interesse e da producéo da enzima. E importante
ressaltar que os meios e procedimentos descritos a seguir para cultivo da levedura
expressando a-amilase de B. subtilis sao os mesmos a serem utilizados na
expressao da PGA de B. megaterium.

A clonagem da PGA esta presentemente sendo feita em colaboracéo
com o grupo do Prof. Fernando Torres, da UnB, pela Dra. Ménica Rosas da Costa
lemma, do laboratorio de Engenharia dos Processos Enzimaticos (LabEnz),
coordenado pela Profa. Raquel Giordano, do DEQ/UFSCar. As técnicas requeridas
para a manipulacdo molecular de P. pastoris, tais como transformacgao, substituicdo
génica e clonagem por complementagdo funcional, sdo semelhantes as descritas
para S. cerevisiae, um dos mais bem caracterizados sistemas genéticos. A forma
preferencial de transformagao em P. pastoris é pela integracdo cromossomal (Araujo
2008). No DEQ/UFSCar, a Dra.lemma realizou a sintese do gene da PGA, seguida
pela construgdo de um vetor de expressdo baseado no vetor comercial da série
pPICZa (Invitrogen), que possui o gene Sh ble de resisténcia a zeocina como marca
de seleg¢ao para bactérias e leveduras, no qual o promotor AOX1 foi substituido pelo
promotor PGK1. A partir dai, segue a clonagem do gene da PGA e transformacéao de
P. pastoris GS115 por eletroporagcdo. Faz-se entdo um screening de colbnias
crescidas em placa e uma analise da quantidade de cépias integradas. Esse sistema
foi clonado em paralelo com o desenvolvimento desta dissertagdo, em um trabalho
de biologia molecular ainda ndo concluido, pois aparentemente ocorre glicosilagéo
indesejada da PGA. Atualmente, estuda-se como alternativa a possibilidade de
desglicosilar enzimaticamente a enzima. Como nao se obteve ainda PGA em forma
ativa, enquanto prossegue a pesquisa na biologia molecular desse sistema, utilizou-
se aqui, como estudo de caso para otimizar as condicdes de cultivo, o vetor

fornecido pelo Prof. Torres, expressando a-amilase de B. subtilis.
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4.1 Microorganismo

Pichia pastoris GS115 (Invitrogen USA). Possui o promotor PGK1,
regido terminadora do gene AOX1 de P. pastoris, 0 gene da a-amilase (Amy) de B.

subtilis clonado e o gene Sh ble de resisténcia a zeocina como marca de selegao.

4.2 Meios de Crescimento e Producao

Em todos os casos de preparagdo do meio de crescimento, a fonte de
carbono foi esterilizada separadamente dos demais nutrientes. As condi¢cdes de
esterilizacdo foram 120°C durante 20 min. A solucdo de sais foi esterilizada por

filtracdo usando filtros de 0,22um.

4.2.1 Meio sélido

Este meio contendo zeocina, sempre na concentracdo final de
100ug/mL, foi utilizado para obter col6nias isoladas de Pichia pastoris. Sua

composicao é dada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Composi¢ao do meio agar-YPD

Nutrientes Meio YPD Agar (g/L)
Extrato de levedura 10
Peptona 20
Glicose 20
Agar bacterioldgico 20
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4.2.2 Meios liquidos

Ao longo deste trabalho de mestrado foram realizados experimentos
em meio complexo e meio sintético. O meio YPD (meio complexo) (ALMEIDA et al.,
2005) foi utilizado nos experimentos F1, F2, B1, B2, B3, B4 e B6. Ja o meio BSM
(meio sintético) (CREGG, 2007) foi utilizado nos experimentos F3 e B5. Os ensaios
F1 a F3 foram realizados em frascos agitados e os ensaios B1 a B6 foram realizados
em biorreator automatizado. As composi¢cdes das solugdes utilizadas na preparagao
dos meios de crescimento e produgao estao apresentadas nas Tabelas 4.2 e 4.3.

Tabela 4.2 Composi¢ao do meio complexo liquido YPD.

Nutrientes Meio YPD (g/L)
Extrato de levedura 10
Peptona 20
Glicose 20

O meio BSM forma precipitados a pH maiores que 5,0 como resultado
da baixa solubilidade dos fosfatos de calcio e magnésio. O pH deste meio é
aproximadamente 1,5, e deve ser ajustado dentro do reator com uma solugao
concentrada de hidréxido de aménio (28% NHs), que serve como fonte de nitrogénio

durante a fermentacao.

Tabela 4.3 Composi¢gdo do meio sintético de cultivo

Nutrientes BSM BSM modificado
H;PO4 85% 26,7 mL/L 4,25 mL/L
CaS0,.2H,0 0,93 g/L 0,93 g/L
K.SO, 18,2 g/L 18,2 g/L
MgSQO,.7H,0 14,9 g/L 14,9 g/L
KOH 4,13 g/L 4,13 g/lL
(NH4)2S0Oq4 - 5g/lL
Glicose 40 g/L 40 g/L

O meio BSM pode ser modificado com o objetivo de minimizar a
precipitacdo, reduzindo a quantidade de H3PO, 85% de 26,7 mL/L a 4,25 mL/L, e
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com a adigdo de 5 g/L de (NH4)>SO4. O pH depois da autoclavagem é igual
aproximadamente a 4,5. No experimento F3 foi utilizado o meio BSM modificado e
no experimento B5 o meio BSM.

Para os ensaios em batelada alimentada (B3, B4 e B6) o meio
suplementar consistiu de uma solugéo de 500 g/L de glicose e 12 mL/L de solugéo
de metais PTM1 (vide Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Composig¢ao da solugdo de metais usada no meio suplementar.

Nutrientes PTM1
ZnCl, 20 g/L
FeSO,.H,O 65 g/L
H;BO; 0,2 g/L
CuS0,.5 H,0O 6 g/L
KI 0,8 g/L
MnSQO,4.H,O 3g/L
H,SO, conc. 5 mL/L
Biotina 0,2g/L
CaS0,.2H,0 0,5¢g/L

4.3. Producgédo da enzima heteréloga em frascos agitados

4.3.1. Preparacgao de Placas de Petri em meio com agar

Pichia pastoris foi armazenada como células vegetativas em
Eppendorfs estéreis contendo 900 yL de caldo fermentativo junto com 100 pyL de

solugao crioprotetora de glicerol 80% v/v, em ultrafreezer a -70°C.
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Em placas de Petri estéreis foram adicionados 20 uL de zeocina e
20mL de meio de cultura YPD agar (vide Tabela 2.1) o qual foi previamente fundido
e resfriado a 45°C. Apés homogeneizagao e solidificagdo, com auxilio de uma alga
de platina estéril, raspou-se o Eppendorf que continha o microorganismo e espalhou-
se sobre a placa de forma homogénea. As placas foram incubadas a 30°C durante

dois dias.

4.3.2 Preparagao do inéculo

Realizada em um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 10 mL de
meio YPD (vide Tabela 4.2). Apés a adicdo de uma colbnia isolada do
microrganismo crescida em placa, os meios de germinagdao eram mantidos a 30°C e

250 rpm, permanecendo as células de Pichia pastoris incubadas durante 12h.

4.3.3 Condigoes de cultivo

Apds 12 h de incubacgao, o indculo foi transferido a frasco de 1000 mL
contendo 200 mL do meio YPD, e incubado em camara rotativa a 30°C e 250 rpm.O
pH foi corrigido para 6,5 utilizando solugbes de NaOH e HCI 1M (no meio complexo),
e medido também ao final dos cultivos. A adi¢gao de 10 mL de inéculo dava inicio aos

cultivos, que se prolongavam por aproximadamente100 h.
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4.3.3.1 Ensaio F1: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase em frascos

agitados, meio YPD com 20 g/L Glicose

Esse experimento foi realizado com o objetivo do levantamento de
dados para definicdo de modelo cinético de crescimento e producdo. Os ensaios
foram realizados em triplicata e todos os cultivos partiram do mesmo inéculo. Neste
ensaio o meio utilizado foi o YPD (Tabela 4.2) com 20 g/L de glicose, e o pH foi
ajustado em 6,5 utilizando solugdes de NaOH e HCI 1M. O shaker utilizado foi da
marca NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC.

Foram realizadas analises da concentragdo de glicose, dos metabdlitos
e atividade enzimatica com amostras retiradas dos trés ensaios ao longo do cultivo.
O crescimento celular foi acompanhado pela leitura da densidade 6tica do caldo e o
peso de célula seca foi determinado por centrifugagao do caldo de cultivo e posterior
secagem em estufa a 60 °C (vide item 4.5). Foi feito acompanhamento em

microscopio como forma de controle da pureza do cultivo.

4.3.3.2 Ensaio F2: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase em frascos

agitados, em meio YPD com 20 g/L Glicerol

Neste experimento o microrganismo foi cultivado utilizando o meio YPD
com 20 g/L de glicerol em lugar da glicose, e o pH foi ajustado em 6,5 utilizando
solugdes de NaOH e HCI 1M. O shaker utilizado foi da marca MARCONI.

E importante ressaltar que a grande maioria dos dados encontrados na
literatura sobre cultivos de P. pastoris utilizam glicerol como fonte de carbono, e
indugao por metanol devido ao uso do promotor AOX7. Este promotor & fortemente
reprimido na presencga de glicose no meio de cultivo.

O promotor PGK1 pode ser induzido por diferentes fontes de carbono,
apresentando alta transcricdo em meio com D-glicose. Com este ensaio pretende-se
comparar a expressao da enzima em presenca de uma fonte de carbono diferente

da glicose.
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4.3.3.3 Ensaio F3: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase em frascos

agitados, em meio BSM com 20 g/L Glicose

Este experimento teve como objetivo avaliar o crescimento de Pichia
pastoris no meio sintético utilizando 20 g/L de glicose como fonte de carbono. O
meio sintético, por ter na sua composi¢ao substancias de estrutura quimica definida,
facilitaria o entendimento do processo e a realizacdo dos balangcos de massa. O
shaker utilizado foi da marca MARCONI.

Foi escolhido o meio BSM (vide Tabela 4.3) por ser o meio mais
comumente encontrado na literatura (CREGG, 2007). Os ensaios foram realizados
em ftriplicata. Devido a que ndo € possivel implementar um controle de pH nos
ensaios em frascos agitados, utilizou-se o meio BSM modificado, que apresenta
(NH4)2SO4 na sua formulagdo, deixando o pH préximo a 5,0 depois da

autoclavagem.

4.4 Produgao da enzima heteréloga em Biorreator de 5L

Os experimentos foram realizados em biorreator tipo tanque agitado,
encamisado e aerado, com capacidade de 5L, conectado a um analisador de gases
(Sick/Maihak S.710). Fluxédmetros de massa (GFC AALBORG) foram empregados
para suprir ar e oxigénio. O biorreator esta equipado com um sensor de capacitancia
Biomass System (FOGALE nanotech) encarregado de proporcionar em tempo real
dados de viabilidade do microrganismo e de condutividade do meio. A agitagao ficou
entre 200 e 700 rpm e a entrada de ar ou ar enriquecido com O, entre 1 e 2 VVM.
Agitacdo e aeragdo foram ajustadas ao longo dos cultivos para garantir que a
concentragédo de O, dissolvido fosse mantida em 30% da saturagéo (eletrodo Metler
Toledo, modelo CE, O2 4050). A temperatura foi mantida em 30°C. O controle de pH
foi realizado pela adicao de solucdo de 28%(v/v) de NH; e 10%(v/v) de H3PO4. O
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conjunto experimental foi monitorado por um sistema que utilizava o ambiente
LabView (National Instruments) (REIS, 2009).

4.4.1 Preparacgao do pré-inéculo e inéculo

4.4.1.1 Preparagao do pré-inéculo

Realizada passando uma unica colbnia crescida em placa (vide item
2.2.1) para um frasco estéril de 500 mL contendo 10 mL de meio YPD (vide Tabela
2.2). O pH foi corrigido para 6,5 utilizando solugbes de NaOH e HCI 1M. Apés adigéo
do microrganismo, os meios de germinagdo eram mantidos a 30°C e 250 rpm,
permanecendo as células de Pichia pastoris incubadas durante 24h.

4.4.1.2 Preparagao do inéculo

Apos 24 h de incubacdo o pré-indculo foi transferido para frasco de
1000 mL contendo 200 mL do meio YPD e incubado em camara rotativa a 30°C e
250 pm durante 24h.

ApoOs ler a densidade otica do indculo, este foi centrifugado por 20
minutos a 14000g (4000 rpm) em uma centrifuga refrigerada EPPENDORF, modelo
5810R a 4°C, em frascos de centrifuga de 400 mL. Foi inoculado ao reator o volume
de meio suficiente para obter uma DO inicial no biorreator de aproximadamente 1,5.
O sobrenadante foi descartado deixando aproximadamente 20 mL de meio para re-
suspender as células. O biorreator foi inoculado com 20 mL de solugcédo concentrada

de células.
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4.4.2 Preparacgao do Cultivo em biorreator

Apos esterilizagdo do biorreator, do meio de cultivo, da alimentacéo e
demais solugdes, um volume de indculo, de aproximadamente 20 mL, foi adicionado
a 4L de volume de meio inicial, dando inicio ao processo fermentativo que se
prolongava por aprox. 100 h.

Os valores experimentais da fase exponencial do cultivo F1, conduzido
em frascos agitados em triplicata, foram utilizados para a determinagdo dos valores
dos fatores de conversdo e da velocidade maxima especifica de crescimento do
microrganismo. Os parametros estimados foram utilizados para o planejamento do
primeiro cultivo em biorreator em regime de batelada simples.

Utilizou-se um perfil de alimentacdo exponencial apdés a fase de
batelada para prolongar a fase log de crescimento, o perfil de alimentagédo para os
cultivos em biorreator, B2 a B6, foi obtido por simulagdes realizadas previamente a
partir de dados cinéticos de crescimento celular provenientes do ensaio em batelada
simples (B1). Amostras retiradas em intervalos definidos de tempo foram utilizadas
para determinagdo da concentracdo celular. O sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da atividade enzimatica e acompanhamento do consumo dos

nutrientes e do perfil dos produtos.

4.4.2.1 Cultivo em meio complexo

Na primeira fase do processo, o reator contendo 4L de meio YPD com
20 g/L de dlicose como fonte de carbono foi inoculado como explicado
anteriormente. O meio suplementar era composto por uma solugdo de 500g/L de
glicose e 12 mL/L de solugdo de metais (PTM1). Depois de aproximadamente 10h

de cultivo em batelada, quando a concentragao de glicose atingiu valores inferiores a
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3g/L, foi dado inicio a batelada alimentada. A alimentacdo era feita até que fosse
alcancado o volume de trabalho do reator (5L).

4.4.2.1.1 Ensaio B1: Cultivo em batelada simples, P. pastoris expressando a-

amilase

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo YPD, tendo
como objetivo o levantamento de dados experimentais a serem utilizados
posteriormente para definicdo de modelo cinético de crescimento.

Os dados de massa celular, concentragao de substrato e produtos,
foram utilizados nas simulagbes computacionais utilizando a técnica de busca
heuristica chamada de simulated annealing (SA), para a identificagdo do conjunto de
valores de parametros de um modelo cinético ndo estruturado, ndo segregado. O
conjunto de dados obtidos nas simulagdes foram empregados para o planejamento
dos cultivos posteriores (B2 até B5) e na definicdo de perfis 6timos de vazdo de

meio suplementar.

4.4.2.1.2 Ensaio B2: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando

a-amilase com C; e C, variaveis.

Neste experimento o microrganismo foi cultivado em regime de
batelada alimentada. Apds adigdo do inoculo, foram retiradas amostras a cada duas
horas para a determinagcdo da densidade ética, concentragdo de células (em g
massa secal/l), de glicose, de metabdlitos, e de atividade enzimatica. Quando a
glicose foi consumida, depois de aproximadamente 10h de cultivo em batelada, uma
alimentacdo contendo meio YPD com 500 g/L de glicose (vide Tabela 4.2) foi
iniciada. A vazao inicial de alimentacdo foi 20,0 mL/h e foi incrementada

exponencialmente, com = 0,12 h.
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E importante ressaltar que, até onde vai nosso conhecimento, ndo sdo
encontrados dados na literatura sobre cultivos em batelada alimentada de P.
pastoris crescendo em glicose como fonte de substrato e sem indugdo por metanol.
Assim, a definicdo de perfis de alimentagédo otimizados para esse tipo de cultivo é
ponto original neste trabalho.

Nos ensaios realizados em regime batelada alimentada foi
implementada estratégia de alimentagdo exponencial, ou seja, utilizando a equagao
(21), que fica:

F oy = Crexp(Cy(t—1,)) (22)

U XV
(SALIM - SO)YX/S

Os valores das constantes C; e C,, entretanto, tiveram que ser

Onde C, = e C,=u, =0,12h"

mudados ao longo do cultivo para evitar o acumulo de glicose dentro do biorreator.

4.4.2.1.3 Ensaio B3: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando

a-amilase com C,; e C, constantes.

Esse experimento foi realizado com o objetivo de se obter um melhor
crescimento celular e consumo integral da glicose. A composigcdo do meio
suplementar foi mudada por suspeita de excesso em algum nutriente presente no
meio suplementar do ensaio B2. O meio de cultivo utilizado também foi o meio YPD.
Quando a glicose foi consumida, depois de aproximadamente 10h de cultivo em
batelada, uma alimentagdo contendo 500 g/L de glicose e 12 mL/L de solugédo de
metais PTM1 (vide Tabela 4.4) foi iniciada. A vazao inicial de alimentagao foi 30,0
mL/h e foi incrementada exponencialmente usando = 0,12 h.

O valor da constante C, foi mantido constante (0,12 h™) e a constante
C+ foi mudada ao longo do cultivo para evitar o acumulo de glicose dentro do
biorreator (ver item 4.4.2.1.2).
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4.4.2.1.4 Ensaio B4: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando

a-amilase com C, e C; variaveis por etapas.

Este experimento foi realizado nas mesmas condigdes do ensaio
anterior. Foram retiradas amostras a cada duas horas para a determinacdo da
densidade otica, concentracédo de células (em g massa secal/l), de glicose, de
metabdlitos e de atividade enzimatica.

Os valores das constantes C1 e C, foram mantidos constantes até o
final do cultivo (ver item 4.4.2.1.2), onde C4= 0,03 L/h e C,=0,12 h'.

4.4.2.1.5 Ensaio B6: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando
PGA com C; constante e C; variavel.

Este experimento foi realizado nas mesmas condicdes do ensaio B4
com o propodsito de comparacdo de resultados. Foram retiradas amostras a cada
duas horas para a determinagdo da densidade otica, concentragcédo de células (em g
massa seca/l), de glicose, de metabdlitos, e de atividade enzimatica.

Novamente, os valores das constantes C; e C, foram mantidos

constantes até o final do cultivo, C4= 0,03 L/h e C»,=0,12 h'.

4.4.2.2. Cultivo em meio sintético

O reator foi carregado com 4L de meio BSM contendo 40 g/L de
glicose como fonte de carbono e 4,3 mL/L de solugdo de metais (PTM1) (ver
Tabelas 4.3 e 4.4). O pH foi ajustado a 6,0 com uma solugéo 28% de NH,OH. O

meio suplementar era composto por uma solugao de 500g/L de glicose e 12 mL/L de
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solugdo de metais (PTM1). A alimentagdo prosseguiu até que fosse alcangado o
volume de trabalho do reator (5L).

4.4.2.2.1 Ensaio B5: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase em batelada

simples, meio BSM com 40 g/L Glicose

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo BSM (vide
Tabela 4.3). Devido a mudanga de meio, é requerido um novo levantamento de
dados experimentais para a determinagdo dos parametros do modelo cinético de

crescimento.

4.5 Métodos Analiticos

Amostras retiradas em intervalos definidos de tempo foram utilizadas
para a realizagdo das respectivos analises. Em culturas em frascos agitados,
aliquotas de 2 mL do caldo de fermentagdo foram centrifugadas (centrifuga
EPPENDORF, modelo 5403) por 20 min a 11600g (11000 rpm) e 4°C. Em culturas
em biorreator as células foram separadas por filtracdo do meio a 0,22um. O
sobrenadante foi utilizado para a determinagdo da atividade enzimatica e

acompanhamento do consumo dos nutrientes e do perfil dos produtos

4.5.1. Massa e Viabilidade Celular

As concentragdes celulares foram acompanhadas pela medicao da
densidade ética (DO), com um espectrofotdbmetro PHARMACIA BIOTECH modelo
Ultrospec 2000, a 600 nm. As amostras foram convenientemente diluidas de modo
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que o valor da absorbéncia fosse inferior a 0,8 para garantir que a medida estivesse
dentro da faixa de linearidade da relagao entre densidade o6tica e concentragao.

A concentragdo celular foi ainda determinada pelo método
gravimétrico. O peso de célula seca em cultivos em “shaker” foi determinado apds
centrifugacdo de 2 ml de caldo de cultivo em centrifuga refrigerada, seguido por
duas lavagens com agua destilada do pellet obtido, re-suspensao do pellet em 1mL
de agua destilada e finalmente secagem em estufa a 60 °C durante 24h. Ja para
cultivos em biorreator, o peso de célula seca foi determinado pela filtracdo de um
volume conhecido de amostra em uma membrana com didmetro de poro de 0,22 ym
previamente pesada, e finalmente esta membrana foi colocada em estufa a 60 °C
durante 24h para secagem.

A concentragao celular (em grama de célula secallitro) foi determinada
pela curva de calibracédo entre o peso de célula seca em fungdo da densidade dtica:
Concentragao celular (g/l) = 0,426DOgponm + 0,911, corrigida pelo fator de diluigdo.
Coeficiente de correlagao r = 0,90.

A viabilidade celular foi acompanhada com o sensor de capacitancia
Biomass system (FOGALE nanotech). Esta medida é gerada aplicando-se um
campo elétrico ao caldo de cultivo, que, na faixa de frequéncia de 2,076 MHz (para
leveduras), varia linearmente com a concentracdo de células viaveis. Para todos os
cultivos, antes da inoculacdo do biorreator, o sensor de biomassa foi zerado, apés

alguns minutos medindo a permissividade do meio.

4.5.2 Analise de glicose, alcoois e acidos organicos

As concentragbes de carboidratos e acidos organicos foram medidas
por cromatografia liquida de troca i6nica (cromatografo Waters, detector modelo
486) utilizando a coluna Aminex HPX-87H, Bio-Rad, como fase estacionaria, e
solucdo de acido sulfurico 5 mM, eluindo a uma vazao de 0,6 mL/min, como fase
movel. A temperatura para separacao dos componentes foi de 50°C. A deteccdo dos
acidos foi realizada em detector UV a um comprimento de onda de 210 nm, e a dos
carboidratos e alcodis por indice de refragéo.
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O consumo de glicose durante os experimentos foi monitorado por
analise enzimatica (Kit Enzimatico, Laborlab). Adicionava-se 1,0 mL do reagente de
trabalho (preparado como descrito no protocolo do fabricante) em um microtubo tipo
Eppendorf com 10 pL da amostra convenientemente diluida, contendo glicose.
Incubava-se o microtubo por 10 minutos a 37°C. Apds a reacdo, a leitura da
absorbancia era realizada a 505 nm.

4.5.3. Aminoacidos

A concentragdo de aminoacidos foi determinada pelo sistema Pico-
Tag, por cromatografia de fase reversa (cromatdgrafo Waters, detector modelo 486) ,
utilizando pré-coluna para derivatizacdo das amostras. Para desproteinizagao da
amostra, inicialmente foi colocada aliquota de 0,5 mL em ultrafiltro Millipore, modelo
Amicon, com tamanho de poro de 3 Kda, centrifugado a 8000rpm a 4°C durante 8
min. O protocolo utilizado para derivatizagcdo dos aminoacidos segue os seguintes
passos:

1. Secagem da amostra com ar (aproximadamente 20puL).

2. Re-hidratagdo com 10uL de solugdo etanol, agua, trietilamina

(2:2:1).

3. Agitagdo em vortex e secagem da solugdo resultante.

4. Adicao de 20uL solugcao de derivatizagdo composta por etanol,

trietilamina, fenil-isotiocianato e agua na proporgao 7:1:1:1.

5. Agitagdo em vortex e reagao durante 20 min.

6. Secagem com ar.

7. Adicado de 500 pL de tampao diluente e agitagcdo em vortex.

A separacao utilizava como eluentes acetato de sédio tri-hidratado a
pH 6,4 — fase movel A e acetonitrila 60% v/v — fase mével B, eluindo a uma vazéao de

1,0 mL/min.
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4.5.4. Atividade da a-amilase

Método do amido: A atividade da a-amilase foi determinada conforme
descrito em Moraes et al.,1995: 0,2g de amido soluvel (marca synth) era dissolvido
em 100 ml de tampao acetato de sédio (pH 5,9) fervendo; esta solugao foi resfriada
a 40°C. A solucao reagente foi preparada pela adicdo de 1ml de solugéo de iodo
(0,5% de I, em 5% de KI) e 5 ml de uma solugdo 5M de HCL a 500 ml de agua
destilada. 200uL da enzima apropriadamente diluida foram adicionados a 1 ml da
solucado de amido e a mistura foi incubada a 40°C em banho termostatico durante 10
min. 200uL da mistura reacional incubada foram adicionados a 5 ml de solugéo
reagente para parar a reagao. A hidrolise do amido pela enzima foi medida a 620 nm
em contraste com 200uL de agua em 5ml de solugdo reagente, como branco. Uma
unidade (1U) de atividade de amilase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido por minuto a 40 °C.

Meétodo de enzimatico: A atividade da a-amilase foi determinada por
analise enzimatica (Kit Enzimatico, Laborlab), que utiliza o substrato Gal G2 - CNP
(2-cloro-4-nitrofenil-galacto piranosil maltodiose) que é diretamente hidrolisado pela
o-amilase da amostra produzindo cloronitrofenol (CNP). O CNP absorve em 405 nm,
e a velocidade de aparecimento da cor é diretamente proporcional a atividade
enzimatica.

O espectrofotobmetro em 405 nm era zerado em absorbancia contra
agua deionizada; em uma cubeta mantida a 37°C, colocava-se 10uL de amostra e
1ml de substrato (que ja vem pronto para uso), e depois de homogeneizar
disparava-se o crondmetro. Apds exatos 2, 3 e 4 minutos registraram-se as
respectivas absorbancias. A atividade de cada amostra foi calculada com o

coeficiente angular vezes um valor de ajuste fornecido pelo fabricante.



58

4.6 Determinagao de parametros cinéticos

4.6.1 Determinacgao da velocidade especifica maxima de crescimento celular

A velocidade de crescimento microbiano é diretamente proporcional a
concentragao celular, portanto pode ser obtida por meio de um balango de massa no

reator em regime batelada (admitindo densidade do meio invariante):
dX
Wt @3)

Considerando-se que na fase exponencial de crescimento, pu = pmax, O

valor da velocidade especifica maxima de crescimento pode ser determinado como

segue:
X t
ax _ '[ﬂ.)(
Xo dt t0
Y = Himax (24)

A equacgao (24) € uma linha reta em grafico mono-log. Assim, um perfil
linear indica a duracdo da fase exponencial de crescimento, sem limitagdo por
qualquer substrato. A velocidade maxima de crescimento correspondente a
inclinagdo da reta obtida nessa regidao, a partir de uma regressdao dos dados

experimentais.

4.6.2 Determinacgao do coeficiente de rendimento de substrato a células

Admitindo que o estado metabdlico do microrganismo é invariante
durante etapas do cultivo, a equacgao para o calculo do rendimento de substrato a
células (Yys) fica (BAILEY E OLLIS, 1986):
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X=X, =Yy 5 (X, - X) (25)

Com os valores experimentais de concentracao celular e de glicose

obtém-se os valores de Y, através da regressao linear.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios em Frasco Agitados

5.1.1 Ensaio F1: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase de B. subtilis em

frascos agitados, meio YPD com 20 g/L de glicose

Os resultados apresentados neste sub-item foram todos obtidos em
shaker NEW BRUNSWICK. Uma comparacdo de desempenho com outro
equipamento (MARCONI) sera apresentada no proximo item.

A Figura 5.1 mostra a evolugdo da concentragdo de enzima no

sobrenadante, com o aumento da intensidade da banda em ~60 kDa.

kDa Oh 10h 20h 24h 30h 42h 62h 72h

97
63 < —o-amilase

43

30

Figura 5.1. SDS-PAGE das proteinas totais no meio de cultivo. O sobrenadante foi coletado em

diferentes tempos. A a-amilase tem ao redor de 60 kDa.

Pode-se ainda observar claramente, na Figura 5.2, que a produgao da
proteina esta associada ao crescimento celular da P. pastoris, como se espera em
um sistema de expressao constitutiva, no qual o promotor PGK7 apresenta alta

transcricdo em meio com D-glicose.
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Figura 5.2. Cultivo de P. pastoris em meio YPD, 300C, pH 6,5. Expressao constitutiva de a-amilase

extracelular. Barras de erro: desvio padrao de triplicatas. Shaker New Brunswick.

Durante a fase lag, tanto a glicose como a maltose (presente no extrato
de

constantes em torno de 28 g/l e 0,7 g/l respectivamente. Entretanto, no intervalo

levedura) ndo foram consumidas de forma significativa, permanecendo
entre 14 e 20 h de cultivo (fase exponencial) a glicose foi esgotada por completo,
observando-se ainda a producdo de etanol, acido malico e acido férmico durante
este periodo (vide Figura 5.3). Foram realizadas coletas a cada 6 horas até chegar a
fase estacionaria, a qual foi alcancada apds 67 h de cultivo. A Tabela 5.1 apresenta
resultados de ensaio realizado em triplicata. Os valores maximos de concentragcéo
celular, de atividade enzimatica (por volume de meio) e de atividade especifica estdo

também indicados nessa Tabela.

Tabela 5.1. Cultivo de P. pastoris em camara rotatéria, meio YPD com 20 g/l de glicose, 30°C, pH 6,5
(Ensaio F1). Massa celular e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas ap6s 67 h de
cultivo. Desvios padrao estimados a partir de trés ensaios independentes. Velocidade especifica

maxima de crescimento e fator de conversao, estimados na fase exponencial (12-20h de cultivo).

Hmax () Y Cy"™ (/1) Atividade Atividade especifica
enzimatica U/geel
U/mL"
0,24 + 2,7x107 0,18 + 0,3x107 11,35 + 8x107 238 + 27 20969 + 2522
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Dentre os produtos do catabolismo, destacam-se o etanol e os acidos
férmico e malico. E sabido que as condiges de aeracdo ndo controladas do cultivo
em shaker podem levar a limitacdo de oxigénio. Deve-se destacar que, segundo
Veiga et al., 2003, ao contrario de Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris é
levedura Crabtree negativa, sendo incapaz de fermentagéo aerdbica.

Apds 20 h, como é tipico em cultivos batelada, devido a insuficiéncia
de glicose P. pastoris comegou a utilizar fontes alternativas de carbono (Figura 5.3):

maltose, aminoacidos, além de malato, formiato e etanol produzidos na fase anterior.
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Figura 5.3. Metabdlitos produzidos por P. pastoris. Barras de erro: desvio padrao de triplicatas.

Na Figura 5.3 podem ser vistos os metabdlitos produzidos por P.
pastoris durante o cultivo. Em maior propor¢cao encontra-se o etanol, com um pico de
1,9 g/L, seguido pelo acido malico, com 0,85 g/L e logo apds pelo formico. Os trés
produtos comecaram a ser consumidos apdés o esgotamento da glicose, sendo
aparentemente o formiato o substrato preferencial, seguido pelo etanol e, finalmente,

pelo malato.

Pichia pastoris consumiu preferencialmente alguns aminoacidos (ver
Figura 5.4): acido glutdmico, acido aspartico metionina, arginina, isoleucina e
fenilalanina. Os demais aminoacidos sao omitidos da figura por concisdo. Durante a

fase exponencial de crescimento esgotaram-se Met e Asp, enquanto que os demais
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aparentemente sdo também utilizados como fonte de carbono, apds serem
esgotados glicose, etanol e acidos orgénicos. Em 120 h todos os aminoacidos s&o
consumidos e o pH foi medido valendo 7,1 % 8x107 (desvio padréo de cinco

ensaios).
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Figura 5.4. Aminoacidos consumidos preferencialmente por P. pastoris.

Em relacdo a variagao do valor de pH, este apresentou uma queda no
intervalo das 14 as 20 h de cultivo (fase exponencial), quando a glicose foi esgotada
por completo e o crescimento celular foi mais rapido, valendo 5,87+ 7x107 (desvio
padrdo de cinco ensaios). Ja na fase final do cultivo (ap6s 120h) o pH foi medido
valendo 7,1 + 8x107 (desvio padrdo de cinco ensaios). Isto é consistente com as
fases apresentadas no crescimento do microorganismo, na fase exponencial de
crescimento ouve uma produgao de acidos o que ocasionou a diminuigdo no valor
do pH, logo ap6és do consumo da glicose, a levedura consumiu os acidos

produzidos, o que foi refletido no aumento do valor do pH ao final do cultivo.

5.1.2 Comparagdao de desempenho de camaras rotativas de diferentes
fabricantes

As leveduras podem crescer em presenga ou auséncia de oxigénio,
sendo que o crescimento anaerdbio € mais lento e ineficiente, devido a que apenas

uma pequena parte da fonte de carbono € utilizada para manutencao e crescimento
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das células, a maior parte do substrato € usado principalmente para produzir alcool e
dioxido de carbono. Em contraste, em condi¢gdes aerdbias, na presenca de uma
quantidade suficiente de oxigénio dissolvido, a levedura cresce usando a maior parte
da fonte de carbono disponivel para o crescimento celular e s6 produz quantidades
insignificantes de alcool.

Todas as etapas de crescimento dos microrganismos e produc¢do da
enzima foram realizadas em frascos agitados com controle de temperatura e
velocidade de agitacdo. Nos laboratérios do DEQ/UFSCar encontram-se disponiveis
para uso camaras rotativas de temperatura controlada das marcas NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC e MARCONI. Ensaios realizados nestes dois

equipamentos mostraram divergéncias nos resultados obtidos (vide Figura 5.5):
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Figura 5.5. Comparagéo do crescimento celular de P. pastoris em meio com glicose nos
shakers NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC e MARCONI.

Pela Figura 5.5 observa-se que o cultivo de P. pastoris se vé
grandemente afetado pela aeracédo fornecida pela camara rotatéria: o valor da
densidade otica maxima alcangada no cultivo foi diminuido em aproximadamente

42% ao se mudar de equipamento.
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5.1.3 Ensaio F2: Cultivo de P. pastoris expressando o-amilase em frascos

agitados, em meio YPD com 20 g/L de glicerol.

Devido a disponibilidade de equipamentos no laboratério, o
experimento utilizando glicerol como fonte de carbono foi realizado utilizando o
shaker de marca MARCONI. Para efeito de comparagao de resultados, este item
apresentara dados experimentais de cultivo em glicose utilizando os mesmos

equipamentos usados para o cultivo em meio com glicerol.

280
240
200
160

120

—"— Glicerol (g/L) |

[—0— Atividade (U/mL) |

Tempo (horas)

Figura 5.6. Cultivo de P. pastoris em meio YPD com glicerol, 30°C, pH 6,5. Expressao constitutiva
extracelular de a-amilase de B. subtilis. Barras de erro: desvio padrao de triplicatas. Shaker Marconi.

Comparando as Figuras 5.6 e 5.7, nota-se que enquanto a glicose é
consumida nas primeiras 20 h de cultivo, o glicerol leva 100 h de cultivo para ser
completamente esgotado, podendo-se inferir que P. pastoris apresenta preferéncia
pelo consumo de glicose. Também fica claro que a atividade enzimatica alcangada
no cultivo em meio com glicerol € muito inferior a atividade obtida em cultivo com
glicose como fonte de carbono. Entdo, partindo desses resultados, fica claro que o
promotor PGK171 tem baixa transcrigdo em meio com dlicerol, tornando-o um

substrato pouco atrativo para o cultivo deste microorganismo recombinante.



66

22 - 400
20 - |
| 4350
118 7 e T T T T~ —e - _ —
. o O
e . 1% |2
3 o 1 =}
— 14 4 - i
[ ] ° o . - 250 %
812+ b=
AR 4200 |3
‘010- <
" g J 150 ||
T |
6] 4100 —
4
1 50
2_ -
0- L T T T T 7 0

: —=—
40 50 60 70 80 90
Tempo (horas)

100

Figura 5.7. Cultivo de P. pastoris em meio YPD com glicose, 30°C, pH 6,5. Expresséo
constitutiva extracelular de a-amilase de B. subtilis. Barras de erro: desvio padrao de triplicatas.
Shaker Marconi.

A Tabela 5.2 compara os parametros de crescimento e produgao, em
shaker MARCONI, para glicose e glicerol. A titulo de ilustragdo repetem-se nessa
tabela os resultados em glicose usando o shaker NEW BRUNSWICK. Como se
observa nessa tabela, é de se esperar a obtengao de maiores densidades celulares
com glicerol como fonte de carbono, mas com o promotor PGK1 essa maior massa

celular n&o ira se refletir em maiores produtividades na enzima recombinante.

Tabela 5.2. Cultivo de P. pastoris em camara rotatéria, meio YPD com 20 g/l de glicerol e de glicose,
30°C, pH 6,5. Massa celular e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas apds 67 h de
cultivo. Desvios padrdo estimados a partir de trés ensaios independentes. Velocidade especifica
maxima de crescimento e fator de conversao estimados na fase exponencial.

Marca da Fonte de tmax (h™) Ys Cx™™ (g Atividade Atividade
camara Cc enzimatica especifica
rotatica U/mL™ U/Qcel

MARCONI Glicerol 0,22 + 0,38 + 14,26 + 70,6 + 7,4 4950,91

1,010 4,6x102 8x10
MARCONI Glicose 0,20 + 0,17 + 8,28 + 233 +22 28743,96
1,010 0,3x107 8x10
NEW Glicose 0,24 + 0,18 + 11,35 + 238 + 27 20969 +
BRUNSWICK 2,7x1072 0,3x107 8x10 2522

Com respeito aos metabdlitos produzidos no cultivo com glicerol como
fonte de carbono, aparece em maior quantidade o acido acético (vide Figura 5.8)

chegando a 4 g/L ao final do cultivo
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Figura 5.8. Metabdlitos produzidos por P. pastoris em meio com glicerol. Barras de erro: desvio
padrao de triplicatas.

5.1.4 Ensaio F3: Cultivo de P. pastoris expressando a-amilase em frascos

agitados, em meio BSM com 20 g/L Glicose

Cultivos utilizando meio sintético foram feitos de forma a facilitar o
fechamento de balangos de carbono e nitrogénio, permitindo mais facil identificagéo da
evolugéo do perfil metabdlico da levedura. Segundo Choi e Park, (2006), o pH 6timo da
enzima a- amilase esta entre 6,0 e 6,5. Devido a que o meio definido BSM (vide item
4.2.2) tem um pH aproximado de 1,5 depois de se autoclavar, foi usado o meio BSM
modificado, que apresenta um pH aproximado de 5,0. Assim, estes ensaios foram
realizados a pH de 5,0 devido a formagao de precipitados a valores maiores de pH,
como resultado da baixa solubilidade dos fosfatos de calcio e magnésio, o que
prejudica a quantificagdo da densidade celular pelos métodos anteriormente
descritos neste trabalho.

Experimentos em ftriplicata foram realizados, obtendo-se uma densidade
otica maxima de 1,13 + 0,002 ao longo de 73h de cultivo, ndo apresentando
crescimento celular consideravel. O pH ao final do cultivo foi de 3,3 + 0,001. Partindo
destes resultados, fica claro que o meio de cultivo BSM ndo € recomendavel para a

realizagdo de ensaios em camara rotativa com auséncia de controle de pH.
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5.2. Biorreatorde 5 L

Foram realizados dois tipos de ensaios em biorreator: 1) batelada
simples; e 2) batelada alimentada. Os resultados desses cultivos sdo mostrados a

sequir:

5.2.1 Ensaio B1: Cultivo em batelada simples, P. pastoris expressando o-

amilase

O cultivo foi comegado com uma concentragéo de glicose de 20 g/L,
pH de 6,5 e volume inicial de 3,5 L. O oxigénio dissolvido foi controlado em 30% da
saturacdo. Realizaram-se tomadas de amostra a cada duas horas durante todo o
cultivo, coletaram-se em tempo real dados de viabilidade do microrganismo e de
condutividade do meio com o sensor de capacitancia Biomass System (FOGALE
Nanotech). A Figura 5.9 mostra como os dados da permissividade do meio,
adquiridos em tempo real (online) pelo sensor FOGALE acompanham muito bem
aos dados off-line da concentracdo celular durante todo o cultivo, servindo como
uma ferramenta promissora para o monitoramento do cultivo (vide Figura 5.9).

Os resultados do cultivo B1 foram utilizados para gerar uma curva de calibragéo
entre a permissividade e a concentragao celular. A correlacido foi obtida por
regressao linear a partir dos dados de concentragdo celular determinados pelo
método gravimétrico:

Cx=0,1317* Perm — 3.6802
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Figura 5.9 Perfis de variagao da permissividade ao longo do cultivo B1 em regime batelada.

Tabela 5.3. Cultivo de P. pastoris em biorreator, meio YPD com 20 g/l de glicose, 30°C. Massa celular

e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas no final do cultivo. Velocidade especifica

maxima de crescimento e fator de conversao estimados na fase exponencial (Ensaio B1).

Ensaio Umax (h'1) Yys Cx (gl Atividade enzimatica U/gcel
(U/mL) apos 10h
(Tempo em que esgota a glicose) de cultivo
B1 0,23 +2,0x10” 0,49 + 11,4 156 13.684
9,0x107 (10h) (10h)
F1 0,24 + 2,7x10™ 0,18 + 54 218 43.833
0,3x107 (20h) (20h)

A Tabela 5.3 apresenta um resumo dos resultados obtidos no cultivo.

Pode-se observar um aumento no fator de conversao de substrato a células, Yys,

quando comparado com o cultivo em shaker (Ensaio F1), ficando evidente que o

eficiente controle de oxigénio no reator evitou o crescimento anaerdbio, o qual é

bastante lento e ineficiente e, portanto, a maior parte do substrato foi usado

principalmente para manutengdo e crescimento das células evitando a produgao

excessiva de metabdlitos indesejados.

A Figura 5.10 indica que a expressao da enzima heteréloga com o

promotor PGK1 de Pichia pastoris € de fato associada ao crescimento celular, apos

uma fase inicial de adaptacdo de 4h. As informacdes obtidas neste cultivo foram

empregadas no item 5.3 para a estimativa de parametros cinéticos de crescimento.
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Figura 5.10 Perfis de concentragao celular (massa seca), consumo de glicose, densidade ética (DO:

600 nm), e atividade da enzima em regime batelada, biorreator de 5 L, pH 6,5, 30°C. (Ensaio B1)

Por outro lado, a velocidade especifica maxima de crescimento, pmax,
permaneceu na mesma faixa de valor tanto no shaker como no biorreator. Ja
atividade enzimatica alcangada foi de 156 U/mL em 10h de cultivo comparada com
aproximadamente 78 U/mL em 10h e 218 U/mL apds 20h de cultivo em camara
rotatoria (vide Figura 5.2). As concentra¢des de acidos organicos e de alcoois nao
foram significativas no ensaio B1 (o metabdlito com maior concentragdo, acido
malico, chegou a 0,8 g/L, no maximo).

Na Figura 5.11 observar-se que a produgao de gas carbdnico durante
o cultivo foi significativa, tendo uma velocidade maior durante a fase exponencial do
crescimento, como seria de se esperar. Apos o final da fase exponencial se observa
uma queda na concentracdo de CO,, indicando o esgotamento do substrato.
Partindo desse resultado fica claro que esta medida serve como ferramenta para
detectar, em tempo real, o fim da fase em batelada simples.

A velocidade de agitagado apresenta um aumento ao longo do cultivo,
pois o incremento na concentragao celular causa um aumento na demanda de
oxigénio dissolvido, e para controlar sua concentragcdo em 40% da saturagcéo é

necessaria uma maior agitagao.
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Figura 5.11 Acompanhamento ao longo do tempo de cultivo das variaveis experimentais
adquiridas pelo sistema de aquisicéo de dados. (A) velocidade de agitagdo, (B) % CO, nos gases
efluentes, (C) concentragao de oxigénio dissolvido. (Ensaio B1).
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5.2.2 Ensaio B2: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando o-

amilase com C, e C, variaveis

Este cultivo foi realizado nas mesmas condi¢des do cultivo em batelada
simples (Ensaio B1). Depois do consumo da glicose inicial (aproximadamente 11h
de cultivo), foi dado inicio a batelada alimentada. Foi implementada uma estratégia
de alimentacdo exponencial, fazendo uso da equacédo (22), onde se fez a
aproximagado Sy ~ 0, e adotou-se um o valor de uyo=ucrit=tmax /3. A velocidade
especifica maxima de crescimento, umax, foi obtida dos dados da fase exponencial do

cultivo em batelada simples (vide Tabela 5.3).
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Figura 5.12 Perfis de crescimento celular (massa seca), consumo de glicose, atividade
enzimatica e variagdo da permissividade em regime batelada alimentada (Ensaio B2). As setas
mostram o inicio e o final da suplementagéo de oxigénio puro.

Na Figura 5.12 mostra-se uma queda na biomassa (sensor FOGALE),
quando o valor da glicose era de 0,18 g/L, aproximadamente as 11h de cultivo,
indicando o esgotamento da glicose da fase batelada e, portanto, indicando o inicio
da batelada alimentada. Os valores iniciais das constantes da alimentagao
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exponencial encontram-se na tabela 5.4. Devido a acumulo de glicose no meio de
cultivo, foi necessario mudar os valores das constantes da equagao (22) (Cse Cy).
As 19h do cultivo o valor da glicose no meio atingiu valores de
aproximadamente 6 g/L, raz&o pela qual foi diminuido o valor de C; para 0,01 L/h.
Devido ao persistente acumulo de substrato, as 34h de cultivo foi desligada a
alimentagao até atingir valores de concentragéo de glicose inferiores a 1 g/L. Apds a
segunda fase de esgotamento da glicose, uma nova alimentagao foi comegada com
valores de C;=0,01L/h e C,=0,035h™" as 41h de cultivo. A partir dai, fica evidente
a existéncia de uma fase estacionaria. As concentragbes de acidos organicos e de
alcoois ndo foram significativas (o metabolito com maior concentragdo, acido malico,
chegou a 0,35 g/L, no maximo). Suspeitas de inibicdo por algum metabdlito
produzido, causando o acumulo de substrato serdo confirmadas nos experimentos

seguintes.

Tabela 5.4. Valores iniciais das constantes de alimentagdo exponencial utilizadas na cultura de P.
pastoris recombinante (Ensaio B2).

Alimentagéao exponencial:

F o =Cexp(C,(t—1t,))

Ensaio Observacgoes
Cl Inicial C2 Inicial
(L/h) (h™
Os valores de C4 e C, foram mudados ao longo do
B2 003 007 cultivo, com o propdsito de evitar acumulo de
glicose no meio.
C4: 0,01 até 0,03 e C,: 0,035 até 0,07

Tabela 5.5. Cultivo de P. pastoris em biorreator, meio YPD com 20 g/l de glicose, 30°C. Massa celular
e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas no final do cultivo. (Ensaio B2).

Ensaio Cx (g/) Atividade enzimatica U/gcel
(U/mL) apos 10h
de cultivo

B2 45,23 184,0 4068,09
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A Figura 5.12 indica claramente que a partir de 22 h de cultivo a
atividade enzimatica estaciona, dissociando-se inclusive do crescimento celular.
Esse comportamento foi observado nos ensaios seguintes, como se reporta nos

préximos itens.
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Figura 5.13 Acompanhamento ao longo do tempo de cultivo das variaveis experimentais
adquiridas pelo sistema de aquisi¢cdo de dados. (A) velocidade de agitacéo, (B) % CO,, (C)
concentragao de oxigénio dissolvido. (Ensaio B2). As setas mostram o inicio e o final da
suplementacéo de oxigénio puro.
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A Figura 5.13 mostra os valores da velocidade de agitacao,
concentragao de oxigénio dissolvido e da porcentagem de diéxido de carbono, CO»,
com respeito ao tempo de cultivo. Como pode ser visto, a agitagdo do meio variou
entre 200 e 600 rpm para manter a porcentagem de O, dissolvido em 40% do seu
limite de saturacdo. Pode-se observar, também, que a produgdo de gas carbdnico
aumenta durante todo o cultivo em regime batelada, é dizer, enquanto dura a fase
exponencial de crescimento, que termina com o esgotamento da glicose. A partir
dai, aproximadamente as 16h do cultivo acontece uma queda no valor do COy, e, 0
valor da porcentagem de O, dissolvido oscila muito (por falhas no sistema de
controle automatico da agitacdo no interior do biorreator). As 17h iniciou-se
suplementagao de oxigénio puro dentro do biorreator com o propésito de diminuigéo
da agitagéo por problemas de excesso de espuma.

Aproximadamente as 60h foi desligada a alimentag&o de oxigénio puro,
ocasionando um ligeiro aumento nas variaveis: agitacado e CO,. Apds 75h de cultivo
apresenta-se uma queda no valor da porcentagem de diéxido de carbono, CO,, e 0
consumo de oxigénio é desacelerado, indicando que o processo de morte celular se

inicia.

5.2.3 Ensaio B3: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando o-

amilase com C; e C,constantes

Neste ensaio a alimentagdo comecou as 11h de cultivo, quando o valor
da concentragdo de glicose era de 0,06 g/L. Foi também implementada uma
estratégia de alimentagcdo exponencial (Equacéo 22), onde adotou-se um valor de
1.0=Ucrit=Mmax /2. Os valores de C; e C, foram mantidos constantes até o final do
cultivo (ver Tabela 5.6). A velocidade especifica maxima de crescimento, timax, fOi
adotada como sendo igual a estimada a partir dos dados da fase exponencial do
cultivo em batelada simples (vide Tabela 5.3).
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Tabela 5.6. Valores iniciais das constantes de alimentagédo exponencial utilizadas na cultura de P.
pastoris recombinante (Ensaio B3).

Alimentagéao exponencial:

Ensaio F o =Cexp(C,(t—t,)) Observagoes

Cinicial (L/h) €3 nicial (h™"
B3 0,03 0,12

Os valores de C, e C, foram mantidos constantes
até o final do cultivo.

A Figura 5.14 mostra o crescimento do microrganismo, junto com o
consumo de substrato, biomassa e atividade enzimatica. E importante ressaltar que

ao longo deste cultivo a alimentagéo nao foi interrompida.

35+ 40+ 155 - 400

—*— Biomassa

[ = Atividade (U/mL) |

T T T T 0,0 -0
10 20 30 40

Tempo (horas)

Figura 5.14 Perfis de crescimento celular, consumo de glicose, atividade enzimatica e variagéo
da permissividade em regime batelada alimentada (Ensaio B3).

A Figura 5.14 compara o crescimento celular acompanhado medida da
producdo de biomassa ao longo do tempo, mostrando que com os valores
escolhidos das constantes de alimentacdo C4 e C,, o crescimento celular, depois do
comego da alimentacdo (11h de cultivo), continua o mesmo comportamento
apresentado na fase exponencial de crescimento em batelada simples até as 15h do
cultivo, atingindo ACx = 16,0 g/L de massa celular em comparagdo com ACx = 15,0

g/L no ensaio B2.
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As 16h de cultivo o valor da glicose estava em 4,7 g/L e as 21h este
valor ja atingia 30 g/L. Na Figura 5.14 pode-se apreciar que entre as 20 e as 35
horas, o crescimento celular foi muito lento e 0 acumulo de glicose foi consideravel,
motivo pelo qual se deu fim ao cultivo para a implementacéo de uma nova estratégia
de alimentac&o. Nota-se também que a concentragdo da glicose caiu apos 25h do
cultivo, mas o crescimento celular continua numa fase estacionaria, portanto,
sospeita-se que a glicose estas sendo utilizada para a produgcdo de algum
metabdlito. Um préoximo cultivo foi feito para uma analise minuciosa dos metabdlitos

produzidos.

Tabela 5.7. Cultivo de P. pastoris em biorreator, meio YPD com 20 g/l de glicose, 30°C. Massa celular
e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas no final do cultivo. (Ensaio B3).

Ensaio Cx (g/) Atividade enzimatica U/Qcel
(U/mL) apos 10h
de cultivo
B3 29,35 232,51 7921,98

Como pode ser visto na Figura 5.15, a agitagdo do meio foi
incrementada de 200 até 600 rpm para acompanhar a fase exponencial de
crescimento e manter a porcentagem de O, dissolvido em 40% do seu limite de
saturagdo. Das 15 as 25h de cultivo foi suplementado de oxigénio puro dentro do
biorreator com o propésito de diminuir a agitagdo por problemas de excesso de
espuma. Observa-se nesse periodo grande oscilagdo no controle automatico da
agitacéo e no valor do oxigénio dissolvido.

A Figura 5.15 (B) mostra o acompanhamento ao longo do tempo de
cultivo do CO, produzido, no gas efluente. Observa-se uma queda pronunciada as
11h de cultivo, quando se esgotara a fonte de carbono e tinha-se dado inicio a fase

de alimentagdo do meio suplementar.
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Figura 5.15 Acompanhamento ao longo do tempo de cultivo das variaveis experimentais
adquiridas pelo sistema de aquisi¢cdo de dados. (A) velocidade de agitacéo, (B) % CO,, (C)
concentragao de oxigénio dissolvido. (Ensaio B3). As setas mostram o inicio e o final da
suplementagao de oxigénio puro.
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5.2.4 Ensaio B4: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando a-

amilase com C; e Cyvariaveis por etapas

Neste ensaio a alimentagdo comecgou as 10h de cultivo, quando o valor
da glicose atingia os 0,18 g/L. A Tabela 5.8 mostra a estratégia de alimentagéo
utilizada para este cultivo.

Tabela 5.8 Valores iniciais das constantes de alimentagcédo exponencial utilizadas na cultura de P.
pastoris recombinante (Ensaio B4).

Alimentacao exponencial:
Ensaio Eym = Crexp(Cy(t=1,)) Observagoes
Cl Inicial C2 Iqicial
(g/L) (h”)
C, foi mantido constante até o final da etapa,
B4 . L .
0,02 0,12 enquanto C, foi mudado com o propésito de evitar
(Etapa 1) acumulo de glicose no meio.
C4: 0,01 até 0,02
C, foi mantido constante até o final da etapa,
B4 . s :
0,01 0,07 enquanto C, foi mudado com o propdsito de evitar
(Etapa 2) acumulo de glicose no meio.
C,: 0,033 até 0,07

A analise dos resultados mostrados na Figura 5.16 indica que o
crescimento celular na fase batelada alimentada (etapa 1) apresentou um
comportamento exponencial limitado por it = 0,12 h™' até as 15h de cultivo. As 17h
a concentragao de glicose no biorreator atingiu 4,3 g/L e o sensor de biomassa
(FOGALE) mostrou uma pequena queda na medi¢cao das células viaveis, entdo o
parametro C4 foi diminuido para 0,01, esta mudanca ndo mostrou melhoria no
acumulo do substrato, atingindo 6,6 g/L de glicose as 19h. Assim, fica claro que,
conforme seria de se esperar, a sensibilidade do sistema frente ao parametro C4 é
pequena. A sintonia do perfil de alimentagdao deve utilizar o parametro do termo
exponencial, C,, deixando C;em um valor constante. O critério zit = timax/2= 0,12 h””
levou a acumulo de glicose no meio, sendo portanto um limite superior para C,.

O esgotamento da glicose foi alcangado apds 20h de cultivo,
interrompendo-se a alimentag&o até um novo esgotamento do substrato. A partir dai,
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comega a etapa 2 de alimentagcdo com C4=0,01 e C»=0,07 (22 a 42h de cultivo)
chegando-se aos mesmos resultados de acumulo de fonte de carbono, o que sugere
a presencga de algum metabdlito inibitério no caldo de cultivo.

Observa-se, novamente, que a expressdo da enzima se interrompe pouco apoés as
20 h de cultivo.

20 4 35 i Etapa 1 i Etapa 2 —46,5 - 500
| |
| |

- 400
— 350|

— 300|
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— 250|

— 200|
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Figura 5.16 Perfis de crescimento celular, consumo de glicose e variagdo da permissividade em
regime batelada alimentada (Ensaio B4).

Tabela 5.9 Cultivo de P. pastoris em biorreator, meio YPD com 20 g/l de glicose, 30°C. Massa celular
e atividade enzimatica (no meio e especifica) medidas no final do cultivo. (Ensaio B4).

Ensaio Cx (g/) Atividade enzimatica U/gcel
(U/mL) apos 10h
de cultivo

B4 31,04 256,3 8257,09
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Figura 5.17 Acompanhamento ao longo do tempo de cultivo das variaveis experimentais
adquiridas pelo sistema de aquisi¢cdo de dados. (A) velocidade de agitagéo, (B) % CO,, (C)
concentragao de oxigénio dissolvido. (Ensaio B4). As setas mostram o inicio e o final da
suplementacéo de oxigénio puro.

A Figura 5.17 mostra os valores da velocidade de agitagdo, concentragdo de
oxigénio dissolvido e da porcentagem de dioxido de carbono, CO,, com respeito ao

tempo de cultivo. A Figura 5.18 mostra cromatrogramas das amostras coletadas
neste cultivo.
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Como se pode observar na Figura 5.18(A) nao foi detectado nenhum
composto no tempo de retengao de 10,9 min no comecgo do cultivo. As Figuras 5.18
(B), (C) e (D) mostram a evolugdo do aumento de um pico neste tempo de retengéo
ao longo do cultivo. Portanto, acredita-se que o metabdlito assinalado com a seta

vermelha pode ser um inibidor do crescimento celular.
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Figura 5.19 Comparacéao dos perfis de crescimento celular, consumo de glicose e variagdo da
permissividade em regime batelada alimentada com a produgao do produto inibidor. (Ensaio B4).

A figura 5.19 mostra a evolugao da altura normalizada do pico desse
composto ao longo do tempo, comparada com a evolugédo da glicose e da massa
celular. Pode-ser ver claramente nessa figura que o produto inibidor é associado ao
crescimento celular, sendo produzido desde o comeco do cultivo. No inicio da etapa
2 (quando a glicose foi esgotada) mostra-se uma diminuigdo na producdo deste
composto, ja nas 40h de cultivo quando a glicose atingia valores altos, a produgéo
aumentou consideravelmente ocasionando uma fase estacionaria no crescimento
celular. Portanto, altos valores na concentracédo de glicose no meio de cultivo levam
a alta produgao do produto inibidor. Enquanto a atividade enzimatica (vide Figura
5.20), acredita-se que altos niveis do composto inibidor presentes no caldo de
cultura estejam inativando-a a partir das 20h de cultivo.

O composto nao identificado foi coletado e liofilizado para posteriores

analises por espectrometria de massas.
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Figura 5.20 SDS-PAGE das proteinas totais no meio de cultivo (Ensaio B4).
A a-amilase tem ao redor de 60 kDa.

5.2.5 Ensaio B6: Cultivo em batelada alimentada, P. pastoris expressando PGA

com C; constante e C,variavel

Ensaios em camara rotativa expressando a enzima PGA indicaram que
ha expressdao de uma proteina na faixa de massa molar da enzima, mas nao se
observou atividade enzimatica intra- ou extracelular. Uma possivel razdo para esse
fato seria uma glicosilagao indesejada da proteina recombinante, em cujo sitio ativo
ha uma serina amino-terminal com papel essencial na catalise.

Este cultivo foi realizado utilizando o meio YPD (vide Tabela 4.2) com a
adicdo de 2,5 nM de CaCl,  devido a influéncia de ides de calcio sobre a atividade da
PGA de B. megaterium (Yang et al., 2006). O cultivo foi comegado com uma
concentragado de glicose de 20 g/L, pH de 6,5 e volume inicial de 4 L. O oxigénio
dissolvido foi controlado em 40% da saturagdo. Foi implementada uma estratégia de
alimentacao exponencial (Equagao 22), onde adotou-se um valor de 1 0=trit=tmax
/4. O valor de C; foi mantido constante até o final do cultivo (ver Tabela 5.10). A
velocidade especifica maxima de crescimento, umax, foi estimada na fase

exponencial da etapa do cultivo em batelada, sendo igual a 0,23 h'.
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Fazendo uma comparacao entre P. pastoris expressando a-amilase e
P. pastoris expressando PGA, pode-se observar que 0 umax alcangado foi igual nos

dois casos, portanto, demonstrou-se que cinética de crescimento é semelhante em
ambos casos.

Tabela 5.10. Valores iniciais das constantes de alimentag&do exponencial utilizadas na cultura de P.
pastoris recombinante (Ensaio B6).

Alimentacao exponencial:

Ensaio Fo = Cl exp(Cz (t- , ) Observagoes

G Inicial (L/h) ¢, Inicial (h™")
B3 0,02 0,06 C, foi mantido constante até o final do cultivo.

C,foi mudado ao longo do cultivo.
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Figura 5.21 Perfis de crescimento celular, consumo de glicose e variagdo da permissividade em
regime batelada alimentada (Ensaio B6).

Neste ensaio a alimentagdo comecgou as 11h de cultivo, quando o valor
da concentragao de glicose era de 0,4 g/L. Na Figura 5.21 mostra-se que foi atingida
uma concentragao celular aproximadamente de 35 g/L e que foi possivel controlar a
concentragao de glicose no caldo de cultivo realizando variagdes no parametro Co.
Ja a leitura do sensor de biomassa FOGALE se viu afetada a partir das 36h devido a

uma queda de energia, mostrando discrepancias com os dados offline de massa

celular.
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Figura 5.22. Metabdlitos produzidos por P. pastoris expressando PGA no cultivo em batelada
alimentada (Ensaio B6).

Na Figura 5.22 podem ser vistos os metabdlitos produzidos por P.
pastoris durante o cultivo. Em maior propor¢ao encontra-se o acido acético, com um
pico de 9 g/L, seguido pelo etanol, com 5 g/L. O etanol passa a ser consumido apés
30 h de cultivo. Ja a alta concentragao de acido acético acredita-se é a responsavel

pela diminuigdo do crescimento celular na etapa final do cultivo.

Figura 5.23. Reacdo de imunodetecgao (Western blot) para a confirmagao da expressao e secregéo
da enzima recombinante. O controle positivo (esquerda) foi realizado com PGA secretada de B.

megaterium selvagem.

Nao foi detectada atividade enzimatica em nenhuma das amostras
coletadas neste cultivo. Este resultado foi atribuido ao efeito da glicosilagdo, que é
uma modificagdo pos traducional que a levedura Pichia pastoris faz (como ja
mencionado na secgado 2.1), essa modificagcdo explicaria a completa auséncia de

atividade da enzima.
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Figura 5.24 Acompanhamento ao longo do tempo de cultivo das variaveis experimentais
adquiridas pelo sistema de aquisi¢cdo de dados. (A) velocidade de agitagéo, (B) % CO,, (C)

concentragao de oxigénio dissolvido. (Ensaio B6). As setas mostram o inicio e o final da
suplementacéo de oxigénio puro.

Uma ferramenta importante para a confirmacédo da expressdo de uma
proteina recombinante é a detecgdo pelo processo de imunodetecgao (western
blott). Para a reagdo de western blott foi utilizado o anticorpo anti-subunidade

recombinante de PGA de B. megaterium, produzido em no laboratério de biologia
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molecular do DEQ-UFSCar utilizando-se anticorpo anti-sub-unidade Beta. O
anticorpo utilizado, reconheceu a PGA secretada no meio de cultura concentrado da
levedura recombinante confirmando a expressao (ver Figura 5.23).

A Figura 5.24 mostra os valores da velocidade de agitacéo,
concentragado de oxigénio dissolvido e da porcentagem de diéxido de carbono, COa,
com respeito ao tempo de cultivo. Como pode ser visto, a agitagdo do meio variou
entre 200 e 950 rpm para manter a porcentagem de O, dissolvido em 40% do seu
limite de saturacdo. A producéo de gas carbénico durante o cultivo foi significativa,
tendo uma velocidade maior durante a fase exponencial do crescimento, como seria
de se esperar. Apés o final da fase exponencial se observa uma queda na
concentragdo de CO,, indicando o esgotamento do substrato. Pode-se observar,
também, que a partir de 30h de cultivo devido a quedas na energia elétrica a

medicado dos equipamentos ficou afetada, apresentando oscilagdes nas medicdes.

5.2.6 Ensaio B5: Cultivo em batelada simples, meio BSM com 40 g/L Glicose

Foram realizados dois cultivos em biorreator de 5L utilizando o meio
sintético de crescimento BSM (vide Tabela 4.3). Apds 24h de inoculagéo do reator o
cultivo foi terminado devido a que o microorganismo nao apresentou crescimento
celular. Acredita-se que o meio de cultivo utilizado apresenta deficiéncia de algum

nutriente essencial para o crescimento deste microorganismo recombinante.

5.3. Estimativa de parametros cinéticos

O grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Roberto de Campos
Giordano ( LaDABio) vem ha anos estudando a modelagem, otimizagdo, automacao
e controle de biorreatores para cultivo de varios microrganismos e células, como
uma de suas principais linhas de pesquisa. Neste contexto, diferentes algoritmos

estdo ja disponiveis no LaDABio. Entre eles o algoritmo Simulated Annealing (SA),
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que € um método global estocastico para otimizagdo, combinado com o algoritmo
local de Levenberg Marquardt (MONTERA et al., 2008). O algoritmo SA “escapa” de
minimos locais em diregdo ao minimo global, desde que haja numero suficiente de
iteracdes. Os algoritmos estao implementados em MatLab.

Utilizando os algoritmos Simulated Annealing (SA) e Levenberg
Marquardt (LM) foi ajustado um modelo de crescimento e produgéo (equagdes 13 a
17) com termos de morte e manutencgdo. As cinéticas de crescimento empregadas
foram definidas usando a equagdo de Monod, aqui também incluindo diferentes

formas de inibicdo pelo metabdlito indesejado (equagdes 18(a) a 18(e)).

5.3.1 Ajuste dos dados do ensaio em batelada simples (Ensaio B1) utilizando

Monod sem inibigao como cinética de crescimento.

O conjunto de dados do ensaio B1 (ensaio em batelada) foi utilizado
para estimativa dos valores dos parametros por meio do ajuste aos dados
experimentais obtidos neste cultivo. Os dados do ensaio B2 (ensaio em batelada
alimentada) foram utilizados para validagao. Na Tabela 5.11, sdo apresentados os
resultados do ajuste do modelo de Monod (equacédo 18(d)) aos dados do

experimento B1.

Tabela 5.11. Valores estimados pelo SA dos parametros do modelo de Monod.

Hmax () Ks(g/L) Ko(h™) Yxis m(h™)

0,18 0,24 0,0016 0,49 0,0
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Figura 5.25. Ajuste do modelo de Monod ao cultivo Ens1. Os simbolos representam os valores
experimentais, enquanto que as linhas, os valores preditos pelo modelo.

A Figura 5.25 apresenta os resultados do ajuste do modelo, comparando os
valores simulados com os experimentais para o cultivo em batelada (experimento
B1). Os valores obtidos pelo modelo acompanham muito bem os dados
experimentais. Observa-se ainda que n&o foi necessario alterar as condigdes iniciais

da simulacgao para obter um bom ajuste.

A Figura 5.26 mostra os resultados obtidos na simulag&o para o ensaio
B3. Observa-se que o modelo de Monod descreve qualitativamente os perfis durante
a fase descontinua do cultivo. O consumo de glicose € um pouco mais lento que o
previsto pelo modelo, enquanto que a curva de crescimento celular € bem
representada até 15h de ensaio.

A partir deste tempo, os valores experimentais de concentragdo de
glicose s&o sempre superiores aos valores previstos pelo modelo, enquanto que os
valores simulados de concentracdo celular estdo sempre acima dos valores
experimentais. Esta falta de ajuste pode ser explicada pelo fato do modelo néo
considerar outros nutrientes como fontes de carbono (incluindo produtos do
metabolismo que podem ser fonte nao-preferencial quando se aproxima o

esgotamento da glicose), além do fato de o modelo n&o incluir termos de inibigéo.
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Figura 5.26 Validagdo do modelo proposto para o cultivo de Pichia pastoris em batelada
alimentada, utilizando os parametros calibrados a partir dos dados do ensaio B1. Os simbolos
representam os valores experimentais e as linhas, os valores preditos pelo modelo. Modelo de Monod
sem inibicao.

5.3.2 Ajuste dos dados do ensaio em batelada alimentada (Ensaio B3)

utilizando Monod com inibigao como cinética de crescimento.

Os dados do ensaio em batelada alimentada (ensaio B3) foram
utilizados para estimativa dos valores dos parametros cinéticos. Devido a que o
cultivo apresenta uma inibicdo do crescimento celular depois da fase da batelada
simples, a estimativa do parametro correspondente a inibigdo (Ki) para as equacgdes
18(a) a 18(d) é realizada levando em conta a fase de alimentagdo. Na Tabela 5.12,
sao apresentados os resultados do ajuste dos modelos empregados aos dados do

experimento B3.

Tabela 5.12 Valores estimados pelo SA dos parametros dos modelos de Monod com inibicao.

Equacao Ki (g/L)
18(a) 7,0
18(b) 15,0
18(c) 6,0




" Glicose (g/L)

150
140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
104

92

1004
90 - deo
gao-
2 460 2
8 60 <
o
50 -
u 440
40 4
L]
30 = . [ -
™ _ L]
20 . ~ 420
- - n
104 S
— ] =
0 = T T T 0
0 10 20 30 40
Tempo (horas)
150 -
140 4
130 4
120 4
1104
=}
~ 100
[0}
2 904
k]
5 80
701
|
60 -
50 -
404 v
30 4 . e i
204 B -
10 1 "
N =
0 - = T T
0 10 20

Tempo (horas)

(c)

40

X (glL)

Tempo (horas)

(b)

40

Figura 5.27 Ajuste dos modelos de Monod com inibigéo (cultivo B3). Os simbolos representam

os valores experimentais, enquanto que as linhas, os valores preditos pelo modelo. (a) Equagéo
18(a), (b) Equacéo 18(b) e (c) Equacdo 18(c).

A Figura 5.27 apresenta os resultados do ajuste dos modelos cinéticos

com inibicdo, comparando os valores simulados com os experimentais para o cultivo

em batelada alimentada (experimento B3). Pode-se ver que em todos os ajustes

obtidos, a concentragcdo de substrato tem um bom ajuste até as 25h de cultivo, a

partir deste tempo, os valores simulados para a concentragao de glicose sao sempre

superiores aos valores experimentais desta variavel.

A equacédo 18(c) apresentou um ajuste melhor em comparagao com o

ajuste obtido com as equacdes 18(a) e 18(b) no referido a concentragao celular.

Observa-se que o0 modelo da equagao 18(c) descreve bem o perfil experimental da

100

20

X (glL)
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biomassa, sendo esta equacao escolhida para fazer parte do modelo matematico
para o calculo do controle étimo (vide item 5.4).

5.4 Controle Otimo

Foi desenvolvido um programa de simulagdo utilizando o pacote
computacional MATLAB onde foram resolvidas as equagdes do modelo matematico
(equacgdes 13 a 17) e as equacdes da teoria do controle 6timo (Anexo).

Neste caso, a variavel de controle é a taxa de diluicdo, e deseja-se
otimizar a produgdo de células em um reator operado em regime batelada
alimentada. Para este proposito foi considerada a cinética de crescimento: Monod
(equacao 18(d)).

O objetivo do controle 6timo € maximizar a concentragao celular num
tempo final conhecido. O indice de desempenho €, entdo, dado por:

J=X(t,) (26)

Como era de se esperar, o perfil 6timo da taxa de diluicdo utilizando a
equagao de Monod como cinética de crescimento (equagao 18(d)) recaiu em um
controle bang-bang, onde a variavel de controle vai do valor minimo ao maximo. Na
Figura 5.28 pode-se observar que a vazao é inicialmente igual a zero. Quando a
fase em batelada termina, isto é, quando a glicose é esgotada, esta passa a ser
maxima até atingir o volume de trabalho do reator (ou o tempo final de cultivo). Isto
acontece devido a auséncia de termos inibitérios no modelo que restrinjam o valor
da concentragdo de glicose no caldo de cultivo, permitindo valores elevados desta
variavel. Pode-se também observar que comparando as figuras 5.26 e 5.29, ao
utilizar o algoritmo de controle 6timo sdo atingidas maiores densidades celulares,
alcancando aproximadamente 20 g/L a mais no mesmo periodo de tempo. E
importante ressaltar, entretanto, que o modelo cinético utilizado ndo é consistente
com os dados experimentais na etapa final do cultivo e, portanto, os resultados
previstos pela simulacdo, a partir de 15 h de corrida, estdo mascarados pela
discrepéancia estrutural do modelo (que néo inclui termos de inibig&o).
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Neste caso, os valores maximo e minimo da variavel de controle sédo
conhecidos e dependem da bomba utilizada para fazer a alimentacdo (D=0 e
Dmax=0.02). Ja a Figura 5.29 mostra a concentragdo celular contra o tempo,

podendo-se observar que concentragao celular apresenta um grande aumento.
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Figura 5.28 Aplicagdo do Controle étimo utilizando o modelo de Monod (a) Taxa de dilui¢cdo (b)
Fluxo volumétrico de alimentacéao.
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Figura 5.29 Aplicagdo do Controle étimo utilizando o modelo de Monod. Os simbolos
representam os valores experimentais, enquanto que as linhas, os valores preditos pelo modelo.

A Figura 5.28 mostra que o perfil fornecido pela solugdo do problema
de controle 6timo é do tipo “bang-bang”, ndo sendo observado nenhum arco singular
ao longo da corrida. De fato, esse resultado é consistente, como se demonstra no
Anexo: ndo ha solugado fisicamente significativa para a equacédo de singularidade
(a.12) em toda a trajetoria do sistema.

No caso de haver inibigao pelo produto, a equagao (a.12) podera ter

solugdes para S dentro do dominio factivel dessa variavel (vide a matriz indicada no
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Anexo, equacao a.17). Entretanto, como ainda nao foi possivel identificar o produto
do metabolismo M, maior candidato a principal inibidor da levedura, propde-se que

a solugao desse problema seja feita na continuidade deste trabalho.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram ndo soé
implementar as ferramentas necessarias para determinar estratégias oOtimas de
alimentagcdo do biorreator, mas, também, agregar dados para uma melhor
compreensao do cultivo da levedura, seu metabolismo, cinética de crescimento
celular e de produgao da enzima.

Dos estudos realizados experimentalmente, pode-se concluir que:

Confirmou-se que a expressédo da enzima heteréloga com o promotor
PGK1 de Pichia pastoris é de fato associada ao crescimento celular. Entre os
metabdlitos mais importantes produzidos em camara rotativa estdo etanol, acido
malico e fdérmico, que sdo consumidos apds o esgotamento da glicose.
Aparentemente, a presencga desses catabdlitos ndo causa efeito significativo sobre a
produgdo da enzima, que, como se esperava em um sistema de expressao
constitutiva, tem sua velocidade significativamente reduzida apds o esgotamento da
glicose. P. pastoris teve preferéncia por seis aminoacidos: Glu, Asp, Met, lle, Phe,
Arg.

Experimentos realizados em biorreator mostraram que cultivos de
Pichia pastoris com controle do oxigénio dissolvido minimizam a producéo de
metabolitos presentes em cultivos em camara rotativa (etanol, acido formico, entre
outros.), obtendo-se valores mais elevados do fator de converséo Y, (de 0,18 em
camara rotativa a 0,49 em biorreator) e, portanto, permitindo alcangar maiores
densidades celulares em menos tempo. As velocidades especificas maximas de
crescimento foram da ordem de pmax = 0,2-0,3 h™' para cultivos em camara rotativa e
em biorreator.

Constatou-se, em cultivos em biorreator, a secre¢cédo pela levedura de
um metabdlito inibidor do crescimento e, portanto, da produgao da alfa-amilase. A
velocidade de producdo desse composto aumenta em presenca de altas
concentragdes de glicose. Esse inibidor pode ter sido a razao para que nao fossem
alcangadas atividades enzimaticas maiores em cultivos em biorreator: a atividade
especifica alcangada em céamara rotativa foi, tipicamente, de 43833 U/gceuia,

enquanto que em biorreator alcangou 13684 U/gceua. Tentativas iniciais de
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caracterizagcado desse composto por diferentes técnicas (GS-MS/MS, infravermelho,
RMN) n&o foram ainda bem sucedidas, e prosseguirdo nos proximos meses.

Sensor de capacitancia (FOGALE) apresentou excelente desempenho
para inferir tanto a densidade 6tica quanto a concentragao celular nos cultivos de P.
pastoris recombinante, fornecendo medidas confidveis e representativas do
crescimento e do estado da célula, apresentando assim grande potencial para uso
no controle 6timo em malha fechada da vazado de alimentacdo em cultivos batelada
alimentada.

Ensaios em camara rotativa expressando a enzima PGA indicaram que
ha expressdo de uma proteina na faixa de massa molar da enzima, mas néo se
observou atividade enzimatica intra- ou extracelular. Uma possivel razdo para esse
fato seria uma glicosilagao indesejada da proteina recombinante, em cujo sitio ativo
ha uma serina amino-terminal com papel essencial na catalise.

Das simulagdes realizadas para obter ajustes dos parametros cinéticos
e perfis de controle 6timo, pode-se concluir que:

O algoritmo Simulated Annealing (SA) mostrou-se robusto,
apresentando bom desempenho no ajuste de parametros cinéticos de Monod e do
fator de conversdo célula/glicose em cultivo de P. pastoris recombinante em
batelada. Em cultivo em batelada alimentada os modelos incluindo um termo de
inibicdo mostraram melhores ajustes comparados com o modelo de Monod sem
inibicdo. Dentre os modelos com inibigdo testados, o melhor ajuste foi obtido com
com modelo cinético de Monod com inibigdo ndo-competitiva.

A otimizacdo dinamica realizada com base na teoria do controle 6timo,
em malha aberta, e utilizando modelos cinéticos simplificados da literatura, levou a
resultados promissores quando aplicados, em simulagdes computacionais, a
maximizagao da concentracao celular final de cultivos em batelada alimentada.

Era esperado que o ajuste do crescimento celular e consumo de
glicose obtidos utilizando modelos cinéticos simplificados presentes na literatura,
que nao levam em consideragdo outros nutrientes como fontes de carbono, n&o
fosse perfeito. Contudo, os modelos foram capazes de descrever comportamentos
inibitérios com boa precisao.

Uma vez identificado o metabdlito produzido em grande quantidade
pela levedura, o modelo cinético levando em conta a inibicdo por esse produto

podera ser reparametrizado e, entdo, utilizado pelo algoritmo desenvolvido neste
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trabalho, para definir perfil 6timo de alimentagcdo de meio suplementar que possa ser
validado experimentalmente.

Finalmente, esses perfis de alimentagcédo obtidos teoricamente deverao
no futuro ser validados mediante a implementacao destes no programa LabView 7,
de monitoramento e controle do borreator. Os resultados obtidos nessas validagdes
poderdo ser utilizados para o reajuste dos modelos empregados. Novos modelos

cinéticos poderao ser acoplados aos algoritmos de otimizagao ja desenvolvidos.
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ANEXO: SOLUGAO DO PROBLEMA DE CONTROLE OTIMO

Deseja-se maximizar a concentragado celular no tempo final em um
biorreator operado em batelada alimentada. O comportamento dindmico do sistema

descrito nas equagdes 13 a 17 pode ser representado utilizando a nomenclatura do

capitulo 3:

dx

7;=x=[(z)+§(z)-u (a.1)

Onde x(¢), o vetor de variaveis de estado de dimensao n, no tempo t. f(x)e g(x)

sao vetores do modelo matematico:

X
x=|S
M
(u—k;)-X
f=l-Hvm-x (@.2)
X/S
B-u-X
-X
g=(Sum =9
-M
u=D

As restricdes para a variavel de controle sao:

ymin <y < umax

onde: umin=0 e umax = —"=
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As condigdes iniciais estdo dadas por:

X(0)=X,
S(0) = S, (a.4)
M@O0)=M,

O objetivo deste problema de controle é maximizar a concentragao
celular no tempo final, assim, o indice de desempenho € dado pela equacao 26.
Para a maximizagao deste funcional é necessario a utilizagdo principio do maximo

de Pontryagin, expressado em termos do Hamiltoniano:
H=2"-(f(x)+g(x)u) (a.5)

O Hamiltoniano pode ser reescrito:

H=yx,A)+u-H,(x,4) (a.6)
Onde:

y(x.A)=2""f(x)

H,(x,A)=1"g(x) (a.7)

Substituindo as equacdes a.2 nas equacgoes a.7, obtém-se:

«/x(z,@:ﬂl-(u—kd)-)f—ﬂz-(Y“ +m)- X+ A (Bu-X) (a.8)

X/S

H“(i,i):ll'(—X)-l-ﬂz'(SAL[M _S)+l3'(_M) (ag)
O principio minimo para o controle 6timo requer:

Se H (x,A)=20 entio u=u
Se H,(x,A)<0 entdo u=u
Se H,(x,A)=0 entdio u=u

sing

No intervalo de controle singular, H, é igual a zero, e, portanto, suas

derivadas também devem ser zero:
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//i’l'(_X)_I_//i’z.(SAL]M _S)+13'(_M):O (a-10)

a, _ 0 (a.11)
dt '
Para determinar a primeira derivada de H, (equagao a.11) com respeito

ao tempo, utilizam-se colchetes de Lie, conforme descrito em Ramirez 1994.

dH, _ ;| _
=4 relm =0 (a.12)
Onde:

[fgkxn-—ZXf, ,-§ﬂ>

A variavel de controle no intervalo de controle singular pode ser
determinada diferenciando-se H, com relacdo ao tempo até que u(t) aparega
explicitamente na derivada. A segunda derivada de H, pode ser obtida utilizando

colchetes de Lie:

R A CR R PRV SR @13)
Onde:
7.1r.gD, = ZU" ALty gy, Lo
1 0 ) oo .
(bvgm=2@,%%i—ma,§a

Em termos matriciais temos:



Jg, 0g, g, f o, 9 a9,

ox, Ox, ox, : ox, Ox, ox,

[f g](x)=6g2 g, og, Af _6f2 9, a,
’ ox, 0x, 0x, ? ox, 0x, ox,
Jg; 0g; 0g; f ;9 a5

ox, 0Ox, ox, Uolox,  ox, ox,

Equacéo de Euler-Lagrange (equagéo 7):

)

As condi¢cdes necessarias para a otimizacao sao:

A=A (k) = h (G m) A (B ) = Ay

. ou
=4 -(—)- X -4,
> 1(85) 2 (

. ou
A=A (2. x -4, -
3 1(8M) 2 (

X/S

L .ouy
Yy OS

1
Yys

ou
X+A4 B X-1-u
3P 2s 2

-6—ﬂ)-X+l3-,B-§—A/;-X—/13-u

(a.14)
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Condicdo de Transversalidade para tempo final fixo (t) e ponto final livre

(equacgéo 9):

ﬂ“l (t_/')' =1
A, (tf)' =0
13 (tf)' =0

O seguinte algoritmo foi usado para determinar a politica de controle étimo:

Assumir um valor da variavel de controle.

Integrar as equagdes do modelo matematico para diante no tempo até

alcangar o tempo final.

Integrar as equagdes dindmicas de co-estado para tras no tempo desde

tr (equacao a.14). Calcular a concentragéao de substrato no arco singular
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com a equacao a.12 (que esta transcrita ao final deste anexo, como
equacao a.15). A acao do controle é calculada a partir da equagédo a.13.
Quando a variavel de controle exceda o valor das restricbes das fronteiras, a

nova variavel de controle é o valor da fronteira excedida.

Cinética de Monod sem inibicdo: Demonstracdo de que o perfil 6timo é “Bang-

Bang”

No caso particular da auséncia de inibicdo pelo produto, pode-se faciimente
demonstrar que ndo ha valores de S que definam um arco singular. As
equacgdes (a.15) e (a.16), na proxima pagina, mostram que a unica raiz de
(a.12) seria S = Salim, 0 que nao tem sentido fisico para um cultivo real em
batelada alimentada. Dessa forma, o perfil 6timo de alimentagcdo € do tipo

“‘banf-bang”, como se mostra no item 5.4.
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Equacéo (a.15a):

-(,,, *S/Ks +S)-kd) * X + (u,,, *S-kd *Ks -kd *S)/(Ks +S)*X - u__ *Ks *X/(Ks +S)? *(Salim -S)
dZ” =" - (., *S/Ks +S)/Yxs -m) *X - (. *S+m*Yxs *Ks+m*Yxs *S)/(Ks +S)/Yxs *X + u__ *Ks*X/(Ks +S)*/Yxs *(Salim -S) | =0
-a*pu . FX*Ks/(Ks +S)2 *(Salim -S)

Simplificando (a.15a), obtém-se a equacao (a.15b):

A7 [ - e *Ks * X/(Ks +8)? *(Salim -S)
1l g *Ks *X/(Ks +S)*/Yxs *(Salim -S) | =0 (a.15b)
| [-a*u,. *X*Ks/(Ks +S)>*(Salim -S)

dH,
dt

SR

Resolvendo, chega-se a (a.15c):

dH ,
dt

= A, *(-u,, *Ks*X/(Ks +8S)* *(Salim -8))+ A, *(u,, *Ks*X/(Ks +S)*/Yxs *(Salim -S)) + A, *(-a * u,, * X *Ks/(Ks +S)* *(Salim -S)) =0

Finalmente, reagrupando obtém-se a equacgao (a.16):

(Salim -S) * (-4, + ;12 -,a)=0 (a.16)

XS

Para o caso de cinética de Monod com inibi¢ao pelo produto (equagéo 18c) a equagao (a.12) fica:
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. * X *(-Ks *Ki *Salim + Ks *S*Ki + Ks *P *Salim -2 *Ks *S*P -S* *P)/(Ks +S)’/Ki
=0 (a.17)

dH . ) . .
=20 - p,, * X *(-Ks *Ki *Salim + Ks *S*Ki + Ks * P *Salim -2*Ks *S*P -S* *P)/(Ks + )’ /Ki/Yxs

dt
a*pu. . *X*(-Ks *Ki *Salim +Ks *S*Ki + Ks * P *Salim -2*Ks *S*P -S* *P)/(Ks +S)*/Ki

Resolvendo, chega-se a:

dH (M * X *(-Ks *Ki *Salim +Ks*S*Ki:rKs.*P*Salim—Z*Ks*S*P-Sz*P)*MI_ A, FA,a)=0
(Ks +S)” *Ki Yxs

dt

Logo, no arco singular, os valores de S s&o as raizes da seguinte equacgao:

* 7 * 1
S 4 (2*Ks - 8 Kl)*S-(Ks-KSPKI)*SaIim =0





