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RESUMO

O uso de cultivos de Escherichia coli para obtencdo de proteinas heter6logas tem se mostrado
uma area de aplicacdo bem sucedida da biotecnologia para a producdo de farmacos e enzimas.
Contudo, o estresse provocado pela sintese da proteina recombinante e pelas condig¢Ges de cultivo
pode desencadear respostas fisiologicas na célula, assim como provocar mudangas na morfologia
celular e na reologia do caldo de cultivo. O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar
as mudancas na morfologia celular, na reologia dos caldos e o efeito de diferentes temperaturas e
indutores sobre as respostas celulares durante o processo de producgéo de proteinas recombinantes
por rE. coli em cultivos em batelada. Foram acompanhados cinco cultivos de média densidade
celular de dois clones de rE. coli, conduzidos em meio definido contendo glicerol como principal
fonte de carbono e como indutores IPTG e lactose em duas temperaturas (37°C e 27°C). Todos 0s
cultivos foram realizados em biorreator de bancada de 5 L dotado de sistema de monitoramento e
controle. Durante esses cultivos, amostras foram coletadas e os parametros reol6gicos foram
avaliados por meio de um redmetro de cilindros concéntricos. As caracteristicas morfologicas do
microrganismo foram também acompanhadas com auxilio de microscopia Otica associada a
programa de analise de imagens digitalizadas. Foram ainda monitoradas a concentracao celular da
suspensao (por medida de densidade Otica e massa seca), a concentracdo de acuUcares e acidos
organicos (por HPLC), a retencdo plasmidial (repicagem em placas com e sem antibidtico), a
concentracdo de células cultivaveis (por contagem de unidades formadoras de colénia), a
producdo de proteina recombinante (por densitometria), a concentracdo de proteina soltvel (pelo
método de Bradford) e a presenca de polissacarideo no caldo (pelo método fenol sulfirico).
Verificou-se que os caldos, inicialmente newtonianos, passam por uma mudanga de
comportamento reoldgico durante a fase de crescimento, passando a se comportar como um fluido
Binghamiano. Durante a fase de inducdo, o indice de consisténcia e a tensdo de cisalhamento
inicial tiveram respostas ligadas a concentracdo celular e ao estresse causado pela sintese de
proteina, respectivamente, e a intensidade desta resposta dependeu do indutor usado. A analise do
comprimento celular ndo permitiu associar as mudangas reoldgicas com mudancas significativas
na morfologia da populacdo durante o cultivo. Verificou-se alteragdo na correlagdo entre a
concentragdo celular (medida pelo método da massa seca) e a densidade ética quando lactose foi
empregada como indutor, em fungdo do acimulo de galactose no interior das células devido a
incapacidade da bactéria em metabolizar essa fonte de carbono resultante da hidrdlise da lactose.
Foi possivel observar a presenca uma pequena quantidade de PspA e de material genético no
caldo de cultivo, provavelmente devido a permeabilizagéo e lise de pequena parte da populacéo.
Contabilizou-se a recuperacdo do carbono para todos os experimentos, obtendo-se valores
proximos de 100 % antes da inducdo em todos os casos. Apos a inducdo foi verificada uma
acentuada queda nessa recuperacdo. Porém, incluindo o carbono presente no polissacarideo
quantificado no caldo de cultivo, foi possivel recuperar todo o carbono fornecido na forma de
biomassa, CO, e polissacarideo. Por fim, a maior producdo de proteina foi obtida a 37°C e
induzida por IPTG, alcangando 125 mgPspA/gMS, em cultivo caracterizado pela curta duracdo da
fase de inducdo (apenas 4 horas). Os resultados contribuem para ampliar a compreensdo do
processo de producdo de proteinas heterdlogas por rE. coli e permitem definir estratégias de
intensificacdo da producéo de proteina.

Palavras-chave: Reologia, Morfologia, Escherichia coli, Proteina Recombinante, Balanco de

Carbono.



ABSTRACT

The use of Escherichia coli cultures to obtain heterologous proteins poses as a successful
application of biotechnology for the production of drugs and enzymes. However, the stress
caused by the synthesis of the recombinant protein as well as by the culture conditions may
trigger physiological responses on the cell and also cause changes in the cell morphology,
impacting on the rheology of the culture broth. This study aimed to evaluate changes in cell
morphology, on the rheology of the broth and the effect of different temperatures and inducers
in the cellular responses during recombinant protein production by E. coli in batch cultures.
Five medium cell density cultures were conducted with two clones of rE. coli, using defined
medium containing glycerol as main carbon source and different inducers (IPTG and lactose),
at two different temperatures (37°C and 27°C). All experiments were performed in 5 L bench
bioreactor, equipped with a monitoring and control system. Samples were collected
throughout the experiments and rheological parameters were measured using a concentric
cylinder rheometer. The morphological characteristics of the microorganism were also
examined by optical microscopy associated with image analysis. The concentrations of
cellular suspension (optical density and dry cell weight) as well as of sugars and metabolites
(HPLC), the plasmid retention (subculture on plates with and without antibiotic), the
concentration of viable cells (colony forming units), the production of recombinant protein
(densitometry), the concentration of soluble proteins (Bradford protein assay) and the
presence of polysaccharide in the broth (phenol-sulfuric method) were also monitored. It was
found that broths, initially behaving as Newtonian fluids, undergo a change in rheological
behavior during the growth phase, exhibiting a Bingham fluid behavior. During the induction
phase, the consistency index and the initial shear stress seemed to follow the changes in cell
concentration or the stress caused by the protein synthesis, respectively. In addition, the
intensity of the variation of both rheological parameters seemed to be dependent upon the
used inducer. The morphology analysis showed that rheological properties could not be
explained by changes in cell length. The correlation between the cell concentration (measured
by dry-weight method) and the optical density when lactose was employed as inducer, due to
galactose accumulation within the cells as a result of the inability of the bacteria to metabolize
this carbon source. The presence of a small amount of PspA and genetic material in the
culture broth was probably due to permeabilization and lysis of a small part of the population.
Carbon recovery analysis was performed for all cultures, leading to values close do 100 %
before induction, in all studied cases. After induction, a sharp decrease on the recovery was
observed. However, by including the carbon present in the polysaccharide quantified in the
cultivation broth, it was possible to recover all supplied carbon as biomass, CO, and
polysaccharide. Finally, the highest production of protein was obtained at 37°C when induced
by IPTG, reaching 125 mgPspA/gMS. The results contribute to a deeper understanding of the
heterologous proteins production by rE. coli and allow the definition of intensification
strategies for protein production.

Keywords: Rheology, Morphology, Escherichia coli, Recombinant Protein, Carbon Balance.
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1. INTRODUCAO

Com os avancos e a popularizacao das técnicas de Biologia Molecular, células
de microrganismos passaram a ser utilizadas para a producdo de uma grande diversidade de
proteinas recombinantes, abrangendo desde enzimas como lipases, penicilina G acilase e
celulases (VELEZ et al., 2011; VELEZ, 2009; DEMAIN e VAISHNAYV, 2009) até
fragmentos de proteinas antigénicas (SARGO, 2011; SILVA, 2011) e outras proteinas de uso
farmacoldgico como interferon humano, fatores de crescimento humanos e estimuladores de
linfocitos (KHALILZADEH et al., 2004; SEEGER et al., 1995, LI et al., 2006). Dentre os
organismos mais empregados como hospedeiros dos genes codificando a sintese de diferentes
proteinas, destaca-se a bactéria Escherichia coli. Vetores (plasmideos) de expressdo muito
difundidos para a producgdo de proteinas recombinantes em E. coli sdo baseados no operon
lac, onde lactose e/ou seu analogo, o isopropil B-D1-tio-galactopiranosideo (IPTG), sdo
utilizados para a inducdo da producdo da proteina de interesse (SORENSEN e
MORTENSEN, 2005).

A sintese de proteina recombinante por sistemas de expressdo baseados no
operon lac é um fenémeno intracelular complexo, influenciado por diversos fatores, que
incluem desde a estabilidade da construcdo realizada por meio de técnicas de Biologia
Molecular, o nimero de cépias do plasmideo e a forca do promotor e se estendem pela
trajetdria do cultivo, incluindo as condicdes de cultivo presentes durante a fase de inducédo e a
estratégia de inducdo. As velocidades das rea¢fes envolvidas na sintese de proteina heteréloga
sdo caracteristicas de cada construcdo, mas sdo fortemente influenciadas pela temperatura.
Assim, a escolha da temperatura de indugdo modula a intensidade do processo, desde que a
guantidade de indutor ndo seja o fator limitante.

A sintese da proteina recombinante de interesse & um fendmeno estranho as
células do hospedeiro. Intermediarios e energia sdo drenados do metabolismo e direcionados
para a producdo de uma proteina sem funcdo para a célula, causando mais ou menos estresse,
dependendo da estratégia de inducdo empregada e da natureza da proteina (KILIKIAN et al.,
2000). Durante a realizacdo de um cultivo, ndo é possivel quantificar rapidamente a producéo
de uma proteina terapéutica sem atividade bioldgica. A quantificacdo da producéo da proteina
normalmente é realizada por densitometria de banda, exigindo o rompimento das células e
aplicacdo do contetdo intracelular em géis de eletroforese (SANTOS et al., 2012).

Geralmente, as informacGes sobre a producdo de proteina ao longo do cultivo sé se tornam
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disponiveis depois que o cultivo foi concluido e nada mais pode ser feito para alterar sua
trajetoria. Por outro lado, o esfor¢co metabolico de sintese da proteina e o estresse gerado
afetam a fisiologia e a morfologia das células (KOOALEE et al., 2006), manifestando-se
macroscopicamente com alterac@es na reologia do caldo, na producdo de CO,, na velocidade
de crescimento e nas velocidades de consumo de fontes de carbono e do indutor.

A possibilidade de integracdo dos diversos fendmenos observados durante um
cultivo de E. coli recombinante esquematizados na Figura 1.1 constitui a principal motivagéo
para o desenvolvimento do presente trabalho. Dentre os diferentes clones de E. coli sendo
atualmente estudados no Laboratorio de Estratégias Avancadas de Cultivo do Departamento
de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, escolheu-se como objeto de
estudo o0 organismo geneticamente modificado Escherichia coli BL21(DE3)
pPET37b+/PspA4Pro, que expressa fragmento da proteina imunogénica PspA presente na
parede celular do procarioto Streptococcus pneumoniae. Devido as suas caracteristicas
imunogénicas, as PspAs foram escolhidas para o desenvolvimento de uma nova vacina
antipneumococica conjugada no Projeto Tematico FAPESP “Vacina conjugada
antipneumococica: estudos sobre a viabilidade de uma vacina polissacarideo-proteina de
superficie de pneumococo A” (Processo n° 08/05207-4), coordenado pela pesquisadora Dr?.
Martha Massako Tanizaki do Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan. Mais
especificamente, o presente trabalho de Mestrado se insere no subprojeto “Automacao e
Otimizag&o de Bioprocessos em Cultivos de rE. coli para producdo de PspA”, que integra o

referido projeto tematico.

Figura 1.1. - Representacdo esquematica do projeto global de mapeamento dos aspectos

fisiolégicos, morfoldgicos e reoldgicos em cultivos de rE. coli.

| MORFOLOGIA 4= REOLOGIA MASSA
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1

CULTIVOS SOB CONSUMO DE FONTES
DIFERENTES
| CULTIVABILIDADE A DE CARBONO E PROD.

| DE INDUGAO DE AC. ORGANICOS

PRODUGAO | - RETENGAO PRODUGAO
DE PROTEINA | PLASMIDIAL DE CO,

Fonte: Acervo pessoal
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Desta forma, o presente trabalho teve como principais objetivos contribuir para
0 entendimento das principais respostas celulares a sintese de proteina recombinante e para a
identificacdo de condicOes de cultivo que favorecam a intensificacdo da producdo da mesma.

De forma a cumprir os objetivos propostos, foram realizadas as seguintes
etapas:

- Caracterizar as mudancas observadas nas diferentes variaveis do cultivo
assim como na reologia do caldo e na morfologia celular durante a fase de inducao;

- Verificar o efeito de diferentes niveis de inducdo (temperatura e tipo de
indutor) sobre as respostas celulares;

- Mapear o estresse gerado pela producao de proteina sobre as células;

- Avaliar e sistematizar as informacdes coletadas visando propor uma estratégia

de cultivo que favoreca a intensificacdo da producdo de proteina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este trabalho aborda tdpicos relacionados com a Engenharia Bioquimica, a
Biotecnologia, a reologia, a morfologia e a fisiologia celular. Assim, esta secdo apresenta uma

revisdo sintética dos assuntos mais relevantes associados aos referidos topicos.

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa sobre a qual foi acumulada uma grande
quantidade de informacdo. Ela nao foi apenas o primeiro microrganismo a ser submetido a
andlise genética e estudos de biologia molecular detalhados, mas também o foi primeiro a ser
empregado na engenharia genética e na produgdo de proteina recombinante. N0SsO
conhecimento sobre sua estrutura genética, seu crescimento, evolugdo e genoma € muito vasto
(NELSON e COX, 2006).

Muitos dos processos bioquimicos que ocorrem na E. coli séo bem compreendidos e
suas vias metabdlicas ja foram amplamente estudadas, técnicas para transferéncia rapida de
DNA entre células e vetores de clonagem, como bacteriéfagos e plasmideos sdo bem
caracterizadas, estando disponiveis diferentes métodos para modificacdo do seu genoma
(NELSON e COX, 2006; DEMAIN e VAISHNAYV, 2009).

2.1.1. Uso de E. coli recombinante para producdo de proteinas heterdlogas

De um organismo modelo para pesquisa basica em laboratério, a E. coli
evoluiu para um microrganismo de uso industrial, e agora se tornou o sistema de expressao
procaridtica mais frequentemente utilizado. A E. coli se tornou o organismo padrdo para a
producdo de enzimas para uso em diagnosticos e para fins analiticos, e ainda € utilizada para a
sintese de proteinas de interesse farmacéutico, desde que o produto desejado ndo consista de
subunidades multiplas diferentes ou requeira substancial modificagdo pds-traducional
(GELLISSEN, 2005).

A E. coli é um microrganismo simples, que contem os aparatos basicos para a
expressdo de proteinas. Apesar de ndo conseguir sintetizar proteinas complexas
(ALTENBUCHNER e MATTES, 2005), seu uso atualmente &€ muito amplo e diversificado
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devido ao grande conhecimento de suas caracteristicas fisioldgicas, morfologicas e de
crescimento.

O emprego de E. coli em cultivos celulares é facil, e seu crescimento é rapido, o que
permite que sejam alcancadas altas concentracdes celulares em pouco tempo e, além disso,
esse microrganismo proporciona uma alta produtividade de proteina recombinante (DEMAIN
e VAISHNAYV, 2009; HORTA et al., 2011). Desta forma, o uso de cultivos de E. coli para
producdo dessas proteinas recombinantes tém se mostrado uma aplicacdo bem sucedida da

biotecnologia aliada a area de saude.

2.1.2. Cultivos de rE. coli para producdo de vacina pneumocécica

Streptococcus pneumoniae é um dos principais causadores de varias doengas,
incluindo pneumonia, otite, meningite e bacteremia. Cerca de 1 milhdo de criangas morrem a
cada ano devido a doencas pneumocadcicas, principalmente nos paises em desenvolvimento e
a populacéo idosa mundial também se enquadra nesse grupo de risco (MIYAJI et al., 2002).

Atualmente estdo disponiveis vacinas conjugadas contra S. pneumoniae
baseadas na protecdo dada por polissacarideos capsulares (PS), utilizados isoladamente
(vacina 23-valente) ou conjugados a uma proteina carregadora (vacinas 10 e 13-valente)
(SARGO, 2011). No entanto, as vacinas conjugadas disponiveis comercialmente sdo
produzidas com proteinas ndo relacionadas a doenca pneumocdcica, como o toxoide diftérico
mutado CRM7.

Uma alternativa para ampliar a cobertura das vacinas conjugadas € a utilizacao
de uma proteina carregadora do proprio S. pneumoniae (BRILES et al., 2000; CSORDAS et
al.,, 2008). Muitas proteinas pneumocédcicas, como pneumolisina, PsaA, PspC e PspA
apresentam propriedades antigénicas e sdo candidatas potenciais para a producdo de uma nova
vacina. A proteina A de superficie de pneumococo (PspA) € uma candidata potencial para a
producéo de uma nova vacina, pois € um importante fator de viruléncia que inibe a deposicao
de complemento na superficie do microrganismo e esta presente em todos 0s pneumococos
isolados de material clinico (HOLLINGSHEAD et al. 2006; ROLO et al., 2009). Além disso,
PspA é uma proteina exposta externamente a capsula polissacaridica e estudos mostram a sua
capacidade protetora em varios modelos de animais (JEDRZEJAS, 2001). Neste contexto, a
escolha de um processo de alta produtividade para obtengdo da PspA € crucial para diminuir
0s custos, produzindo-se uma vacina acessivel e de alta eficiéncia contra S. pneumoniae e

possibilitando seu uso em campanhas nacionais de vacinacdo. O emprego da Escherichia coli
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como hospedeiro para a producdo da PspA oferece uma estratégia muito adequada para atingir
esse objetivo, utilizando o sistema de expresséo baseado no forte promotor lac/T7 de E. coli,
mediante inducéo por lactose ou IPTG (SARGO, 2011).

Cultivos em média e alta densidade celular vém sendo empregados com a
finalidade de aumentar a produtividade em biomassa, diminuindo a geracdo de efluentes e os
custos de producdo (RIESENBERG e GUTHKE, 1999). Durante a producdo da vacina
pneumocdcica, 0s processos de purificacdo da PspA e sua conjugacdo com o polissacarideo
(PS) ocasionam uma perda de quase 70% da proteina recombinante, fazendo com que seja
imprescindivel atingir altas concentracdes intracelulares de produto em cultivos de E. coli
recombinante caracterizados também por grande acimulo de biomassa, denominados cultivos
de alta densidade celular - CADC (CSORDAS et al., 2008; SILVA et al., 2007). Entretanto,
segundo Lee (1996), esta mesma tecnica de cultivo pode ocasionar dificuldade de
transferéncia de oxigénio, além de inibicdo por substrato e formacdo de éacidos organicos
inibitorios.

Durante os cultivos de alta densidade, a concentracdo celular atinge valores
superiores a 100 g/L (HORTA, 2011) e conjuntamente ou ndo com a expressao da proteina de
interesse, 0 aumento da concentracdo celular pode desencadear respostas fisiologicas,
metabdlicas e morfoldgicas das células as condicBes de estresse presentes. Essas mudancas
podem refletir na reologia do caldo de cultivo e, portanto, estudos de comportamento
reoldgico sdo interessantes do ponto de vista de acompanhamento do processo e de
caracterizacdo da suspensdo celular nas diferentes fases dos cultivos.

Embora a escolha das condigdes de aeracdo e agitacdo seja normalmente feita
visando garantir a transferéncia de oxigénio necessaria para atender a demanda celular, a
agitacdo e aeracdo também podem afetar a producédo de proteina de interesse. Ao contrario do
esperado, alguns trabalhos relatam a diminuicdo do rendimento especifico em proteina
heterdloga sob condi¢des mais intensas de agitacdo e aeracdo em reatores convencionais
(TOMAZETTO et al., 2007; ALMEIDA et al., 2011; VOULGARIS et al., 2011; CASTRO-
MARTINEZ et al., 2012; WAEGEMAN et al., 2013). Alguns trabalhos atribuem a menor
producdo de proteina ao estresse oxidativo, outros apresentam como justificativa as mudancas
nos fluxos metabolicos em condi¢bes de limitagdo por oxigénio, enquanto que alguns
pesquisadores consideram o cisalhamento como o principal responsavel pelo menor

rendimento.
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2.2. Reologia

A reologia é o estudo da deformacdo e escoamento da matéria (BENNETT e
MYERS, 1978), ou seja, € uma ciéncia que tem como objetivo analisar a continuidade da
deformacéo de fluidos enquanto esses sofrem a aplicacdo de uma tensdo, permitindo
compreender e prever 0 seu comportamento durante processos de escoamento. Os diversos
comportamentos reoldgicos possiveis para esses fluidos derivam de suas caracteristicas
quimicas e estruturais, e também dessas caracteristicas associadas as propriedades de outras
substancias que nele podem estar solubilizadas ou suspensas.

O estudo reoldgico permite a classificacdo dos fluidos de acordo com o
comportamento da tensdo de cisalhamento (t) e sua dependéncia com relacdo a taxa de
cisalhamento (y). A taxa de cisalhamento representa a deformacéo que € sofrida por um fluido
e é funcdo da velocidade linear com que o fluido escoa. A tensdo de cisalhamento é a for¢a ou
tensdo aplicada sobre esse fluido para que 0 mesmo passe a sofrer o escoamento.

Um dos modelos matematicos mais gerais que descreve o comportamento dos
fluidos submetidos a uma forca cisalhante foi proposto por Winslow H. Herschel e Ronald
Bulkley e esté apresentado na Equacgdo 2.1 mostrada a sequir (BENNETT e MYERS, 1978).

T=17,+K *[%} (2.1)
y

onde, t é a tensdo de cisalhamento (Pa); o, a tensdo de cisalhamento inicial (Pa); K, o indice
A - du .
de consisténcia (Pa.s"); n, o indice de comportamento do escoamento (-) e (d—] , 0 gradiente
y

de velocidade, que pode ser simplificado a uma taxa na qual a deformagdo ocorre, ou seja,

uma taxa de cisalhamento y (s™).

Os fluidos submetidos a uma forca cisalhante sdo divididos em dois grandes
grupos: os fluidos independentes do tempo e os fluidos dependentes do tempo. Os fluidos
independentes do tempo séo classificados de acordo com a fungéo que descreve a tenséo de
cisalhamento e sdo separados em newtonianos e em um grupo que engloba os fluidos ndo

newtonianos.
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Os fluidos newtonianos séo aqueles que exibem uma proporcionalidade direta
entre T e y numa regido de escoamento laminar, onde a viscosidade do fluido é considerada o
fator de proporcionalidade (METZNER, 1956), enquanto os fluidos ndo newtonianos, que
compreendem todos 0s materiais que ndo obedecem a proporcionalidade direta entre t e y
(LOZANO, 1982), podem ser convenientemente subdivididos em trés tipos distintos
classificados como fluidos: binghamiano-plastico, pseudoplastico e dilatante, dependendo da
natureza da funcdo que os descreve e dos parametros reoldgicos que compdem essa funcdo
(TANNER, 2000). Para fluidos ndo newtonianos, a razéo entre a tenséo de cisalhamento e a
taxa de cisalhamento é conhecida como viscosidade aparente (1)).

Todos os fluidos independentes do tempo sdo descritos por simplificacbes da
equacdo geral de Herschel-Bulkley para casos onde um ou mais parametros podem ter valor
nulo ou unitério. Os fluidos newtonianos apresentam 1o = 0, n = 1 enquanto o pardmetro K é
n&o nulo e maior que 0; os fluidos binghamianos apresentam n = 1, 1o e K ndo nulos e maiores
que 0, fluidos dilatantes possuem 1o = 0; n > 1 e K ndo nulo e maior que 0; enquanto fluidos
pseudoplésticos possuem 1o = 0, n < 1 e K ndo nulo e maior que 0. Assim, é possivel criar
curvas genéricas de escoamento de fluidos independentes do tempo, como as que sao

mostradas na Figura 2.1.

Figura 2.1. - Curvas genéricas de escoamento de fluidos independentes do tempo.

Mewtoniano T=k*F#
Binghamiano T=t, +h*F
Dilatante T=k*in n<l

Pseudoplastico ©=k™*§" nxl

7 Herschel-Bulkley T = T, + & * #*

Y

Fonte: Acervo pessoal.
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Para os fluidos chamados dependentes do tempo, a tensdo de cisalhamento é
uma funcéo do tempo para taxas de cisalhamento constantes (BENNETT e MYERS, 1978),
sendo divididos em fluidos reopéticos, em que a viscosidade aparente aumenta com a
passagem do tempo, e tixotropicos, em que a viscosidade aparente diminui com a passagem
do tempo. As curvas genéricas de escoamento de fluidos dependentes do tempo sdo mostradas
na Figura 2.2.

Figura 2.2. - Curvas genéricas de escoamento de fluidos dependentes do tempo.

Tixotropico — Reopético

*

Y

Fonte: Acervo pessoal.

Existem também diversos outros modelos que descrevem fluidos com
comportamentos reoldgicos complexos que misturam caracteristicas dos modelos mais
simplificados descritos anteriormente. Entre esses modelos, um modelo aplicado a polimeros
com algumas particularidades foi proposto por Malcolm M. Cross (CROSS, 1965). O modelo
de Cross descreve um fluido cujo reograma apresenta trés regides distintas: para altas taxas de
cisalhamento o fluido de ajusta ao modelo pseudopléstico, apresentando os parametros indice
de consisténcia (K) e indice de comportamento do escoamento constantes (n) enquanto n cai
exponencialmente; a baixas taxas de cisalhamento, K deixa de ser constante e passa diminuir

com a diminuicdo de y enquanto a n passa a se aproximar de uma constante; e a regido
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intermedidria de transicdo entre os dois comportamentos anteriores, onde K e n variam,
Anélises reoldgicas de fluidos de Cross cobrindo pequenas faixas de variacdo da taxa de
cisalhamento podem ser interpretadas de diferentes formas: na regido onde y € baixo, n é
constante e 0s pontos nos reogramas de t por y irdo se apresentar dispostos em uma reta,
assemelhando-se a um fluido newtoniano; no comeco da regido de transi¢do, quando m
comega a cair lentamente, a curvatura nos pontos do reograma ainda é de dificil percepcéo,
podendo facilmente ser tomada como uma reta, porém, um ajuste de uma reta ja ndo mais
passara pela origem, o que pode ser interpretado com a presenca de 1o (sendo ele muito menor
que os valores de t do reograma), assemelhando-se assim a um fluido binghamiano; na parte
final da regido de transicdo, a curvatura dos pontos no reograma ja é evidente quando a
variacdo de K passa a ser pequena. Ainda assim, sendo K menor no comego do pontos que na
parte final, o ajuste do modelo pseudoplastico aos pontos ainda ndo é satisfatdria, sendo que o
modelo de Herschel-Bulkley (semelhante ao modelo pseudopléstico, mas que considera a
existéncia de um to) tem um melhor ajuste; e, por fim, na regido de altos valores de y, K
torna-se constante e os pontos do reograma finalmente passam a demonstrar o comportamento

pseudoplastico do fluido. A figura 2.3 apresenta um exemplo de fluido de Cross.

Figura 2.3. - Curvas para fluidos descritos pelo modelo de Cross.

1E+03 -
K = constante
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% 5029 K = variando .
= transicéo
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=
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1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06

F(s7)

Fonte: Acervo pessoal.
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2.2.1. Comportamento reol6gico de cultivos de alta densidade celular

Em processos bioquimicos, o crescimento dos organismos em cultivos em
biorreatores ¢ muito dependente da transferéncia de massa dos nutrientes para as células.
Além disso, o adequado suprimento de oxigénio para organismos cultivados em aerobiose,
como € o caso da bactéria Escherichia coli, é fundamental para manter os niveis desejados de
crescimento e evitar a formacdo de acidos organicos por ativacdo das vias fermentativas. A
guantidade de oxigénio requerida pelo microrganismo é alta devido ao seu rapido
metabolismo, 0 que torna a manutengdo da concentracdo de oxigénio dissolvido um ponto
critico, j& que a quantidade maxima de oxigénio que pode ser dissolvido no meio é baixa.
Desta forma, a agitacdo e o fornecimento de ar devem ser controlados para suprir as
necessidades de cada bioprocesso.

A utilizacdo da agitagdo em niveis relativamente altos pode afetar a integridade
celular, podendo levar a morte do organismo. Além disso, a velocidade de dissolugdo de
oxigénio é controlada pela transferéncia de massa do gas das bolhas para o liquido. A forma
mais eficaz de aumentar a velocidade de passagem do oxigénio para 0 meio é ampliar a area
de contato entre as interfaces dos fluidos, aumentando o nimero de bolhas e reduzindo assim,
o volume individual das mesmas. Porém, para que isso ocorra, € preciso recorrer ao aumento
na agitacdo, o que nem sempre é possivel.

Vaérios estudos ja demonstraram que fermentacGes que utilizam fungos e
bactérias filamentosas encontram dificuldades devido a problemas de transferéncia de
oxigénio ligados a formacdo de aglomerados que acabam apresentando um comportamento
ndo newtoniano (KAROW et al., 1953; LEDUY et al., 1974; RICHARDS, 1976; entre
outros). Esses aglomerados celulares do tipo miceliar acarretam altas viscosidades aparentes
do caldo de fermentacdo principalmente devido a sua concentragdo, morfologia e interagcéo
com o caldo de cultivo (BOWERS, 1955; OLSVIK e KRISTIANSEN, 1994). Por outro lado,
culturas usando bactérias ndo filamentosas unicelulares, como o caso da E. coli, ndo devem
apresentar grandes variagdes no comportamento reolégico devido a ndo formacdo de
aglomerados celulares (LOZANO, 1982).

Manon et al. (2009) realizaram experimentos de monitoramento on-line e off-
line da reologia de um cultivo de E. coli em batelada alimentada sem a expresséo de proteinas
recombinantes, em biorreator entre as concentragdes de 40 gMS/L (concentragédo de
inoculacdo) até atingir 110 gMS/L. Neste experimento verificaram que o0 comportamento

reoldgico da suspensdo celular permaneceu newtoniano e as medidas off-line da reologia
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(tomadas a 20°C) mostraram a passagem da viscosidade de 2,2x10° Pa.s, na concentrac&o
inicial, para 3,8x10™ Pa.s na concentraco final.

2.2.2. Produtos extracelulares e sua influéncia no comportamento reologico

Apesar de parte das mudancas reoldgicas de caldos de cultivo estar ligada as
caracteristicas morfoldgicas e a concentracdo do microrganismo no caldo de cultivo, outro
fator importante é a presenca de produtos extracelulares que alteram o comportamento
reoldgico da fase liquida da suspensao celular. Situagdes em que a morfologia do organismo e
a liberacdo de produtos extracelulares interagem para contribuir para a reologia do caldo
podem tornar seu comportamento muito complexo, mesmo em casos de cultivos de
microrganismos unicelulares (McNEIL e HARVEY, 1993).

Vaérios tipos de compostos que podem estar presentes em algum momento no
caldo de cultivo podem influenciar de formas diferentes a reologia do caldo. A presenca de
material genético ou proteinas suspensas em um meio afetam a reologia do mesmo,
aumentando o seu indice de consisténcia (KONG et al., 2009).

Outra classe de substancias que podem causar grande alteragdo no caldo de
cultivo sdo os polissacarideos. Alguns polissacarideos extracelulares produzidos por
microrganismos podem ser usados como agentes modificadores de viscosidade, como 0 caso
da goma diutana e da goma welana, produzidas por diferentes cepas de Sphingomonas sp.
Sonebi (2006) estudou a viscosidade de solucdes dessas gomas em diferentes concentracdes,
mostrando que o comportamento reoldgico dessas solucGes € pseudoplastico e sua descricdo é
compativel com o modelo geral de Herschel- Bulkley. O mesmo vale para a goma xantana,
polissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris (REUSS et al., 1982).

Ren et al. (2003) estudaram a reologia de solugdes diluidas de acido colanico,
nome dado ao exopolissacarideo sintetizado por uma cepa de E. coli mucoide responsavel
pela formacdo de biofilmes, e mostraram que 0 mesmo possui um comportamento descrito
pelo modelo de Cross. De acordo com o0s estudos conduzidos sobre a influéncia do acido
colénico, quanto maior a concentracdo dele na solugdo, menor a taxa de cisalhamento
necessaria para que K se torne constante e a regido intermediaria de transicdo comece.

Assim, a presenca de substancias de diferentes classes e propriedades
reologicas no caldo de cultivo de E. coli podem causar mudangas no comportamento
reologico da fase liquida da suspensdo. Essas mudancas afetam a reologia da suspensdo como

um todo e podem se somar aquelas causadas pelas mudancas na geometria do material
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particulado (fase sélida da suspensdo), tornando o comportamento reoldgico do caldo de
cultivo ainda mais complexo. O efeito sinérgico das influéncias da reologia das fases sélidas e
liquidas pode ser visto na comparacdo entre a analise reoldgica do caldo de cultivo e do
sobrenadante de cultivos de Aureobasidium pullulans para producdo de goma pululana.
Foram observadas varia¢des do perfil do indice de consisténcia e do indice de comportamento
do escoamento para a andlise feita usando o modelo reoldgico da Lei das Poténcias (REUSS

et al., 1982), mostrando a auséncia de tendéncias observaveis na variacdo dos parametros.

2.3. Morfologia da Escherichia coli

A célula da Escherichia coli em condi¢cbes normais possui um formato
cilindrico muitas vezes denominado como bastonete. Diferentes cepas expostas a diferentes
condigdes podem apresentar comprimentos, diametro e, consequentemente, volumes celulares
diferentes. Ainda assim, de forma geral, para células de E. coli em estado natural, sem possuir
genes para expressao de proteinas recombinantes e que ndo estejam passando por processos
de divisao celular sdo adotados como referéncia valores de comprimento médio em torno de 2
um e um didmetro médio de um pouco menos de 1 um (NELSON e COX, 2006), como pode
ser visto na Figura 2.4. Células em fase final de divisdo apresentam um comprimento méaximo
igual ao dobro do esperado para o comprimento de uma célula que nao esteja em processo de
divisdo. Para os valores normais de tamanho, o valor calculado do volume é estimado como

pouco superior a 1 pm?.

Figura 2.4. - Formato, comprimento e didmetro médio de uma célula de E. coli

em condigdes normais, ndo estando em processo de divisao.

88 e atiaasang,

Fonte: (acess018/06/2014) Modificado de
http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli#mediaviewer/File:EscherichiaColi_NIAID.jpg

A morfologia celular da E. coli pode ser afetada por diferentes fatores

incluindo as condi¢bes ambientais as quais a célula é exposta durante seu crescimento, como
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por exemplo a exposicdo a diferentes fontes de carbono e demais nutrientes disponiveis no
meio de cultura (PIERUCCI, 1978), ao aumento da concentragdo celular (MANON et al.,
2009) ou a elevacédo da temperatura (DONACHIE e BEGG, 1989). As proprias caracteristicas
genéticas da cepa e mudancas associadas a expressao de proteinas recombinantes em
organismos geneticamente modificados também influenciaram a morfologia das células
(KYLE et al., 2012; JEONG e LEE, 2003; LEE et al. 1994).

2.3.1. Mudancas morfoldgicas associadas a fatores ambientais e de

crescimento

Pierucci (1978) avaliou diferentes comprimentos celulares em duas cepas
diferentes de E. coli em condi¢cdes normais e logo apds a divisdo celular, crescendo em
diferentes velocidades em diferentes meios de cultura. Ele observou que células recém-
nascidas em condicbes de crescimento exponencial passam por mudangas em Seu
comprimento médio quando transferidas para meios de composicéo diferente. Quanto maiores
as velocidades de crescimento proporcionadas pelos meios de cultura para os quais foram
transferidas, mais compridas as células passam a ficar. Foram testadas oito condicdes
nutricionais diferentes, havendo mudanca da fonte de carbono e diferentes suplementacdes de

aminoacidos. Os resultados mais importantes sao resumidos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. - Comprimento médio da E. coli para diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono Comprimento médio (um) Velocidade especifica de crescimento (h™)
Acetato 1,67+0,19 0,58
Glicerol 1,94+0,20 1,01
Glicose 2,27+0,23 1,28

Fonte: Adaptado de PIERUCCI, 1978.

Ligeiras modificacbes na morfologia da E. coli também foram observadas
quando as celulas foram expostas densidades celulares mais altas. Essas mudancas observadas
no formato das células ocorreram em condi¢des ndo associadas a expressao de proteinas,
sendo que elas deixaram de apresentar o formato de bastonete para exibir um formato esférico
ou cocdide. Koolaee et al. (2006) observaram a mudancga na morfologia da célula ao final de
um cultivo em batelada alimentada que alcancou 127 gMS/L e Manon et al. (2009)

verificaram que, ao final do cultivo que alcancou 110gMS/L, a bactéria apresentava um
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formato esférico, porém com um diametro médio de 1,05um, bem inferior ao comprimento
médio da célula quando em formato de bastonete. Uma imagem obtida da mudanca
morfoldgica da E. coli em cultivos de alta densidade (127 g/L) é mostrada na Figura 2.5.

Figura 2.5. - Microscopia eletrénica de varredura mostrando a morfologia da célula de E. coli

em: A - cultivo em batelada com 6,5¢/L; B - cultivo em batelada alimentada com 127g/L.

Fonte: MANON et al., 2009.

Donachie e Begg (1989) estudaram mutacdes de cepas de E. coli sensiveis a
temperatura, sendo que ao atingir 42°C apresentavam morfologia esférica, enquanto que, em
temperaturas mais amenas ainda apresentavam o formato de bastonete. Eles também
trabalharam com mutantes intermediarios que a alta temperatura apresentavam formato
elipsoidal. Apesar desses mutantes apresentarem um formato esférico (mesmo em baixas
concentragdes), o diametro médio das células era igual ao comprimento médio dos bastonetes.
Entre os diferentes mutantes em diferentes temperaturas o comprimento celular médio variou
entre cerca de 3 um e 3,5 um, porém o volume (medido eletronicamente em unidades

arbitréarias) foi 4,5 vezes maior nas células mutantes de formato esférico.

2.3.2. Mudancas morfologicas associadas a producdo de proteina

recombinante

Além das mudancas morfoldgicas em células de E. coli causadas por fatores
ambientais, como em suspens@es de alta densidade celular, ainda h& o efeito da producéo de
proteinas recombinantes, que pode também acarretar alteracbes morfoldgicas. Caldos de

cultivo contendo bactérias usadas para expressdo de proteinas recombinantes passaram a
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apresentar células alongadas com o avanco do tempo de inducdo da expressao da proteina.
Kyle et al. (2012) observaram que a divisdo celular parece ter sido inibida em uma porgao das
células, resultando em células alongadas, ndo septadas, com comprimentos de até 100 pm,
sem revelar, contudo, a concentracdo celular em que foram feitas as medigdes. Uma imagem
obtida da mudanca morfoldgica da E. coli durante a expressao de proteinas recombinantes é

mostrada na Figura 2.6.

Figura 2.6. - Microscopia 6tica mostrando a morfologia da E. coli: A - durante expressao de

proteina CBD fusionada a lunasina; B - durante expressao de proteina CBD sozinha.

c

20 um : e » 20 pm ANl g S
I,_' ’ ' ¢ y L2
Ly :A |'—| ml ) {

Fonte: KYLE et al., 2012.

Lee e colaboradores (1994) observaram varias cepas de E. coli modificadas
geneticamente para a produgdo de &cido poli-(3-hidroxibutirico) e, pela medi¢do de
aproximadamente 300 individuos de cada cepa, puderam avaliar que, apesar da observacao de
organismos morfologicamente modificados apresentando comprimentos de até 150 um, nem
todas as cepas apresentaram mesmo grau de modificacdo. Enquanto a cepa XL1-Blue
apresentou 22% do total de individuos com comprimento celular superior a 8 um, a cepa K12
obteve apenas 1% do total dos individuos apresentando comprimento celular variando entre
2,8 ume 7 pm.

Jeong e Lee (2003) observaram a filamentacdo de células de E. coli
recombinante em cultivos de alta densidade celular como uma resposta de estresse a producdo
da proteina de interesse. A filamentacédo foi justificada como sendo decorrente de problemas
na fase final da divisdo celular, assim propuseram a coexpressao na bactéria dos genes ftsA e
ftsZ, que codificavam proteinas envolvidas nesse processo de divisdo, de forma a eliminar o
aparecimento das células morfologicamente alteradas. Fujiwara e Taguchi (2007) realizaram
estudos com uma cepa de E. coli mutante incapaz de sintetizar a proteina GroE, sendo esta
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uma chaperona que auxilia no enovelamento de outras proteinas, entre elas, proteinas
relacionadas a formacdo da parece celular durante a divisdo. Nos cultivos da mutante, foi
observado o aparecimento de bactérias filamentosas, corroborando com a hipdtese de que
falhas na divisdo celular podem causar alteracdes morfoldgicas.

Assim, as mudangas morfologicas em E. coli causadas pela sintese de uma
proteina recombinante aliadas a mudancas causadas por modificagcbes na composicao do meio
de cultivo e pelo aumento da concentracdo celular podem provocar mudancas na reologia dos
caldos de cultivo. A interacdo das caracteristicas reoldgicas da suspensdo relacionadas com a
concentracdo e o formato das particulas suspensas com aquelas derivadas da presenca de
substancias que conferem a fase liquida da suspensdo caracteristicas ndo newtonianas podem
fazer com que o caldo de cultivo passe por diferentes fases de comportamento reoldgico
distinto. No caso de cultivos de microrganismos unicelulares em que possa haver producéo e
0 acumulo de substancias extracelulares, os valores dos parametros reoldgicos do modelo
adotado para descrever o caldo de cultivo se alteram gradativamente, como foi observado por

Silva et al. (2013) em cultivos de alta concentracao celular de E. coli.

2.4. Aspectos fisioldgicos da Escherichia coli

Os mecanismos de acdo presentes na E. coli permitem que a mesma possa
reagir a diversos estimulos quimicos ou fisicos, apresentando assim respostas fisiologicas que
podem ou ndo ser de interesse durante os cultivos. H& um grande numero de cepas com
diferentes caracteristicas genéticas que podem apresentar diferentes respostas a esses
estimulos. Além disso, a criacdo de organismos geneticamente modificados aumenta as
possibilidades de reacdo do microrganismo. Algumas das respostas a estimulos séo naturais a
bactéria, enquanto outras acabam sendo consequéncias diretas ou indiretas da propria

producéo da proteina recombinante.

2.4.1. Respostas fisioldgicas em cultivos de Escherichia coli

Um efeito fisiologico observado em células de E. coli é a producdo de
polissacarideo como resposta a presenga de antibidtico. A producdo de polissacarideos por
células de E. coli é uma forma importante de intermediar as intera¢fes entre as bactérias e 0

meio que as cerca, sendo que esse polissacarideo pode ficar preso a superficie da célula ou ser
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liberado na forma de muco (WHITFIELD e ROBERTS, 1999). O principal componente desse
polissacarideo extracelular € o chamado &cido colénico (GOTTESMAN e STOUT, 1991).
Ganal et al (2007) mostraram que a producdo do polissacarideo ¢ estimulada pela presenca de
doses ndo letais de antibi6ticos, como a canamicina. A producdo de polissacarideo é uma
forma de a célula aumentar sua espessura e diminuir a difusdo do antibiotico para seu interior,
sendo que, apos a retirada do antibiotico, essa producéo é cessada (LU et al., 2008).

Outro efeito fisioldgico observado em algumas cepas de E. coli é o acimulo de
galactose no interior das células. Ha ocorréncia da retencdo de galactose no interior das
células de E. coli que ndo apresentam a galactosequinase, ou seja, que ndo sdo capazes de
metabolizar a galactose (WU et al., 1969), sendo a BL21(DE3) é uma delas (STUDIER et al.,
2009). A lactose € uma substancia que pode ser usada como indutora e fonte de carbono pela
célula. Ao ser assimilada sob a acdo da p-galactosidase ocorre a clivagem da molécula em
glicose (consumida pela célula) e em galactose. Apesar de existirem mecanismos capazes de
promover a secrecdo da galactose pela célula, ha a possibilidade de que concentracdo de

galactose intracelular atinja niveis elevados (STUDIER, 2014).

2.4.2. Respostas fisioldgicas durante a inducdo de Escherichia coli

recombinante

A sintese de uma proteina estranha pelo organismo hospedeiro drena uma
guantidade consideravel de recursos celulares (ATP ou GTP, nucleotideos, aminoacidos e
precursores) para essa finalidade especifica, causando o chamado estresse metabolico. Como
consequéncia, o metabolismo e a fisiologia da célula sdo dramaticamente alterados e o
hospedeiro se torna debilitado (GLICK, 1995; HEYLAND et al., 2011; MARISCH et al.,
2013; MORWVAT et al., 2014). De maneira geral, a literatura (GLICK, 1995; ASHRAF et
al., 2013; BABAEIPOUR et al., 2013, dentre outros) relaciona a magnitude do estresse
metabolico a diversos fatores, destacando a intensidade na qual a proteina heter6loga é
produzida, o nimero de cdpias do plasmideo e o tamanho do vetor, as caracteristicas da
proteina recombinante, o estado metabdlico da célula (incluindo a velocidade especifica de
crescimento), a composicdo do meio de cultivo e as condigdes de indugéo (tipo de indutor e
quantidade adicionada, tempo de inducédo, temperatura).

A sobrecarga metabolica desencadeia respostas fisiologicas nas células de E.
coli similares as causadas pelo choque térmico, 0 que pode desencadear a producdo de
diversas proteinas tipo chaperonas ou similares (NELSON e COX, 2006). Assim, a0 mesmo
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tempo em que a adocdo de uma estratégia mais agressiva de inducéo pode promover o rapido
acumulo de grande quantidade de proteina dentro da célula, ela pode também provocar a
producdo de varias outras proteinas de resposta ao estresse, que constituirdo um pool de
proteinas contaminantes que devem ser removidas nas etapas de purificagdo que ocorrem apos
o cultivo.

Além da resposta tipo choque térmico, outras respostas fisioldgicas sdo
frequentemente relatadas na literatura. Em sistemas de expressdao baseados em plasmideos, a
energia celular é desviada para a manutencdo e replicacdo do plasmideo assim como para
sintese da proteina de interesse, levando a um menor crescimento da célula hospedeira, a
diminuicdo do rendimento em biomassa, a0 aumento na velocidade de respiracdo, a
instabilidade plasmidial e ao surgimento de uma populacdo de células que ndo carrega o
plasmideo (ou parte dele) mesmo na presenca de pressdo seletiva, o que acarreta em grande
prejuizo em termos de producdo da proteina de interesse (GLICK, 1995; YAZDANI e
MUKHERJEE, 2002; HEYLAND et al.,, 2011; WAEGEMAN e SOETAERT, 2011;
MARISCH et al., 2013; MORWVAT et al., 2014). A ocorréncia de permeabilizacdo da
membrana celular externa, com consequente escape de proteinas para 0 meio de cultivo
também foi observada em alguns estudos (GLICK, 1995; RODRIGUES-CARMONA et al.,
2012; MARISCH et al., 2013). As alteracdes na morfologia celular também estdo presentes,
sendo relatada a presenca de células alongadas que se formam pela divisdo celular incompleta
que ocorre pela auséncia ou ma formacéo das proteinas envolvidas nesse processo (JEONG e
LEE 2003, FUJIWARA e TAGUCHI 2007), conforme ja mencionado no Item 2.3.2.

Assim, considerando os inimeros pontos discutidos anteriormente, observa-se
a grande importancia da compreensdao dos fendmenos relacionados a fisiologia celular, da
identificacdo dos mesmos durante os cultivos e de uma abordagem integrada para a

otimizacdo da producgéo da proteina recombinante e de sua pureza.

2.4.3. Células viaveis mas ndo cultivaveis (VBNC)

Bactérias podem entrar em um estado no qual sdo consideradas viaveis mas
ndo cultivaveis (VBNC, do inglés viable but nonculturable), no qual as células viaveis
perdem a habilidade de se desenvolver no meio de cultura no qual normalmente crescem ou
produzem coldnias, mas ainda assim estdo vivas e apresentam uma atividade metabolica em
niveis inferiores ao normal, de forma que, em condi¢des favordveis, possam recuperar sua

condic&o de cultivabilidade, processo conhecido como ressuscitagdo (OLIVER, 2005).
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Desde a primeira descricao desse estado celular em 1982 para células de E. coli
e V. cholerae, mais de setenta espécies de bactérias, na sua maioria gram-negativas, foram
documentadas como tendo a capacidade de entrar no estado de VBNC. Esse estado é descrito
como uma estratégia de crescimento ou de sobrevivéncia adaptativa ao estresse celular, uma
vez que células apenas irdo passar por esse estado quando expostas a condi¢cBes ambientais
adversas (STOKELL e STECK, 2012).

Apesar de ndo detectaveis por técnicas de cultura convencionais como a
contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC), estudos revelaram que as células
VBNC sdo capazes de realizar diversas atividades comuns a células viaveis como: produzir
biomassa e consumir nutrientes, manter um metabolismo ativo, realizar a respiracdo celular,
manter a integridade da membrana celular, fazer a transcricdo de genes e a sintese de
proteinas, entre outras, ainda que a taxa de transporte e sintese de substancia apresente
reducdes significativas (PINTO et al., 2013). As células podem apresentar mudancas
significativas na sua morfologia, como diminui¢cdo do seu tamanho, mudancas genémicas
(OLIVER, 2005), e alteracdo na composicdo da parede celular (PINTO et al., 2013).

O estado de VBNC ndo pode ser confundido com demais estados como a
esporulacdo e a dorméncia. No primeiro caso, as células passam por um processo no qual a
atividade metabodlica e a sintese proteica sdo cessadas, tornando as células estruturas
desidratadas e morfologicamente muito distintas daquelas em crescimento, passando a ter
grande resisténcia as condicdes ambientais adversas. No caso da dorméncia, que ocorre em
algumas espécies de bactérias, também é possivel diferencia-lo do estado de VBNC devido a
alteracbes na atividade metabdlica. Como na esporulacdo, o metabolismo cai para niveis
abaixo dos limites de deteccdo, porém, ndo sdo observadas as grandes mudangas
morfoldgicas, desidratacdo nem o aumento da resisténcia acentuada as mudancas ambientais
(PINTO et al., 2013).

Diversas condi¢des que induzem grande estresse celular podem desencadear o
aparecimento de células VBNC em diferentes quantidades. Darcan et al (2009) estudaram a
passagem de células de E. coli para estado de VBNC devido ao estresse de mudanga de pH,
pressdo osmotica e auséncia de nutrientes cultivadas na agua do mar. Foi mostrado também
que células que ndo conseguiam detectar as mudangas ambientais devido a auséncia de
proteinas na sua membrana demoraram mais para entrar no estado de VBNC, mas também
desapareceram do meio de cultura primeiro, evidenciando que esse estado € uma importante
estratégia de sobrevivéncia das células. Diversos outros fatores podem desencadear o estado

de VBNC nas diferentes espéecies onde ele foi verificado como, por exemplo, mudangas de
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temperatura, baixa disponibilidade de oxigénio, presenca de luz solar, entre outros (PINTO et
al., 2013). Foi sugerido que as células de E. coli armazenadas em ambientes menos favoraveis
podem produzir radicais livres quando expostas a altas concentracbes de nutrientes
(BLOOMFIELD et al., 1998). Algumas células de E. coli VBNC puderam ser cultivadas até
atingir altas concentragdes em meios contendo substancias que evitavam a acumulagéo desses
radicais como a catalase, piruvato de sodio ou a-cetoglutarato, sugerindo que subprodutos
toxicos como o perdxido de hidrogénio podem estar envolvidos em algum nivel com o estado
VBNC (MIZUNOE et al., 2000). Outras formas descritas para a ressuscitacao de células de E.
coli em estado de VBNC incluem a suplementacdo do meio de cultura com aminoacidos
(PINTO etal., 2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Microrganismos

Durante os ensaios realizados, os microrganismos utilizados foram os
geneticamente modificados: Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro, que expressa o
fragmento da proteina PspA do clado 4, e também Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+ @,
Cuja construcdo apresenta 0s mesmos componentes da anterior, exceto a regido que codifica o
fragmento proteico de PspA. Estas construcbes foram obtidas no Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto Butantan e gentilmente cedidas pela Dra. Eliane N. Miyaji.

O vetor pET37b+ contém o promotor T7 (induzido por IPTG ou lactose), gene
do repressor Lacl, sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS), cddon ATG de inicio de traducéo,

sinal de terminagdo de transcri¢ao “T7 terminal” e gene de resisténcia a canamicina.

3.1.2. Meios de cultura

Foram utilizados dois meios de cultura em diferentes momentos do cultivo e
durante algumas analises. O meio solido Luria Bertani — Agar (LB — Agar - Tabela 3.1),
descrito por Sambrook e Russel, (2001), foi usado na preparacdo de placas de Petri usadas
para 0 crescimento e isolamento das colénias de rE. coli (com adicdo de canamicina, 100
mg/L), para a analise de estabilidade do plasmideo (com e sem adi¢do de canamicina, 100
mg/L) e para a avaliacdo da concentracdo de células cultivaveis por contagem de unidades
formadoras de coldnia (UFC) por volume (sem adicéo de canamicina).

Tabela 3.1. - Composicao do meio complexo LB.

Componente Concentracao
Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 59/L
NaCl 10 g/L
Agar 20 g/L

Fonte: Sambrook e Russel, 2001.
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Nos cultivos em batelada de rE. coli nas duas etapas de crescimento celular em
frascos agitados (pré-indculo e indculo) realizadas antes de todos os cultivos, foi utilizado
meio definido, adaptado de Sargo, 2011. A composi¢do do meio de cultura definido no inicio

dos cultivos estd mostrada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. - Meio de cultura definido empregado em cultivos em batelada de rE. coli.

Componente Concentragao
Glicerol 60 g/L
KH,PO, 17,73 g/L

(NH4),HPO, 5,3 g/L

Acido Citrico 2,27 g/L

Citrato de Ferro (111) 133,33 mg/L

CoCl,.6H,0 3,33 mg/L

MnCl,.4H,0 20 mg/L

CuCl,.2H,0 2 mg/L

Zn(CH3C00),.2H,0 33,8 mg/L
Na,M00,.2H,0 2,8 mg/L
H;BO, 4 mg/L

EDTA 18,8 mg/L

MgS0,.7H,0 1,6 g/L
Tiamina 45 mg/L

Canamicina 100 mg/L
Antiespumante PPG 30% 1 mL/L

Fonte: Adaptado de Sargo, 2011.

A fase de inducdo dos cultivos foi iniciada com a adi¢do de um pulso de 4,5mL
contendo IPTG (concentracdo de 1mM no reator) ou de 500 mL de lactose (concentracédo de
20 g/L no reator). Caso a concentracdo da fonte de carbono atingisse valores baixos durante a
fase de indugéo, um pulso contendo solugéo de substrato concentrada em meio de cultivo era
adicionado ao caldo de cultivo, de forma a evitar que a producdo de proteina fosse afetada
pela falta da fonte de carbono. Nos cultivos induzidos com IPTG, um pulso de 250 mL
contendo glicerol (30 g/L) e demais sais foi realizado com essa finalidade, enquanto em

cultivos induzidos por lactose, um pulso de 250 mL contendo glicerol (30 g/L), lactose (10
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g/L) e demais sais foi adicionado ao meio de cultivo. A lactose, cuja solubilidade em &gua é
de aproximadamente 200 g/L (20°C), diferentemente do IPTG, é consumida pela bactéria
como fonte de carbono e precisa estar em concentracdes maiores para uma inducao efetiva. O

controle do pH foi realizado com a adicdo de aliquotas de &cido (HCI) e base (NH;OH).

3.1.3. Biorreator de bancada

Os cultivos foram conduzidos em biorreator de bancada construido no
DEQ/UFSCar, dotado de sistema de monitoramento e controle baseado no software
SuperSys HCDC®, detalhadamente descrito em Horta (2011). O biorreator de bancada
possui volume util de 5 L (didmetro de 16 cm e altura de 25 cm) contendo 4 chicanas
diametralmente opostas com largura de 1,7 cm. O eixo contém 3 impelidores tipo Rushton
com didmetro de 8 cm e espacamento entre eles de 9 cm, sendo os dois inferiores para
agitacdo e o superior prioritariamente para controle da altura da espuma. Uma imagem do

biorreator € apresentada na Figura 3.1.

Figura 3.1. - Biorreator de bancada exibindo aspectos exteriores e interiores (Escala: régua
20cm).

Fonte: Acervo pessoal.



40

O aparato mostrado na Figura 3.2 é composto por: computador, software
SuperSys_HCDC®, desenvolvido em LabVIEW e MATLAB® pela equipe de pesquisadores
do LADABI0o/DEQ-UFSCar (HORTA, 2011); compact FieldPoint (cFP 2020 / National
Instruments) como conversor A/D e DI/A; transmissor de pH (GLI Pro) com aquisicdo
analdgica via cFP; pHmetro Redox (3100-32-Pt1000 / Mettler Toledo); transmissor de COD
(CE-02-4050 / Mettler Toledo) com aquisicdo analdgica via cFP; sensor amperométrico de
O, dissolvido (InPro 6830-12-220 / Mettler Toledo); transmissor de pressdo (Zurich modelo
PSI-420) com aquisi¢do analdgica via cFP; banho termostatizado; termopar com aquisi¢éo via
interface NOVUS®; bombas de &cido (HCI) e base (NH,OH) (L/S - Masterflex) com controle
on/off via computador/cFP; 2 fluxdmetros de massa (GFC / AALBORG) empregados para
suprir ar e O, controlados remotamente via computador/cFP; filtro de ar (Sartofluor 0,2 um /
Sartorius). Diferentemente do que foi feito por Horta (2011), ndo foi usado o sensor de
capacitancia FOGALE® Nanotech, pois as concentragfes obtidas durante os cultivos se
mantem, em sua maior parte, abaixo do nivel de sensibilidade do equipamento. Os
instrumentos listados apresentaram a aquisicdo de dados em tempo real, com intervalo de
salvamento escolhido de 10 segundos. Todo o aparato experimental estd esquematizado na

Figura 3.2.

Figura 3.2. - Esquematizacdo do biorreator com sistema de aquisicéo e controle das variaveis

do processo.
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3.2. Métodos Analiticos

3.2.1. Determinacdo da concentracgdo celular

A avaliagdo do crescimento celular foi feita através da leitura quasi online da
absorbancia em espectrofotdmetro a 600 nm (DOggonm) Utilizando uma pequena aliquota da
cultura adequadamente diluida, a fim se obter uma absorbancia méaxima de até 0,8. Foi
utilizado também o método da massa seca, onde um volume conhecido do caldo foi filtrado a
vacuo em membrana (poro de 0,22 um) cuja massa foi previamente aferida. A membrana foi
entdo submetida a secagem a 70°C por 48 h. A diferenca entre as massas da membrana antes e

depois da filtracdo foi utilizada para o calculo da concentracéo celular - Cy (gMS/L).

3.2.2. Determinacdo das propriedades reolégicas

A analise da reologia das suspensdes celulares obtidas foi feita de acordo com
o procedimento descrito por Belldo (2005). Aliquotas de volume conhecido foram retiradas do
biorreator em intervalos de tempo regulares durante os cultivos e transferidas para o interior
do cilindro fixo do redmetro, dentro do qual o cilindro rotativo (spindle) gira em frequéncias
definidas. As analises reoldgicas foram realizadas em amostras cuja DO aferida era superior a
5 para gque a concentracdo celular ja fosse capaz de influenciar na reologia da suspenséo.

Para a analise da reologia das amostras das diversas suspensdes celulares
utilizou-se um redmetro de cilindros concéntricos, da marca Brookfield, modelo DV-III
ULTRA. Para a realizagdo das medidas reoldgicas existe, acoplado ao redmetro, um
computador que realiza controle e aquisicdo de dados em tempo real. Além disso, hd um
banho termostatizado ligado ao cilindro fixo externo do redbmetro, garantindo a permanéncia
da amostra a temperatura constante. As analises foram realizadas mantendo-se a temperatura
da amostra constante a 30°C com auxilio de um banho termostatizado acoplado ao redmetro
de cilindros concéntricos. A temperatura de analise foi escolhida como uma temperatura fixa
intermediaria entre as temperaturas de cultivo (37°C e 27°C). As frequéncias de rotacdo do
spindle foram determinadas pelo computador, que seleciona automaticamente 18 velocidades
diferentes de rotacdo, variando entre 10 e 250 RPM, com intervalos de tempo entre as
aquisicOes para que 0 escoamento entre em regime estacionario a cada condigdo de velocidade
estudada. Para cada frequéncia de rotacdo, o valor correspondente a tensdo de cisalhamento é

calculado pelo rebmetro para a suspensédo sob analise e adquirido pelo software. O valor de 10
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RPM foi estabelecido como minimo, pois para frequéncias de rotacdo menores podem ocorrer
falhas na obtengdo dos valores corretos da taxa de cisalhamento. Durante a realizagdo das
medidas de reologia, os pontos experimentais foram obtidos em condi¢fes de escoamento
laminar, sendo que os dados em que essa condi¢cdo ndo foi respeitada foram excluidos.
Segundo o manual do fabricante, o erro associado a medida é de + 1%. Para a construgdo dos
gréaficos utilizados nas anélises reoldgicas, a regido inicial foi extrapolada para se obter o
valor de 1o quando y = 0 a partir da tendéncia dos demais dados obtidos. O redmetro e

acessorios sdo reproduzidos na Figura 3.3.

Figura 3.3. - Redmetro de cilindros concéntricos e acessorios. A - Banho termostatizado; B:

Réometro de cilindros concéntricos; C: Computador de controle e aquisi¢do de dados.
|

Fonte: Acervo pessoal.

Apbs a coleta dos dados de tenséo de cisalhamento em funcdo da frequéncia de
rotacdo, estes foram exportados para o software Origin® e processados com o uso de
ferramentas matematicas de regressdo linear e ndo linear, para o ajuste do modelo matematico
e determinacdo dos parametros cinéticos K, n e 1o com o menor erro possivel. A escolha da

regressdo e dos parametros usados foi feita apos se observar o comportamento dos dados
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obtidos em cada ponto, de forma a permitir os melhores ajustes, e ainda assim mais simples, a

esses valores experimentais. O modelo adotado obedece a seguinte Equagéo 3.1:

T=Tg+Kx*y" (3.2)

onde T é a tensdo de cisalhamento (Pa); T, a tensdo de cisalhamento inicial (Pa); K, o indice
de consisténcia (Pa.s"); n, o indice de comportamento do escoamento (-) e y a taxa de
cisalhamento (s7).

Um reograma tipico obtido durante os experimentos, onde é possivel observar a anélise

de um fluido com comportamento newtoniano, é exemplificado na Figura 3.4.

Figura 3.4. - Reograma tipico obtido para fluido newtoniano.
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Fonte: Acervo pessoal.

A analise da reologia pelo procedimento descrito acima foi conduzida em parceria com
os alunos Adilson de Oliveira Leandro Jr. e Mariana de Jesus, bolsistas do Programa Jovens
Talentos para a Ciéncia, CAPES.
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3.2.3. Determinacgdo da concentracdo de proteina

Aliquotas retiradas durante os cultivos foram centrifugadas e os corpos de
fundo ressuspendidos em tampao tris (tris 20 mM, NaCl 250 mM e pH 8,0). Essas suspensdes
foram submetidas a processo de rompimento celular por sonicagdo (5 minutos, com pulsos
ON/OFF de 30 s, amplitude de 20%, 130 W e 20 kHz). Ap0s a sonicacgdo, os extratos brutos
resultantes foram centrifugados (10.000 RPM, 4°C, 5 min) a fim de separar os componentes
intracelulares solUveis (sobrenadante) dos insolGveis (corpo de fundo). Os sobrenadantes
foram submetidos ao procedimento desenvolvido por Bradford (1976) para a determinacao da
concentracdo das proteinas totais soltveis (Cp).

O préximo passo foi estimar a quantidade de PspA presente no total de
proteinas soltveis quantificadas pelo método de Bradford. A determinacdo da producdo de
proteina recombinante foi baseada na densitometria das bandas de proteina separadas em
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Os géis foram corados com
Coomassie Blue R-250 e a producdo da proteina foi estimada utilizando-se o software
ImageJ® (ABRAMOFF et al., 2004), como exemplificado na Figura 3.5.

Figura 3.5. - Gel de poliacrilamida 12% exemplificando a presenca da proteina PspA.
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Fonte: Acervo pessoal.

Conforme descrito por Sargo (2011), a imagem digitalizada do gel é
processada gerando curvas cujos picos sdo proporcionais a largura e a intensidade de

coloracdo das bandas correspondentes as proteinas presentes na amostra sob analise. O
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programa utiliza integragdes simples para transformar as areas sob as curvas em valores
numericos. Somando-se as areas de todos os picos obtidos € possivel obter um valor numérico
que corresponde a concentracao de proteinas totais observadas no gel (Apt). Ja quantificando
apenas a area sob a curva correspondente a proteina recombinante de interesse (Ap;) obtém-se
o valor numérico representativo da mesma e a partir destes dois valores calcula-se a fracdo

relativa da proteina recombinante, como é mostrado na Figura 3.6.

Figura 3.6. - Célculo da porcentagem relativa da proteina recombinante em relacéo a
proteinas totais obtidas no gel de eletroforese (A) Quantificacdo da area sob a curva através
do software ImageJ® (B).

A B

PspAs

Agt 60211898 > 100%
Am 23201731 > 3%

Fonte: Adaptado de Sargo, 2011.

Finalmente, considerou-se que a intensidade da banda de PspA (Ap) em
relacdo a soma das intensidades de todas as bandas da amostra presentes no gel (Apt) € igual a
porcentagem massica de PspA dentre todas as proteinas intracelulares sollveis presentes na
célula. A partir desses dados, foi possivel calcular a concentragdo de PspA soltvel (Cpspa)
mostrada na Equacdo 3.2 e, com os dados da concentragdo celular, C (gMS), foi estimada a

producéo especifica, Ypspax (MGPSPA/gMS), de PspA sollvel, através da Equagdo 3.3.

A
CPSpA = ﬁ Cp (32)

Cps
Yospasx = PC;A (3.3)
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3.2.4. Acompanhamento da morfologia celular

Em todos os cultivos realizados, a morfologia das células foi acompanhada em
microscopio, apds tratamento da suspensdo pelo método de Gram (KYLE et al., 2012), sendo
que, para isso, uma aliquota de 20 pl de caldo de cultivo contendo 0 microrganismo
recombinante (diluida para atingir uma DO entre 2 a 3) foi espalhada na superficie de uma
lamina e fixada com calor. Solucdo de cristal violeta foi entdo aplicada sobre a amostra por
um periodo de 1 minuto, sendo entdo lavada extensivamente. A lamina foi entdo coberta com
solucéo de lugol por 30 segundos antes de ser novamente enxaguada. Procedeu-se em seguida
a descoloracdo com alcool etilico absoluto por cerca de 5 segundos e a lavagem com agua
destilada. O corante fucsina foi entdo aplicado, ficando 30 segundos antes da lavagem final
com agua destilada.

As laminas bacteriologicas foram entdo examinadas usando um microscopio
otico (Olympus BX50) munido de um sistema de aquisicdo digital de imagens. As imagens
adquiridas via camera digital acoplada ao microscopio foram binarizadas utilizando o
programa ImageJ® e processadas em rotina desenvolvida em Matlab® para determinacdo do
didametro (D) e do comprimento (H) e célculo do volume (V), da populacdo de células
presente em cada quadro analisado (ANDRADE et al., 2013; ZIMER et al. 2013). A Equagao
3.4 é utilizada para o célculo do volume considera o bastonete como um cilindro cujas

extremidades sdo cobertas por semiesferas, como visto na Figura 3.7.

D\3 D\?
V=—*7r*(;) +T[*(;) * (H—D) (3.4)

onde, V é o volume da célula (um®), D é o diametro (um) e H é o comprimento (um). Caso a
célula tenha formato esférico, H se iguala a D na equagdo, reduzindo-a ao volume de uma

esfera.
Figura 3.7. - Imagem da geometria aproximada da célula para o célculo do volume.
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Fonte: Acervo pessoal.
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As imagens foram adquiridas com o uso de uma lente objetiva proporcionando
um aumento total de 400 vezes, sendo esse valor escolhido por proporcionar uma boa
resolucdo de imagem aliado a um grande campo, 0 que permite a medi¢cdo de um maior
nimero de individuos. Para cada amostra foram medidos no minimo 1000 individuos
aleatoriamente e entdo foi realizada uma anéalise estatistica da populacdo para verificar se a
mesma havia sofrido mudangas estatisticamente significativas através da analise de variancia
de Kruskal-Wallis (MONTGOMERY e RUNGER, 2009), ja que as amostras, submetidas a
um teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (RODRIGUES e IEMMA, 2009),
mostraram que ndo sdo bem representadas por uma distribuicdo normal. Um exemplo de
imagem adquirida através do procedimento descrito pode ser visto na Figura 3.8.

Figura 3.8. - Imagem de lamina bacterioldgica adquirida para determinacéo do didmetro,

comprimento e volume celular.

Fonte: Acervo pessoal.

Por fim, os dados obtidos foram representados em histogramas e boxplots,
onde os whiskers indicam o 5° percentil (whisker inferior), e o 95° percentil (whisker



48

superior) e as trés divisdes da caixa indicam, da parte inferior para a superior, o 1° quartil, a
mediana (2° quartil), e 0 3° quartil. O Apéndice A trés a relacdo completa dos histogramas de
comprimento celular gerados, enquanto o Apéndice B tras a relacdo completa dos histogramas
de volume celular gerados.

A metodologia de confeccdo das laminas foi desenvolvida e implementada em parceria
com a aluna Jéssica Bonomo (bolsista IC FAPESP, Processo 2013/20985-1). J& o
procedimento de processamento das imagens e andlise da morfologia da populagdo foi
implementado pelo aluno Jodo Victor de Lima Andrade (bolsista IC FAPESP, Processo
2014/11557-9) e o procedimento de andlise e quantificacdo da morfologia foi conduzido em
parceria com a aluna Caroline Borges (bolsista do Programa Jovens Talentos para a Ciéncia,

CAPES) e com o aluno Jodo Victor de Lima Andrade.
3.2.5. Concentragdo de agUcares e acidos organicos

A determinacdo da concentracdo de glicerol, glicose, lactose, galactose
(sobrenadante do caldo e sobrenadante da célula rompida), etanol e acidos organicos (acidos
acético, formico, latico e succinico) foi feita por HPLC (sistema Waters Co; Bombas HPLC
510, Injetor W717, refratbmetro W410 e leitor de UV PDA W2996) utilizando a coluna
Aminex HPX-87H (Bio-Rad) como fase estacionaria e uma solugdo de H,SO, 5 mM como

fase movel, a uma vazéo de 0,6 L/min, a 50°C.
3.2.6. Determinacdo da estabilidade do plasmideo e contagem de UFC

Para a andlise de estabilidade do plasmideo (ou retencdo plasmidial), amostras
de 100 pL da suspensdo celular retiradas da cultura de forma estéril foram diluidas entre 10° e
10° e semeadas em placas de LB-Agar sem canamicina. Ap6s 24 h de incubago a 37°C, foi
realizada a contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC) formadas nessas
placas (VELEZ et al., 2014), e repicou-se 50 ou mais colbnias para placas de LB-Agar
contendo 100 mg/L de canamicina. O mesmo procedimento foi aplicado para placas idénticas,
mas sem o antibidtico (controle). As porcentagens de coldnias que cresceram nas placas com
0 antibiotico em relacdo as placas controle foram calculadas a fim de se obter uma estimativa
da estabilidade plasmidial. Essa estabilidade, que é essencial para a produgdo da proteina
recombinante, foi determinada ao longo da fase de inducé&o.
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3.2.7. Balango de carbono nos cultivos

Para a realizacdo do calculo do balangco de carbono nos cultivos, sédo
necessarios dados da concentracdo celular, obtidos através de medidas de massa seca e da
correlacdo entre o C4 e DO, dados de concentracdo de agucares e &cidos organicos, dados de
vazdo de ar e fragcdo molar de CO, no efluente gasoso que deixa o reator e dados do volume
do reator.

O balanco foi realizado através de uma comparacao entre o namero total de C-
moles de carbono (XC;) presentes em um determinado instante no cultivo e o nimero total de
C-moles de carbono presentes no reator no tempo de referéncia do experimento (£Co). Para
tal calculo, estimou-se o numero de C-moles de carbono presentes no cultivo como biomassa
(Ncx), conforme mostrado na Equacdo 3.5; o nimero de C-moles de carbono presentes no
cultivo na forma de fontes de carbono e &cidos organicos (Ngc) e polissacarideo (Nps), como
mostrado na Equacéo 3.6, e 0 nimeros de C-moles de carbono que deixam o reator na forma
de CO; (Ncoz), como mostrado na Equacdo 3.7. A férmula minima adotada para o calculo da
quantidade de carbono (mol de carbono) presente na biomassa de E. coli foi
CH3.7700,49No 24P0 014, € para os calculos dos valores de Ncx, foram considerados que até 5,5%
da biomassa como sendo constituida por cinzas (von STOCKAR e LIU, 1999). Os valores
obtidos para a formula minima através de analise elementar podem variar significativamente
de acordo com as condic¢Oes adotadas durante o cultivo (VILLADSEN et al., 2011), sendo

assim, a férmula minima adotada para os balancos de massa é considerada um valor médio.

Co*
Nex = i (35)
o Cix
Npc ou Npg = Zi=1MMvi (3.6)

- ygoz * Qp * Pe (3.7)

= 5P - P — S Pg
Ncoz = fncoz * dt onde, Nco2 = Yooz * Qs * — PR

R*TS
onde Cy € a concentracdo celular (gMS/L), v é o volume do reator (L), MMXx é a massa molar
da formula minima (ou elementar) da biomassa, C; é a concentracdo da fonte de carbono,

acido organico ou composto soluvel de carbono, MMi é a massa molar da formula minima

(ou elementar) da fonte de carbono, 4cido organico ou composto soltivel de carbono, 7%, é a
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vazdo molar de CO, (mol de CO,/h), t é o0 tempo de cultivo (h), y2,, e yE,, sdo a fragdo

molar de CO, no gas de saida e entrada respectivamente (-), Qs € Qp sSdo as vazles

o , , - ~ P P
volumétricas de gés na saida e na entrada respectivamente (L/h), e a razdo # e R*j
S E

representam as condi¢des de pressdo, temperatura e a constante universal dos gases para 0 gas

de saida e a entrada, respectivamente.

Com esses dados é calculada a recuperacao (R) do carbono baseado no carbono
total disponivel em um determinado ponto de referéncia. Para efeito de calculo, o sistema é
considerado fechado, ndo havendo a entrada nem a saida de carbono. Desta forma, o primeiro
ponto de referéncia para o calculo da recuperacao do carbono é o inicio do cultivo. Contudo,
sempre que é necessaria a adi¢do de algum componente no sistema (como indutor ou pulsos
de suplementacdo de fonte de carbono), o ponto de referéncia para o célculo do carbono total
passa a se tornar 0 momento exatamente posterior a essa adi¢do. O calculo da recuperacéo de

carbono é mostrado na Equacéo 3.8.

_ LG
R=5g*100 (3.8)

onde R ¢ a recuperacdo do carbono (%),2C; € a somatoria de Ncx, Nec, Ncoz € Nps para um
dado instante do cultivo (C-mol de carbono), e XCy é a somatdria de Ncx, Nec, Nco2 € Nps

para o carbono total disponivel em um determinado ponto de referéncia (mol de carbono).

A verificacdo da recuperacdo de carbono para o fechamento do balanco de
carbono é importante para avaliagdo da consisténcia dos dados obtidos. Esta avaliagcdo
tambem pode permitir a constatagdo da ocorréncia de fendmenos até entdo desconhecidos

durante o cultivo.

3.2.8. Estimativa da velocidade especifica maxima de crescimento e do rendimento

em biomassa

A fase de crescimento exponencial presente no inicio de todos os cultivos foi
caracterizada em termos de velocidade especifica maxima de crescimento (umax) € do

coeficiente de rendimento em biomassa a partir do glicerol consumido (Y wgiicerol). OS Valores
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de pmax € Yywgiicero foram determinados por regressao linear empregando os dados da fase
exponencial (SHULER e KARGI, 2002) a partir das equacdes 3.9 e 3.10:

— Cx
max = In () (3.9)
AC
Yx/glicerol = —A():: (3.10)

3.2.9. Concentracao de &cidos nucleicos

A avaliacdo da concentracdo de acidos nucleicos no sobrenadante do caldo de
cultivo foi feita através da leitura da absorbancia em espectrofotdometro a 260 nm (DO260nm)
utilizando uma pequena aliquota do sobrenadante do caldo de cultivo adequadamente diluido,
a fim se obter uma absorbancia méxima de até 0,8 (HEPTINSTALL e RAPLEY, 2000). A

concentracdo final de acidos nucleicos (Can) € obtida através da Equagéo 3.11.

Can = 50 * DO3z60nm (3.11)

onde, Can é a concentracdo de &cidos nucleicos (ug/mL), DOgonm € a absorbancia em

espectrofotometro a 260 nm (-).

3.2.10. Concentracdo de polissacarideos

A quantificagdo da concentracdo de polissacarideos no sobrenadante do caldo
de cultivo foi feita de acordo com o procedimento conhecido como método fenol sulfurico.
Para cada amostra, uma aliquota previamente diluida de 200 uL do sobrenadante foi
adicionada em um tubo de ensaio, juntamente com uma aliquota de 200 uL de uma solugéo de
5% m/v de fenol. Em seguida, adiciona-se uma aliquota de 1 mL de &cido sulfdrico
concentrado, mantendo entdo a reagdo no tubo de ensaio sob agitacdo por 10 minutos. Apds
esse periodo, é feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 490 nm (DOugonm). AS
amostras foram entdo quantificadas de acordo com o procedimento descrito por Brimacombe
e Beatty (2013). Por fim, foram descontadas as concentrages das substancias interferentes
(lactose e galactose), quando presentes, cujos valores ja haviam sido obtidos pelo método
descrito no Item 3.2.5.
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3.3.  Procedimento experimental

3.3.1. Semeadura de rE. coli em meio semi-solido

A suspensdo de células de Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro ou
Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+ @, armazenada sob congelamento a -80°C em meio
definido (Tabela 3.2) acrescido com 10% v/v de glicerol, foi estriada em uma placa de Petri
com LB-Agar contendo 100 mg/L canamicina. Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas
a 37°C.

3.3.2. Preparacdo das pre-culturas (pré-inoculo e inoculo)

Para a preparacdo do pré-inoculo, dois Erlenmeyers esterilizados de 500 mL
foram preenchidos com 50 mL de meio definido idéntico ao usado no inicio do cultivo. Com
uma alca de platina, uma col6nia da placa LB-Agar com canamicina, preparada no dia
anterior (Item 3.3.1.), foi semeada em cada frasco. Os frascos foram deixados em uma camara
incubadora rotativa a 250 RPM e 37°C por cerca de 12 h, com acompanhamento periddico do
crescimento por meio de medida de absorbancia. Ao alcancar o valor de absorbancia préxima
a 2,5 (garantindo que o mesmo esteja em fase exponencial de crescimento) teve inicio a
preparacdo do inoculo.

Para a preparacao do indculo, trés Erlenmeyers esterelizados de 500 mL foram
preenchidos com 100 mL de meio definido idéntico ao usado no inicio do cultivo. Uma
aliquota de um unico frasco de pré-indculo foi adicionada em cada Erlenmeyer do in6culo de
forma que todos tivessem inicialmente uma absorbancia igual a 0,1. Os frascos foram
deixados em uma camara incubadora rotativa a 250 RPM e 37°C por cerca de 8 h, com
acompanhamento periédico do crescimento também por meio de medida de absorbancia em
DOgoonm- A0 alcancar o valor de absorbancia proximo a 2,5 (garantindo que 0 mesmo esteja
em fase exponencial de crescimento) os 300 mL de inéculo foram transferidos para o

biorreator.

3.3.3. Ensaios em Biorreator

Os cultivos foram conduzidos no biorreator de bancada descrito no Item 3.1.3.,

adotando-se o regime em batelada. O meio de cultura utilizado foi o listado na Tabela 3.2., e,
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caso fosse verificada a necessidade de suplementagdo com algum nutriente que se esgotasse
durante o cultivo, o0 mesmo era fornecido ao reator por meio da adigdo de um pulso. A
expressao da proteina recombinante pela bactéria foi induzida utilizando um pulso de IPTG
ou lactose.

Para dar inicio aos cultivos, o volume inicial de 4,5L do meio de batelada
presente no biorreator, foi inoculado com = 300 mL de inéculo cultivado conforme descrito
no Item 3.3.2. Em todos os experimentos foram adotadas as seguintes condicdes de cultivo:
pH inicial de 6,3, sendo que, ap6s alcancar uma DO = 15, foi gradativamente elevado até
atingir um pH de 6,7 (alcancado logo antes da inducdo); concentragdo de oxigénio dissolvido
controlada em 30% da saturacdo; vazdo total de gas (ar + oxigénio puro) maxima igual a
4,5L/min. O controle de pH foi realizado automaticamente por meio de adicdo de solugéo de
hidroxido de amoénio. O controle da concentracdo de oxigénio dissolvido foi realizado
automaticamente através do software SuperSys HCDC® por meio da manipulacdo da
velocidade de agitacdo entre 150 e 900 rpm integrada ao enriquecimento gradativo do ar com
oxigénio puro (HORTA, 2011). As principais caracteristicas de cada cultivo sdo resumidas no
Quadro 3.1.

Quadro 3.1. - Caracteristicas dos cultivos realizados para obtencdo das suspensdes celulares

utilizadas nas analises.

Cultivo Indutor Microorganismo T (°C) Objetivo
Avaliar o efeito da inducdo com IPTG em
1 IPTG PET37b+/PspA4Pro 37 ) .
condicdo de metabolismo acelerado
Avaliar o efeito da indugdo com lactose em
2 lactose pET37b+/PspA4Pro 37 L .
condicéo de metabolismo acelerado
Avaliar a inducdo com lactose na auséncia da
3 lactose PET37b+ @ 37 3 i .
expressdo da proteina de interesse
Avaliar o efeito da indugdo com IPTG em
4 IPTG PET37b+/PspA4Pro 27 . .
condigdo de metabolismo moderado
Avaliar o efeito da indugdo com lactose em
5 lactose pET37b+/PspA4Pro 27 ) )
condicdo de metabolismo moderado

Fonte: Acervo pessoal.

Durante o0s experimentos foram retiradas amostras regularmente para:
determinacdo da concentracdo celular (Item 3.2.1.); realizacdo das andlises reoldgicas (Item
3.2.2.); quantificacdo da producdo de proteina recombinante (para cultivos de rE. coli
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contendo o inserto que codifica a producdo da PspA) (Item 3.2.3.); anélises de morfologia
(tem 3.2.4.); quantificacdo dos acucares e &cidos organicos (ltem 3.2.5.); anédlise de
estabilidade do plasmideo e concentracdo de células cultivaveis (Item 3.2.6.); determinacgéo da
concentracdo de material genético no sobrenadante do cultivo (para os cultivos 4 e 5) (Item
3.2.9); e quantificacdo da concentracdo de polissacarideos e de proteina liberada no
sobrenadante do cultivo (para os cultivos 4 e 5) (Itens 3.2.10 e 3.2.11).

Com os dados obtidos através das analises das amostras retiradas durante os
experimentos foi possivel realizar o balan¢o de carbono nos cultivos (Item 3.2.7) e estimar os
valores da velocidade especifica maxima de crescimento e do rendimento em biomassa (Iltem
3.2.8). A Figura 3.9 mostra o biorreator em operacdo durante um experimento e, em detalhe, o

caldo de cultivo no interior do mesmo.

Figura 3.9. - Imagem do biorreator em operacdo durante experimento e detalhe do caldo de

cultivo em seu interior.

T e ) 9™
TN %
: -

Fonte: Acervo pessoal.
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4, RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo apresenta os resultados dos cultivos realizados e a integracao entre
0s mesmos. O Item 4.1 ira abordar individualmente os resultados obtidos nos cinco cultivos
realizados, destacando todos os dados obtidos através das analises descritas no Item 3.2. O
Item 4.2 apresenta uma visdo integrada dos resultados obtidos nos diferentes cultivos,
destacando os efeitos observados na concentracdo celular e sua relacdo com a absorbéancia a
600 nm, as variacdes e tendéncias observadas na reologia dos caldos de cultivo e as mudancas
estatisticamente significativas observadas na morfologia celular, permitindo assim, realizar
uma avaliacdo da influéncia da producéo de proteina sobre os aspectos analisados. Por fim, o

Item 4.3 abordara o balanco de massa dos cultivos.

4.1. Cultivos em batelada empregando biorreator de bancada

4.1.1. Cultivo 1 — Expressao de PspA4Pro induzida por IPTG a 37°C

O Cultivo 1 foi realizado com o microrganismo capaz de expressar a proteina
PspA4Pro e ocorreu inteiramente a 37°C, sendo induzido com a adi¢do de um pulso de IPTG.
Esse indutor é capaz de promover uma inducdo mais intensa do que a lactose devido a sua
rapida assimilacdo, o que pode intensificar o estresse associado a producdo da proteina
recombinante, resultando em um esfor¢o metabdlico mais intenso. A temperatura escolhida
foi aquela onde o metabolismo do microrganismo se apresenta mais acelerado, levando a uma
velocidade maior de crescimento e de producdo de proteina. Desta forma, esse ensaio teve
como objetivo avaliar o cenario com potencial de desencadear um maior estresse metabolico
na célula.

O ensaio foi realizado utilizando o meio descrito na Tabela 3.2., e as condigdes
de operagdo do reator sdo as mesmas apresentadas no Item 3.3.3. Contudo, por uma falha no
controle de pH, o mesmo acabou transcorrendo completamente em pH 6,3. Esse fato pode
contribuir para uma menor disponibilidade da fonte de nitrogénio para as células, ja que a
suplementacdo de NH,OH é mediada pelo controle de pH. Assim, o crescimento celular e a

sintese da proteina heteréloga podem ter sido afetados.
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O cultivo teve inicio com a inoculagdo do reator, obtendo uma DO inicial igual
a 0,24. A inducdo ocorreu com um pulso de 1 mM de IPTG apds atingir-se uma DO = 27.
Apds aproximadamente 1,7 h da inducéo, foi necessaria a suplementacdo da fonte de carbono
através de um pulso que elevou a concentracao de glicerol no meio em ~ 30 g/L. O cultivo foi
encerrado 4 h ap6s a inducéo quando o mesmo alcangou DO = 71,6.

E possivel observar na Figura 4.1 o perfil de variacdo da concentraco celular
(Cx). A estratégia de cultivo que apresentava como fonte de carbono exclusiva 60 g/L de
glicerol permitiu o crescimento continuo da bactéria, evidenciado pelo perfil exponencial do
mesmo, atingindo um pma= 0,448+0,004 h™. Apés a inducio, observa-se que o crescimento
celular se mantém, porém, ele deixa de apresentar o perfil exponencial observado na fase de
crescimento. O elevado crescimento celular, mesmo ap6s a inducdo, levou a um rapido
consumo da fonte de carbono, havendo, assim, a necessidade do pulso contendo glicerol (250
mL) quando a estimativa da concentracdo de glicerol presente no meio de cultivo era de 10
g/L. Porém, depois da realizacdo do pulso, tanto o crescimento celular quanto o consumo de
glicerol passaram a ser mais lentos.

A producdo de &cidos orgénicos foi observada ainda durante a fase de
crescimento, devido a grande velocidade de crescimento e ao metabolismo acelerado do
microrganismo decorrentes da temperatura de 37°C (Tabela 4.1). Durante essa fase foi
observada a producdo de &cido acético e, principalmente, de &cido férmico, ndo sendo
detectada a producdo de acido latico. Durante a fase de inducdo acentuou-se a producdo de
acido formico, enquanto isso houve a manutencdo da baixa concentracdo de acido acético, até
quase o final do cultivo, quando o mesmo deixou de ser detectado devido sua assimilacdo. A
concentracdo maxima de acido férmico alcangou cerca de 1,6 g/L enquanto a concentracao
méaxima de acido acético atingiu 0,22 g/L. Etanol e &cido succinico ndo foram detectados.
Esses valores méaximos de &cidos organicos foram verificados logo apos a realizagéo do pulso

de glicerol, durante a fase de inducdo, como pode ser visto a seguir na Tabela 4.1.



Figura 4.1. - Crescimento, fontes de carbono, retencdo plasmidial, producéo de PspA, reologia e UFC no Cultivo 1 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG, 37°C).
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Nota: As barras de desvio padrdo apresentadas se referem a medidas de concentracao celular, retencéo plasmidial e producao de proteina em

triplicata enquanto os parametros reoldgicos apresentam precisao de + 1% fornecida pelo equipamento. O parametro n manteve-se constante e

igual a 1.
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Tabela 4.1. — Producéo de acido formico, acido acético e &cido latico no Cultivo 1 (E. coli
BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG a 37°C).

Tempo Acidos organicos (g/L)

(h) Ac. formico Ac. acético Ac. latico

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0

7 0 0 0

7,5 0,1 0 0

8,5 0,156 0,062 0

9 0,194 0,08 0

10 0,409 0,135 0

10,5 0,496 0,121 0

11* 0,673 0,117 0

11,67* 0,78 0,123 0

12,33* 1,558 0,187 0

13" 1,645 0,216 0

13,67" 1,221 0,157 0

14,33 0,996 0 0

15" 1,373 0 0

Nota: * Depois da inducao; " Depois da inducdo e do pulso de glicerol

A fase de inducdo foi iniciada ap6s cerca de 11 horas de cultivo, momento em
gue o mesmo apresentava um Cy = 10,8 gMS/L. Antes da inducdo foi registrada uma
producdo especifica de proteina de cerca de 38+8 mg/gMS. A producdo de proteina antes da
inducdo (“escape”) ja era esperada, tendo em vista que o meio continha apenas glicerol como
fonte de carbono, que ndo e capaz de desempenhar o papel de repressor do operon lac, como
ocorre com a glicose. Apo6s a inducdo, o acumulo de proteina apresentou um réapido
crescimento, chegando ao valor final de 125+10 mg/gMS. Nao foi verificada a presenca da
proteina PspA na fracdo insoluvel da bactéria, indicando que a mesma n&o formou corpos de
inclusdo, apresentando-se sempre como proteina soluvel. A estabilidade do plasmideo
manteve-se alta durante toda a fase de inducdo, ndo sendo inferior a 90% em nenhuma
amostra avaliada. Apesar disso, a contagem de UFC apresentou grande reducdo apos a
inducéo, passando de cerca de 2x10™ UFC/L até aproximadamente 2x10™ UFC/L logo ap6s o
pulso de glicerol. Essa reducdo pode estar associada ao estresse sofrido pela célula devido a

inducdo, fazendo com que a mesma apresente uma capacidade limitada de se reproduzir, o
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que pode indicar que parte da populacdo celular tenha entrado em um estado de VBNC.
Apesar de manter seu metabolismo, o que pode ser verificado pelo consumo da fonte de
carbono, ha uma diminuicdo na velocidade de crescimento apos a inducdo, coincidente com a
queda na contagem de UFC.

A Figura 4.1 mostra também que a reologia do caldo sofreu altera¢cBes com o
decorrer do tempo. O caldo de cultivo comportou-se como um fluido newtoniano no inicio do
cultivo, sendo que o parametro K (viscosidade) apresentou uma tendéncia de crescimento
acompanhando o aumento da concentracdo. Contudo, ao atingir uma concentracdo celular de
6,6 gMS/L, a suspensao passou a apresentar um comportamento binghamiano, caracterizado
pela presenca dos parametros K (indice de consisténcia) e to (tensdo de cisalhamento inicial).
Esses pardmetros apresentam tendéncias distintas: o aumento gradual do indice de
consisténcia continua acompanhando a concentragéo celular, como ocorria com a viscosidade,
atingindo um valor maximo ao final do cultivo de 1,92 cP. Ja a tensdo inicial de cisalhamento
possui uma tendéncia de crescimento até 0 momento da inducédo, atingindo o valor maximo
em 0,532 Pa logo apo6s a adicdo do IPTG, e entdo manteve-se relativamente constante até o
final do cultivo.

A morfologia celular apresentou poucas mudancas com o transcorrer do
cultivo. Apesar disso, estatisticamente, foram observados 3 momentos com diferencas
populacionais significativas tanto em relacdo ao comprimento quanto ao volume celular.
Ainda que sejam distintos, de forma geral, 0 comprimento das bactérias pouco variou durante
a fase de crescimento ou durante a indu¢do. Na Figura 4.2 é possivel observar que a mediana
do comprimento das bactérias manteve-se entre 2,5 um e 2,75 um em todos 0s pontos.
Observa-se um leve aumento na posicdo do 5° percentil e do 1° quartil nos pontos apos a
indugdo, porém, ndo é possivel identificar aumento na mediana, nem no 3° quartil ou no 95°
percentil. Isso indica que houve uma pequena diminui¢cdo no numero de bactérias com um
menor comprimento sem que houvesse um aumento geral no comprimento das demais células
da populagdo. O 95° percentil, que indica o comprimento minimo alcancado pelo grupo
formado pelas maiores células, oscilou sempre entre 5 um e 5,5 um, ainda assim, essa
variacdo ndo representa uma resposta direta a inducdo nem mostra uma tendéncia clara
durante o cultivo. O pulso com a fonte de carbono (glicerol) realizado durante a fase de
inducdo ndo causou mudancgas expressivas que indicassem um aumento no comprimento geral
da populagdo, nem a diminuicdo no numero de bactérias situadas nos extremos de

comprimento, ainda que o acompanhamento do cultivo manteve-se apenas por mais cerca de
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duas horas ap0s a realizacdo deste pulso, tempo inferior ao necessario para a verificagdo de

mudancas mais significativas, como serd mostrado na descri¢cdo dos demais experimentos.

Figura 4.2. - Distribuicdo do comprimento celular no Cultivo 1 (E. coli BL21(DE3)
pET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG a 37°C).

6.0 5
5.5 4 T
5.0 4
4.5 4
4.0 4

3.5 4

3.0

254

20] | i I I [ 1 !

1.5 4

Comprimento (um)

1.0 4
0.5 4

INDUCAO PULSO

0.0 I I I I I I I
85 10 11 12,333 13 13,667 15

Tempo (h)

Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacao entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Sdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

O volume das bactérias acompanhou as mesmas tendéncias observadas nas
medidas de comprimento celular, porém apresentou diferencas mais acentuadas em alguns
aspectos. Na Figura 4.3 é possivel observar que a mediana do volume de todas as amostras
manteve-se sempre entre 5 um® e 6 um®. Novamente observou-se uma tendéncia de aumento
na posicdo do 5° percentil e do 1° quartil apds a inducdo, reforcando a observacdo na

diminuicdo do numero de individuos de menor tamanho e volume. As amostras apos a
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inducdo apresentam também uma diminuicdo na posi¢do do 3° quartil e do 95° percentil se
comparado com o0 que é observado nos momentos antes da indugdo (excetuando-se a amostra
10 h, que apresenta padrdo semelhante ao das amostras apds a indugdo). As marcas do 3°
quartil das amostras 8,5 h e 11 h apresentaram-se sempre superiores a 8,5 pm?®, enquanto as
amostras ap6s a inducdo variam entre 7 um® e 8 um®. Uma queda ainda mais acentuada no
95° percentil é observada na comparacdo entre os dois momentos do cultivo, sendo que os
valores superiores a 22,5 um® encontrados antes da inducéo (excetuando a amostra 10 h)
tornam-se inferiores a 20 pm® depois da inducdo. Assim, apesar de pouco afetar o0
comprimento celular, a indugédo levou a uma diminuicao da distribuicdo de volumes celulares,
refletindo na diminuicdo do nimero de individuos com volumes muito grandes e muito

pequenos se comparados a mediana.

Figura 4.3. - Distribuicao do volume celular no Cultivo 1 (E. coli BL21(DE3)
pPET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG a 37°C).
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Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados

através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
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imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Ssdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

Como mostra o Quadro 4.1, o Cultivo 1 apresentou as condi¢cdes mais extremas
de metabolismo e crescimento (37°C), e de indugdo (IPTG como indutor). A producdo de
proteina foi intensa e obteve-se 0 maior valor final entre os quatro cultivos, porém néo se
verificou mudanca relevante no comprimento celular ligada a essa producdo, enquanto o
volume celular indicou a diminuicdo de organismos em condicdes extremas ap0s a inducdo. A
manutencdo de todo o cultivo em pH baixo de 6,3 pode ter contribuido para uma
intensificacdo ainda maior do estresse sofrido pelo microrganismo. Durante o cultivo houve a
producdo de acidos organicos, ainda que os valores maximos obtidos ndo tenham sido altos.
Contudo, a grande queda nos valores de UFC indica que o estresse sofrido foi intenso. O
acompanhamento da reologia evidenciou a complexidade da suspensdo celular através da
verificagdo da mudanga do comportamento reoldgico do caldo de cultivo e das diferentes

tendéncias apresentadas pelos parametros reologicos.

4.1.2. Cultivo 2 — Expressao de PspA4Pro induzida por lactose a 37°C

O Cultivo 2 foi realizado com o microrganismo capaz de expressar a proteina
PspA4Pro e ocorreu inteiramente a 37°C, sendo induzido com a adicdo de um pulso de
lactose. A inducdo por lactose é considerada menos intensa do que a proporcionada pelo IPTG
devido a sua assimilagdo gradual e pelo fato da lactose ser consumida como fonte de carbono
pelo microrganismo. Desta forma, a duragdo da fase de indugdo precisou ser superior ao
periodo da indugdo por IPTG, gerando um estresse diferenciado na bactéria, associado nao s
a producdo da proteina recombinante, mas também ao longo tempo em que as células foram
expostas as condic¢Oes de inducgéo, resultando em um esforco metabolico mais prolongado. A
temperatura escolhida é aquela onde o metabolismo do microrganismo se apresenta de forma
mais acelerada, levando a uma velocidade maior de crescimento e de expressdo de proteina.
Assim, esse ensaio teve como objetivo avaliar o cenario com potencial de desencadear um
alto estresse metabolico na célula que perdurasse por um longo periodo de tempo.

O ensaio foi realizado utilizando o meio descrito na Tabela 3.2. e as condi¢6es
de operacdo do reator sdo as mesmas apresentadas Item 3.3.3. O cultivo teve inicio com a
inoculacéo do reator, obtendo uma DO inicial igual a 0,173. A indugéo ocorreu com um pulso

de 20 g/L de lactose (500 mL) ap0s atingir-se uma DO = 24,5 e ter sido retirado cerca de 500
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mL de caldo de cultivo para a manutencdo do volume do reator. Apos 4,5 h da inducéo, foi
necessario a realizacdo da suplementacdo da fonte de carbono através de um pulso contendo
glicerol e lactose (250 mL) e por isso foram retirados cerca de 250 mL de caldo de cultivo
novamente. Passadas aproximadamente 4,7 h do primeiro pulso, foi realizado um novo pulso
levando a um aumento de 15 g/L de glicerol e 5 g/L de lactose (250 mL) no reator e a nova
retirada de cerca de 250 mL de caldo de cultivo para a manutengéo do volume do reator. O
cultivo foi encerrado apés 12 h de inducdo quando o mesmo alcancava DO = 52,5.

E possivel observar na Figura 4.4 o comportamento de aumento da
concentracédo celular (Cx) ao longo do tempo. O cultivo apresentou como fonte de carbono
exclusiva 60 g/L de glicerol durante a fase de crescimento, permitindo o crescimento continuo
da bactéria, evidenciado pelo perfil exponencial do mesmo, atingindo um pma= 0,523+0,006
h. Ap6s a indugdo, observa-se que o crescimento celular ndo manteve o perfil exponencial,
tornando-se mais lento. Contribuem para a queda na velocidade de crescimento a retirada de
grandes aliquotas de caldo de cultivo, necessaria para evitar o transbordamento do reator, ja
que o volume do pulso precisa ser maior devido a baixa solubilidade da lactose, e a préopria
adicdo do pulso, responsavel por reduzir a concentracdo das células. Da mesma forma, a
introducdo de uma diferente fonte de carbono, responsavel também pela inducéo da expressdo
da proteina de interesse pode ter influenciado a velocidade de crescimento.

A producdo de &cidos orgénicos foi novamente observada ainda durante a fase
de crescimento, devido a grande velocidade de duplicagéo celular e metabolismo acelerado do
microrganismo decorrentes da temperatura de 37°C (Tabela 4.2). Durante essa fase foi
detectada a producdo de &cido acético e, principalmente, de acido férmico, ndo sendo
detectada a producdo de acido latico, etanol e acido succinico, similar ao Cultivo 1. Durante a
fase de inducgéo acentuou-se a producédo de acido férmico, porém, diferente do observado no
Cultivo 1, acentuou-se também a producdo de &cido acético, com valores muito mais
expressivos do que os observados para o &cido formico, sendo também verificada a producéo
de &cido latico em alguns momentos. Foram obtidos valores de concentracdo méaxima de
acido foérmico de 0,76 g/L, acido acético atingindo 4,3 g/L e acido latico alcancando até 1,4
g/L. A formagdo mais acentuada de &cido acético pode estar relacionada com a assimilacao de
glicose originada pela quebra da lactose. Apesar da producdo de acidos orgéanicos durante a
fase de inducdo, os acidos acetico e lactico foram consumidos e o &cido formico se volatizou
ou foi reassimilado antes do término do cultivo. Os valores maximos foram verificados cerca
de 2 a 3 horas ap0s a realizacdo da inducdo pela adicdo da lactose, porém antes da realizacdo
dos pulsos para a complementacgéo das fontes de carbono, como visto na Tabela 4.2.
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Figura 4.4. - Crescimento, fontes de carbono, retencdo plasmidial, producdo de proteina, reologia e UFC no Cultivo 2 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose, 37 °C).
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Tabela 4.2. — Producéo de acido formico, acido acético e &cido latico no Cultivo 2 (E. coli
BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 37°C).

Tempo Acidos organicos (g/L)
(h) Ac. férmico Ac. acético Ac. latico
0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
45 0 0 0
55 0 0 0
6.5 0 0 0
7,5 0,145 0,035 0
8,5 0,262 0,052 0
9 0,35 0,214 0
9.5 0,517 0,603 0
10,5* 0,757 1,959 0,638
11,5+ 0,748 3,275 1,388
12,5% 0,537 4,302 0,667
13,5% 0,268 4,245
145" 0,242 3,505 1,179
155" 0,336 3,652 0
165 0,357 1,468 0
1751 0 0,159 0
18,5 0 0 0
1958 0 0 0
2058 0 0 0
21,58 0 0 0

Nota: * Depois da inducdo; ' Depois da inducdo e do pulso de lactose e glicerol; ® Depois da

inducdo e do segundo pulso de lactose e glicerol.

A fase de indugéo foi iniciada ap0s cerca de 9,5 horas de cultivo, momento em
que o cultivo apresentava um Cy = 8,8 gMS/L. A producéo especifica de proteina foi cerca de
12+1 mg/gMS antes da inducdo e demorou entre uma e duas horas apés a adi¢do do pulso de
lactose para comecar a ter um aumento expressivo, a partir do qual manteve um crescimento
constante, chegando ao valor méximo de 63+5 mg/gMS, cinco horas apds a indugdo. Apds
atingir o valor maximo a concentra¢do de proteina caiu, oscilando entre 40 mg/gMS e 45
mg/gMS até quase o final do cultivo, encerrando 0 mesmo em 28+3 mg/gMS, ainda que a
concentracdo de lactose so tenha zerado totalmente na amostra final do cultivo. A estabilidade

do plasmideo manteve-se alta durante parte da fase de inducdo, concomitantemente com o
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crescimento da producdo da proteina e ndo sendo inferior a 80%. Contudo, decorridas 6 horas
da inducdo, a estabilidade plasmidial passou a diminuir, chegando a valores inferiores a 40%
uma hora antes do término do cultivo. A queda mais acentuada na estabilidade plasmidial
coincide com a queda na concentracdo de proteina. A contagem de UFC apresentou uma
grande variaco, alcancando cerca de 2x10™ UFC/L antes da indugdo, e passando a oscilar
entre 2x10" UFC/L e 3x10% UFC/L ap6s a inducéo, podendo indicar o estado de VBNC.

A Figura 4.4 mostra que a reologia do caldo novamente sofreu pequenas
alteracdes com o decorrer do tempo. A suspensdo comportou-se como um fluido newtoniano
no inicio do cultivo, sendo que, novamente, o parametro K apresentou a tendéncia de
crescimento acompanhando o aumento da concentracdo celular. Ao atingir a concentracdo
celular de 6 gMS/L o caldo de cultivo passou a se comportar como fluido binghamiano. Desta
vez, porém o comportamento dos parametros reoldgicos ndo foi evidente como no caso do
Cultivo 1. O indice de consisténcia apresentou uma sutil tendéncia de crescimento, chegando
a um valor maximo de 1,53 cP sete horas ap6s a inducdo, voltando entdo a cair, terminando o
cultivo em 1,38 cP. A tensdo de cisalhamento inicial atingiu seu maximo no momento da
inducdo, alcancando um valor de 0,167 Pa, consideravelmente inferior ao alcan¢ado no
Cultivo 1, e manteve-se em valores proximos a 0,130 Pa por cerca de 3 horas apés a inducdo.
Ap0s esse periodo, o caldo de cultivo passou a apresentar um tp ainda menor, oscilando em
um patamar sempre inferior a 0,070 Pa.

A morfologia celular passou por véarias mudancas durante o cultivo,
apresentando varios momentos com diferencas estatisticamente significativas. Os
comprimentos variaram bastante, sendo possivel observar tendéncias distintas de aumento e
diminuicdo no tamanho celular da populagéo e que podem estar associados aos momentos de
inducdo e dos pulsos de fontes de carbono. Na Figura 4.5 é possivel observar que, apesar de
estatisticamente diferentes entre si, as trés primeiras amostras sao parecidas com as amostras
iniciais obtidas no Cultivo 1, com medianas proximas a 2,5 um. Destaca-se também a
semelhanca do 3° quartil, variando entre 3 um e 3,25 um, préximo ao observado no Cultivo 1,
e 0 95° percentil com valores oscilando entre 4,75 um e 5,25 um. Todavia, podemos perceber
uma grande mudanga no comprimento das células apos a inducdo, com a introducdo da
lactose como fonte de carbono. As cinco amostras obtidas apds a indugcdo mostram que as
medianas passam a ser inferiores a 2,5 um, os valores do 3° quartil tornam-se sempre
inferiores a 3 um enquanto os valores do 95° percentil passam a oscilar entre 4 um e 4,5 um

(excetuando a amostra de 11,5 h de cultivo, que alcangou 5 um). Essa queda evidencia que a
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introducdo da lactose provoca uma diminui¢cdo no nimero de individuos da populagcdo com
um comprimento maior. O esgotamento das fontes de carbono levou a necessidade de um
pulso contendo tanto glicerol (30g/L) quanto lactose (10 g/L) as 14 h do cultivo. Apesar de
nenhum efeito ser percebido na amostra retirada 30 minutos apds a realizacdo do pulso, as trés
amostras seguintes (15,5 h, 16,5 h e 17,5 h) ja mostram a recupera¢do na quantidade de
individuos maiores, observando-se um sutil aumento nos valores do 1° quartil, alcan¢ando
valor superior a 2,25 um, medianas proximas a 2,75 um, o 3° quartil superior a 3,25 um e 0
95° percentil superior a 5 um. As duas amostras seguintes mostram uma tendéncia de nova
queda no numero de individuos maiores, alcancando, na amostra de 19,5 h, valores
semelhantes aos obtidos logo apds a inducdo do cultivo. Porém, menos de uma hora antes
desta amostra houve a necessidade de um novo pulso de glicerol e lactose o que se refletiu em
um novo aumento no numero de bactérias de maior comprimento na ultima amostra, com

valores semelhantes aos obtidos logo apds o primeiro pulso.

Figura 4.5. - Distribuicdo do comprimento celular no Cultivo 2 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 37°C).
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constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeracdo Ssdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

O volume celular passou por mudancas semelhantes as observadas no
comportamento do comprimento celular, porém de forma mais acentuada, como pode ser
visto na Figura 4.6. Semelhante ao Cultivo 1, as amostras antes da indu¢do possuem medianas
proximas a 5 um® e valores para 0 95° percentil bem acima de 15 um®. Apés a inducdo,
porém, nas primeiras 5 amostras € perceptivel a diminuicdo no nimero de individuos com
grande volume, evidenciado pela diminuicdo do 95° perccentil, apresentando apenas uma
amostra superior a 13,5 pm?®, e da passagem do 3° quartil de 7,5 um?® (antes da inducdo) para

no maximo 6 um?® (depois da induc&o).

Figura 4.6. - Distribuicdo do volume celular no Cultivo 2 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 37°C).
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constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeracdo Ssdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

Uma tendéncia de retomada no nimero de individuos de maior volume comeca
a ser perceptivel na amostra de 15,5 h (1,5 h apos a realizacdo do pulso contendo glicerol e
lactose) que coincide com o momento de maior concentracdo da PspA. Deste momento em
diante hd uma queda na producdo da proteina, estabilidade plasmidial e presenca de mais
individuos de maior volume celular. A mediana, que havia alcancado o menor valor em 12,5 h
(4 um®), alcanca 6,5 pm® em 17,5 h, momento com maior nimero de individuos de maior
volume. Neste ponto, o 3° quartil atinge 11,25 um?® e 0 95° chega a quase 26 pm?. Depois de
passar por este maximo, o volume celular apresenta uma queda e, na amostra 19,5 h, volta a
valores comparaveis aos obtidos logo ap6s a inducéo, onde seu 3° quartil alcanca apenas 5,75
um?® (quase a metade do valor encontrado para a amostra colhida 2 horas antes). Por fim, a
ultima amostra mostra um novo crescimento no nimero de individuos com maior volume. E
preceptivel que o padrdo de crescimento observado nas duas amostras retiradas logo apds o
primeiro pulso (14,5 h e 15,5 h) é semelhante ao das duas amostras retiradas ap6s o segundo
pulso (19,5 h e 20,5 h).

O Cultivo 2 apresentou condi¢bes extremas de metabolismo e crescimento
(37°C), e de estresse associado a uma inducdo mais branda, porém de duracdo mais longa
(lactose como indutor). A producdo de proteina foi menor se comparada com o0s cultivos
induzidos com IPTG (Quadro 4.1), porém foi possivel verificar novamente a ocorréncia de
uma grande queda nos valores de estabilidade do plasmideo e de concentracdo de células
cultivaveis. Além disso, durante o cultivo foi observada producdo maior de &cidos organicos,
ainda que estes tenham sido assimilados novamente até o fim do cultivo. O acompanhamento
da reologia indicou novamente mudanca no comportamento reolégico do caldo de cultivo,
porém os parametros reoldgicos apresentaram variagdes bem menores apés a inducéo do que
havia sido verificado no Cultivo 1. A morfologia, contudo, apresentou mudangas mais
evidentes, ligadas as mudancas na composic¢ao do meio (pela adi¢do da lactose como fonte de
carbono) e @ mudancas fisiologicas relacionadas a expressao da proteina recombinante. Essas

mudangas ocorreram com aumento e diminuicdo do numero de individuos mais alongados e
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mais volumosos na populagdo e sdo concomitantes com os momentos de indugéo e de pulso

das fontes de carbono.

4.1.3. Cultivo 3 - rE. coli sem inserto com pulso de lactose a 37°C

O Cultivo 3 foi realizado com o microrganismo sem 0 inserto e portanto, sem
producdo da proteina PspA. O cultivo foi conduzido a 37°C (fases de crescimento e inducao),
com a adicdo de um pulso de lactose. Apesar de ndo ocorrer a sintese da proteina PspA, a
presenca do plasmideo leva a expressdo dos genes das outras proteinas codificados no vetor
(lacl e Kan), o que demanda certo esfor¢co metabolico. A adi¢éo de lactose leva a inducéo do
operon lac presente no cromossomo da bactéria, provocando a expressao das proteinas
naturalmente constituintes deste operon e também da T7 RNA polimerase, aumentando a
carga metabolica de expressdo de proteinas pela célula. Apesar disso, ambas sobrecargas
também ocorrem no clone com inserto e, portanto, o grau de estresse gerado nesta condicdo
(linhagem sem inserto) deveria ser semelhante ao observado nas células ndo induzidas da
linhagem que possui o inserto, sendo bastante inferior aquele sentido pelo clone que expressa
a PspA. Novamente a escolha da temperatura favorece o metabolismo acelerado, levando a
um crescimento mais rapido. Ja& a escolha da lactose como indutor se baseia no fato da mesma
também ser consumida como fonte de carbono pela bactéria. O cultivo 3 teve como objetivo
avaliar o efeito da mudanca da fonte de carbono sobre a morfologia celular e a reologia, de
forma que essa andlise pudesse ser feita sem a interferéncia da producdo da proteina
heteréloga.

O ensaio foi realizado utilizando as mesmas condic¢Ges do Cultivo 2, sendo o
meio o descrito na Tabela 3.2., sob as condi¢des de operagdo do reator apresentadas no ltem
3.3.3. O cultivo se iniciou com a inoculacdo do reator, obtendo-se uma DO inicial igual a
0,297. A inducéo ocorreu com um pulso de 20 g/L de lactose apos atingir-se uma DO = 29,5,
antecedida por uma retirada de cerca de 250 mL de caldo de cultivo para a manutengdo do
volume do reator dentro do limite operacional. Apés 2 h da inducdo, foi necessario
suplementar o cultivo com fonte de carbono por meio de um pulso contendo 30 g/L de
glicerol e 10 g/L de lactose, o qual foi antecedido por nova retirada de cerca de 500 mL de
caldo de cultivo. O cultivo foi encerrado 5 h apos a inducdo quando o mesmo possuia DO =
24, apos ter entrado em fase de morte. A DO maxima atingida foi de 39,8 ap6s 11,5 h de

cultivo.
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A Figura 4.7 mostra o perfil de crescimento apresentado pela bactéria,
caracterizado por um pma= 0,499+0,007 h™ na fase exponencial. Apés a inducéo, porém, foi
observada uma rapida desaceleracdo do crescimento, que atingiu sua méxima concentragdo 2
h ap6s a adigdo de lactose, logo antes da realizagdo da suplementacdo da fonte de carbono
com pulso contendo glicerol e lactose. A partir deste momento observa-se acentuada morte
celular, ndo verificada em nenhum outro cultivo, e que pode ser explicada por alguma
caracteristica especifica do clone. Apesar da utiliza¢cdo da mesma cepa para a construcdo do
clone contendo o plasmideo sem inserto, as células competentes utilizadas na transformacéo
ndo foram as mesmas. As células competentes utilizadas para a prepara¢do do clone sem
inserto eram mais velhas que a originalmente usada para a preparacao do clone que expressa a
PspA4Pro, sendo que elas passaram muito tempo congeladas, assim o clone empregado no
Cultivo 3 pode apresentar caracteristicas diferentes (e inferiores) as apresentadas pelo clone
utilizado nos outros cultivos. Desta forma, o clone sem inserto se mostrou muito mais sensivel
a mudanca na fonte de carbono e a inducdo, fazendo com que a morte celular no Cultivo 3
fosse muito maior que a observada nos experimentos anteriores.

A producdo de é&cidos organicos comecou a ser observada na fase de
crescimento, associada ao metabolismo acelerado do microrganismo (Tabela 4.3). Foi
observada novamente uma baixa producédo tanto de acido acético quanto acido férmico até o
final da fase de crescimento. Durante a fase de indugdo houve o aumento na producdo dos
acidos citados, sendo que a producdo do é&cido férmico apresentou uma tendéncia de
crescimento durante a maior parte da inducdo, alcancando 0 seu maximo em 2,39 g/L pouco
antes do fim do cultivo. O mesmo foi observado para a producdo de acido acético, que
alcangou seu maximo pouco antes, em uma concentracdo de 1,56 g/L. O éacido férmico se
volatizou ou foi reassimilado enquanto o &cido acético foi consumidos, porém o cultivo se
encerrou antes que a concentracdo de ambos se reduzisse a zero. Etanol e &cido succinico ndo
foram detectados. A producdo do acido latico se limitou a um momento intermediério do
cultivo atingindo um valor maximo de 1,35 g/L, sendo rapidamente assimilado. Os valores
méaximos de concentracdo dos &cidos organicos ocorreram cerca de 2,5 a 3 horas apos a

realizacdo da inducdo pela adi¢do da lactose, como pode ser visto na Tabela 4.3.
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Figura 4.7. - Crescimento, fontes de carbono, retencdo plasmidial, reologia e UFC no Cultivo 3 (E. coli BL21(DE3) pET37b+ @ induzido por
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Tabela 4.3. — Producéo de &cido formico, acido acético e acido latico no Cultivo 3 (E.

coli BL21(DE3) pET37b+ @ induzido por lactose a 37°C).

Tempo Acidos organicos (g/L)
(h) Ac. formico | Ac. acético | Ac. latico
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
6,5 0,116 0 0
7,25 0,116 0 0
7,75 0,156 0 0
8,5 0,172 0,168 0
9,5* 0,448 0,324 0
10* 0,388 0,644 0
10,5 0,536 0,948 0,292
11,5* 1,676 1,56 1,328
12' 1,568 156 1,352
12,5' 2,388 1,364 0,092
135" 1,564 0,524 0
14,5' 1,1 0,576 0

Nota: * Depois da inducao; ' Depois da inducdo e do pulso de lactose e glicerol.

A inducdo com lactose foi iniciada apds 9,5 horas de cultivo, quando a

concentracdo celular era de 13 gMS/L. A analise de retencdo plasmidial mostra que durante

todo o cultivo a estabilidade do plasmideo foi alta, mesmo durante o declinio da concentracdo

celular, nunca atingindo valores inferiores a 90%. A contagem de células cultivaveis

apresentou resultados diferentes dos anteriores, revelando que, mesmo antes da inducéo, o

numero de UFC era inferior aos obtidos nos cultivos anteriores, comecando em cerca de

3x10™ UFC/L. Depois da inducdo houve uma tendéncia de crescimento, alcancando um

méximo préximo a 7x10' UFC/L, concomitante as maiores concentracdes celulares. Apds

esse maximo, houve uma queda muito acentuada na contagem de UFC que acompanhou a

diminuigdo da concentracdo celular. Desta forma, o cultivo terminou com uma contagem de

apenas 9x10' UFCIL.
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A Figura 4.7 mostra que a evolucdo da reologia do caldo de Cultivo 3 foi
semelhante a do Cultivo 2 e também apresentou alteracdes com o decorrer do tempo. A
suspensdo inicialmente se comportou como um fluido newtoniano, sendo que o parametro K
apresentou uma pequena tendéncia de aumento acompanhando o crescimento da concentragdo
celular. Ao atingir a concentracdo celular de 7,4 gMS/L o caldo de cultivo j& havia passado a
se comportar como fluido binghamiano. Novamente, a tendéncia dos parametros reoldgicos
foi pouco evidente, como ocorrido no Cultivo 2. O indice de consisténcia mostrou
crescimento, chegando ao seu maximo de 1,45 cP ap6s 2,5 h da indugdo. A tensdo de
cisalhamento inicial atingiu um pico no momento da indugéo, alcancando um valor de 0,113
Pa. Durante todo o cultivo, to manteve-se abaixo de 0,1 Pa, excetuando uma ocasido em que
registrou o valor de 0,216 Pa, coincidindo com o Unico momento em que a tendéncia de
crescimento do parametro K foi interrompida. Esse efeito pode ser explicado devido a grande
ligacdo entre os parametros na equacdo geral do modelo, j4 que eles sdo obtidos apenas
através do ajuste dessa equacgdo aos dados experimentais.

A morfologia celular durante o Cultivo 3 passou novamente por mudancas que
podem ser associadas a alteracdo na fonte de carbono. As mudancas de comprimento
estatisticamente significativas durante o Cultivo 3 mostram tendéncias similares as
observadas no Cultivo 2. Na Figura 4.8 é possivel observar que, novamente, as amostras
obtidas antes da inducdo sdo muito semelhantes entre si e muito préximas ao que tinha sido
observado nos cultivos anteriores. De forma geral, as amostras da fase de crescimento
apresentam o 1° quartil em torno de 2,25 um, o 3° quartil superiores a 3,25 um e o 95°
percentil oscilando em torno de 5 um. Apos a inducdo, de maneira geral, é possivel observar
uma tendéncia de diminuicdo no comprimento da populacdo de bactérias, havendo
decréscimo de todas as regides do boxplot. No ponto onde a populacdo alcanga menor
comprimento global, duas horas ap6s a inducdo, podemos encontrar o 1° quartil com um
comprimento de 2 um, a mediana com valor de 2,25 um, semelhante ao que era encontrado
no 1° quartil das amostras anteriores a indu¢do. O 3° quartil da amostra de duas horas apos a
inducdo se assemelha aos valores das medianas dos pontos anteriores a indugdo, com valor
proximo a 2,75 um, e por fim, seu 95° percentil é inferior a 4,5 um. Logo apds a retirada
desta amostra foi aplicado pulso contendo glicerol e lactose, o que acabou refletindo na
retomada do crescimento da populacdo cerca de uma hora depois. O deslocamento do boxplot

é evidente entre a amostra de 11,5 h e 12,5 h, destacando-se que o0 1° quartil da amostra 12,5 h
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e sua mediana correspondem ao comprimento da mediana e do 3° quartil da amostra de 11,5

h, aproximadamente 2,25 um e 2,75 um respectivamente.

Figura 4.8. - Distribuicdo do comprimento celular no Cultivo 3 (E. coli BL21(DE3) pET37b+
@ induzido por lactose a 37°C).
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Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Sdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracéo distinta sdo estatisticamente diferentes.

As mudangas observadas no volume celular mostram a tendéncia de
diminuicdo do volume celular durante grande parte do cultivo. E possivel observar na Figura
4.9 que, apesar de estatisticamente semelhantes, as amostras antes da indugéo apresentam uma
pequena e continua reducdo no ndmero de individuos de maior volume, destacando-se a
diminuicdo do valor do 95° percentil e do 3° quartil, sem que, no entanto, haja mudanca na

mediana, que permanece em 5 pum®. Apés a inducdo, essa tendéncia se acentua e passa a
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ocorrer em todos os elementos do boxplot, culminando na amostra 11,5 h, na qual a mediana
alcanca apenas 3,75 um?, inferior ao 1° quartil das amostras antes da induc&o, e seu 3° quartil
alcancando 4,75 um®, inferior & mediana das amostras anteriores a inducdo. A diminuicéo
tanto no comprimento quanto no volume das bactérias expostas a lactose é estatisticamente
significativa em ambos 0s casos. Por fim, a realizagdo do pulso contendo glicerol e lactose
eleva novamente os valores de todos os elementos do boxplot voltando a um patamar

comparavel, mas levemente inferior, ao que havia antes da inducéo.

Figura 4.9. - Distribuicdo do volume celular no Cultivo 3 (E. coli BL21(DE3) pET37b+ @

induzido por lactose a 37°C).
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Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudangas das condi¢Oes durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeracdo sdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracéo distinta sdo estatisticamente diferentes.
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O Cultivo 3 foi realizado nas condi¢des que favorecem 0 maximo crescimento
celular (37°C), aplicados em um clone transformado com o plasmideo pET37b+, porém sem
conter o inserto que codifica a proteina de interesse (Quadro 4.1). O crescimento celular foi
afetado pela mudanca de fonte de carbono e, apds atingir um ponto de maximo de
concentracdo celular, comecgou a apresentar intensa morte. Isso pode estar relacionado a
escolha de célula competente com menor viabilidade no momento da transformacdo, a
ocorréncia de mutacGes devido a manutengdo da cepa original em criotubo contendo meio
complexo ou devido a geracdo dos clones em momentos diferentes, tornando a populagédo
progénie detentora de caracteristicas diferentes das encontradas na cepa que expressa a PSpA.
Ficou evidenciado que a saude celular do clone transformado para o Cultivo 3 era diferente do
clone utilizado para os demais experimentos. O cultivo apresentou altos valores de
estabilidade do plasmideo e uma variacdo na contagem de UFC/mL compativel com as
mudancas apresentadas pela concentragdo celular. A producdo de acidos organicos seguiu um
padrdo semelhante ao observado no Cultivo 2, porém as concentragbes maximas alcancadas
pelos acidos organicos foram inferiores. A reologia do caldo de cultivo mostrou novamente a
mudanca do comportamento reoldgico e uma variagdo menos intensa dos parametros
reoldgicos, como observado no cultivo anterior com lactose. Ainda assim, as tendéncias do
pardmetro K de acompanhar a concentragéo celular e de 7o de atingir seu maximo durante ou
logo apdés a indugdo, mantendo-se posteriormente estavel ou até diminuindo, foram
novamente verificadas. A ocorréncia da mudanca morfoldgica associada a diferentes fontes de
carbono foi constatada em experimento sem producdo de proteina, confirmando essa hipotese.
A diminuicdo do comprimento e volume das bactérias foi generalizada na populacdo, ndo

ficando restrita a parcela da populagdo de maior comprimento.

4.1.4. Cultivo 4 — Expressado de PspA4Pro induzida por IPTG a 27°C

O Cultivo 4 foi realizado de forma muito semelhante ao Cultivo 1, com a
célula produtora da proteina PspA4Pro e sendo induzido com a adi¢cdo de um pulso de IPTG.
Todavia, este cultivo ocorreu inteiramente a 27°C, permitindo um metabolismo menos
acelerado e contribuindo para uma inducdo menos intensa. Devido ao metabolismo mais
lento, o acompanhamento da fase de inducdo foi prolongado, aumentando o tempo de
exposicdo da bactéria ao efeito toxico do indutor, agregando o estresse associado a producéo
da proteina recombinante ao causado pela exposi¢cdo mais demorada das células as condicGes

de inducéo, ainda que isso tenha ocorrido a uma temperatura inferior. A temperatura escolhida
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é 10°C inferior aquela usada nos cultivos anteriores de forma a reduzir aproximadamente a
metade a velocidade de crescimento do microrganismo. Desta forma esse experimento
pretendeu expor a bactéria a condigdes mais brandas de estresse metabdlico associado ao
crescimento enquanto a inducdo realizada por IPTG ocorreu por um maior periodo de tempo.

O ensaio foi realizado utilizando 0 mesmo meio descrito na Tabela 3.2., e as
condicgdes de operacdo do reator sdo as mesmas apresentadas no Item 3.3.3, com destaque
para a temperatura de operacdo a 27°C. O cultivo teve inicio com a inoculacdo do reator,
obtendo uma DO inicial igual a 0,146. A inducdo ocorreu com um pulso de 1 mM de IPTG
apos atingir-se uma DO = 24,5, e apds 2 h foi necesséaria a realizacdo da suplementacdo da
fonte de carbono através de um pulso que promoveu um aumento de 30 g/L de glicerol no
reator, precedida pela retirada de 250 mL de caldo de cultivo para evitar o transbordamento
do reator. O cultivo foi encerrado 8 h apds a inducdo quando o mesmo alcangou DO = 75,2.

A Figura 4.10 apresenta, entre outros, os dados do crescimento celular (Cx). No
cultivo foi usado como fonte de carbono apenas glicerol, em uma concentracéo de 60 g/L no
inicio da fase de crescimento. Observa-se o perfil exponencial de aumento da concentracéo
celular com o passar do tempo, caracterizado por pma= 0,281+0,002 h™*, aproximadamente
metade dos valores de pmax Observados nos ensaios a 37°C. Apds a inducao, pode-se observar
que o crescimento celular manteve um perfil praticamente exponencial até que a concentracédo
celular atingiu 33,3 gMS/L com 25,5 h de cultivo. O fim precoce da fonte de carbono
acarretou o inicio da morte celular.

Devido a baixa temperatura, ndo ocorreu producdo de &cidos organicos e etanol, e
concentracdes despreziveis de acido formico, acido acético ou acido latico foram detectadas.
A inducdo foi realizada apds 19,5 horas de cultivo com a adi¢do do indutor IPTG, quando a
concentracdo celular atingiu 12 gMS/L. A producédo especifica de proteina antes da inducao
foi cerca de 28+7 mg/gMS e o acimulo de proteina se acentuou entre uma e duas horas apos a
inducdo, mantendo uma tendéncia de aumento relativamente constante. A producao especifica
de PspA chegou ao valor maximo de 94+17 mg/gMS, uma hora antes do término do cultivo,
sofrendo uma posterior queda associada a morte celular causada pelo fim da fonte de carbono.
A estabilidade do plasmideo comecou alta no inicio da inducéo, mantendo-se por quatro horas
em valores superiores a 80%. Contudo, uma tendéncia de queda comecou a se estabelecer ao
longo da inducéo, levando o cultivo a terminar com uma estabilidade de 54%. A contagem de
células cultiviveis apresentou variagdo como nos demais cultivos com expressao de proteina,
interpretada como a entrada no estado de VBNC, saindo de um valor de 1,7x10*® UFC/L

antes da indug&o, passando a oscilar entre 3x10'! UFC/L e 3x10™ UFC/L apés a inducéo.
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Figura 4.10. - Crescimento, fontes de carbono, retencéo plasmidial, producgéo de proteina, reologia e UFC no Cultivo 4 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG, 27°C).
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A Figura 4.10 mostra uma diminuicdo inesperada nos valores do K na parte
final do cultivo. Mais uma vez, a suspensdo comportou-se como um fluido newtoniano no
inicio e a viscosidade apresentou tendéncia de crescimento acompanhando a concentracdo
celular. Ao atingir a concentracéo celular de 7 gMS/L o caldo passou a se comportar como um
fluido binghamiano. O indice de consisténcia continuou a apresentar crescimento de forma a
acompanhar o Cy, alcancando o valor maximo de 1,83 cP quatro horas apds a indugdo,
voltando entdo a cair, terminando o cultivo em 1,48 cP. A tensdo de cisalhamento inicial
apresentou um crescimento desde seu aparecimento até atingir seu maximo duas horas apés
inducdo, alcancando um valor de 0,757 Pa. Apds atingir o maximo, to teve um recuo e, nas
ultimas horas do cultivo, ficou oscilando entre 0,275 Pa e 0,150 Pa.

A andlise da morfologia celular mostrada na Figura 4.11 apresentou dados de
dificil anélise devido a grande variacdo observada nas amostras anteriores ao pulso de
glicerol, sem que se possa observar, no entanto, tendéncias claras. Excetuando-se a amostra
obtida apds 16,25 h de cultivo, que aparentemente apresentou algum erro de anélise, todas as
demais amostras entre 15,5 h e 22,5 h de cultivo aparentam néo sofrer grandes mudancas de
comprimento. Os valores obtidos para as diferentes regides do boxplot para as amostras
anteriores ao pulso de fonte de carbono mostram que o 5° percentil, 1° quartil e mediana sao
muito similares aos obtidos nos demais cultivos antes da inducéo, alcancando cerca de 2 um,
2,25 um e 2,5 um respectivamente. Os valores do 3° quartil e do 95° percentil ja apresentam
uma maior oscilacdo, ainda assim obtendo valores compativeis com 0s obtidos antes da
inducdo dos demais cultivos, alcancando variagdes entre 3 um a 3,5 um, € 4,75 um a 5,75
um, respectivamente. Mudancgas mais consistentes aparecem a partir da amostra obtida apds
23,5 h de cultivo, menos de duas horas ap6s o pulso de glicerol. A partir dela é possivel ver
uma diminuicdo no nimero de bactérias com maior comprimento, trazendo os valores do 3°
quartil e do 95° percentil para 2,75 um e 4,5 um respectivamente. Nas amostras seguintes,
vemos uma tendéncia de crescimento para todas as regides dos boxplots, excetuando o 5°
percentil, sendo que essa tendéncia se mantém até quase o final do cultivo, onde a Gltima
amostra volta a ter uma pequena diminuicdo em todas as regifes do boxplot. A auséncia de
alteracOes e tendéncias antes e depois da inducédo reforca o fato de que o indutor IPTG nédo
gera mudancas morfologicas intensas. A fase de mudangas mais evidentes no comprimento
celular ocorre a partir da amostra 23,5 h, coincidindo com a fase final da indugdo, momento

em que comeca a ocorrer a reducdo na retencdo do plasmideo, diminuicdo do valor dos
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parametros reoldgicos e estabilizacdo da concentracdo celular e da concentragdo da proteina
de interesse

Figura 4.11. - Distribuicdo do comprimento celular no Cultivo 4 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG a 27°C).
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Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Sdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracéo distinta sdo estatisticamente diferentes.

O comportamento do volume celular foi muito similar ao comportamento
encontrado no comprimento celular, como pode ser visto na Figura 4.12. N&o ha tendéncias
evidentes nas primeiras sete amostras, e 0s valores dos elementos do boxplot, como a mediana
e 0s quartis, apresentam certa oscilacdo. Tal qual visto na analise do comprimento celular, a
partir da amostra 23,5 h ha uma perceptivel diminuicdo no ndmero de individuos maiores,

sendo que, neste ponto, 0 95° percentil atinge seu menor valor (11,5 um®). A tendéncia de
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crescimento é observada em todos os elementos do boxplot das amostras, de forma que o
valor obtido para o 3° quartil da amostra 23,5 h (5 um°) é igual a mediana da amostra retirada
3 horas depois, enquanto 0 95° percentil dobra de valor. Por fim, a tendéncia de crescimento é

interrompida na Gltima amostra do cultivo.

Figura 4.12. - Distribui¢cdo do volume celular no Cultivo 4 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por IPTG a 27°C).
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Nota: A avaliacdo da semelhanca estatistica das amostras deve ser feita comparando-se um
determinado elemento apenas com os elementos imediatamente vizinhos ao mesmo, devido as
constantes mudancas das condi¢des durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Sdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracéo distinta sdo estatisticamente diferentes.

O Cultivo 4 foi caracterizado por uma condi¢cdo mais amena de crescimento
(27°C), associada ao uso de IPTG como indutor, responsavel por causar um estresse maior na

bactéria. A producdo de proteina foi inferior a obtida a 37°C (Quadro 4.1), mas novamente
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apresentou-se praticamente constante enquanto houve a disponibilidade de fonte de carbono.
A retencgdo plasmidial manteve-se alta durante parte da inducdo, mas verificou-se uma queda
gradativa devido ao longo tempo de exposicdo do microrganismo ao indutor, ja a queda nos
valores da contagem de UFC repete o que foi verificado nos demais cultivos, provavelmente
ligado ao estado de VBNC. A auséncia da producdo de acidos organicos corrobora o fato de
que a temperatura mais amena propicia um metabolismo celular mais lento, com assimilagéo
completa e gradual do glicerol. A mudanca observada no comportamento reologico foi mais
intensa para ambos os pardmetros do modelo de fluido binghamiano, semelhante ao
observado no Cultivo 1, também com IPTG. Entretanto, para o Cultivo 4, o tempo de resposta
do 1 a inducdo foi maior, enquanto o K acabou sofrendo uma queda proximo ao fim do
cultivo. Por fim, a morfologia novamente ndo sofreu mudancas relacionadas & inducdo com
IPTG. Porém, o pulso de glicerol inicialmente gerou uma resposta de reducdo no nimero de
individuos de maior comprimento e volume, que pode estar ligada a diminui¢do no nimero de

células em processo de divisdo celular e a mudancas nas condi¢es fisiologicas das células.

4.1.5. Cultivo 5 — Expressao de PspA4Pro induzida por lactose a 27°C

O Cultivo 5 foi realizado utilizando-se a cepa capaz de expressar a proteina
recombinante PspA4Pro, sendo que, para isso, foi utilizada a lactose como indutor. A
temperatura escolhida para todo o cultivo foi 27°C, de forma que o cultivo se assemelhasse ao
Cultivo 2, porém permitindo que o metabolismo ocorresse de forma mais moderada. A esta
temperatura, a velocidade de crescimento cai a cerca de metade do que é observado em
cultivos semelhantes realizados a 37°C, por isso a duragdo da fase de inducgéo foi estendida
para que a producdo de proteina pudesse ocorrer de forma apropriada. O prolongamento da
fase de inducéo introduz uma carga metabolica mais prolongada, apesar de ser menos intensa
pelo efeito da temperatura. Assim, o objetivo deste cultivo foi expor a bactéria a um menor
estresse metabdlico ligado ao crescimento da concentragdo celular enquanto a indugéo,
realizada pela adi¢ao de lactose, se prolongasse por um maior periodo de tempo.

Para a realizacdo deste experimento utilizou-se o meio definido descrito na
Tabela 3.2 e o reator foi operado como descrito no Item 3.3.3, sendo que a temperatura
adotada para o mesmo foi 27°C. O inicio do ensaio foi marcado pela inoculagdo do reator
fazendo com que o mesmo atingisse a DO inicial igual a 0,167. Apés a fase de crescimento, a
indugéo se iniciou com a retirada de cerca de 500 mL do caldo de cultivo e a adi¢do de um
pulso de lactose igual a 20 g/L (500mL), sendo que, neste momento a DO = 31,2. Durante a
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fase de inducdo houve a necessidade da realizagédo de trés pulsos de 250 mL contendo 30 g/L
de glicerol e 10 g/L de lactose, sempre precedidos pela retirada de 250 mL do caldo de cultivo
para a manutencdo do volume do reator. Por fim, o cultivo foi encerrado ap6s 17 horas de
inducdo, sendo que a DO =75,4.

Durante a fase de crescimento, a fonte de carbono disponivel para o
crescimento celular foi o glicerol, inicialmente em uma concentragéo de 60 g/L. A Figura 4.13
apesenta o perfil da concentracdo celular na fase de crescimento, seguindo um padrdo
exponencial caracterizado por um pmax = 0,294+0,003 h™’. Durante a fase de inducéo, que se
iniciou apds 17,5 h de experimento, o crescimento continuou de forma acelerada, apesar de
ndo apresentar mais o comportamento exponencial. O valor maximo de concentracdo celular
foi alcancado na amostra de 25,5 h, onde o Cy = 37,25 gMS/L. Nas quatro horas seguintes,
porém, houve uma significativa queda da concentracdo celular, que alcangcou 0 minimo de
20,7 gMS/L, simultaneamente a uma breve falta de fontes de carbono, que haviam sido
completamente consumidas. Nesse momento ocorreu o Ultimo dos pulsos de fonte de carbono
supracitados, que levou a uma breve recuperacdo da concentracdo celular, que, na Gltima
amostra retirada antes do encerramento do experimento chegou a 27,5 gMS/L. A fase de
inducdo se iniciou com a adicdo de lactose, que é um indutor de assimilacdo mais lenta.
Associado a isso, os efeitos sobre a producdo de proteina demoram mais a serem notados,
principalmente quando em condigdes de crescimento mais brandas, como a temperatura de
27°C. O consumo inicial da lactose e a producao da PspA demoram ao menos duas horas para
se tornarem perceptiveis. A partir da amostra de 19,5 h a producdo de proteina comegou uma
grande fase de crescimento praticamente constante, culminando em uma producao especifica
de 105+15 mg/gMS, sofrendo em seguida uma pequena queda nas duas Utimas amostras do
experimento devido a uma momentanea falta de fonte de carbono. Destaca-se a ocorréncia de
um escape da producdo de proteina antes da inducdo de 24+6 mg/gMS, similar ao encontrado
no Cultivo 4. A estabilidade do plasmideo manteve-se alta durante grande parte da fase de
inducdo, apesar de apresentar algumas oscilacdes. A retencdo manteve-se sempre maior do
que 80% durante as primeiras seis horas de indugéo, periodo em que o crescimento celular
ainda se mantinha positivo. Apos esse momento, porém, comecou a oscilar entre 80% e 70%,
e, quando do encerramento do experimento, 0 mesmo alcangava apenas 65%. A contagem de
UFC apresentou um resultado diferente do observado anteriormente, visto que a contagem
continuou crescendo mesmo apods o inicio da fase de inducédo, alcancando seu maximo de
1,1x10" UFC/L no momento de maior da Cx. Apds esse maximo, porém, a contagem sofre
queda atingindo 2,5x10%* UFC/L no final do cultivo, talvez devido ao estado VBNC..
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Figura 4.13. - Crescimento, fontes de carbono, retencéo plasmidial, producgéo de proteina, reologia e UFC no Cultivo 5 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose, 27°C).
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igual a 1.



Tabela 4.4. — Producéo de &cido formico, &cido aceético, acido latico, galactose,

polissacarideo e acidos nucleicos no Cultivo 5 (E. coli BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro

induzido por lactose a 27°C).
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Tempo ' Acidos orgénicos (of |-’) Galactose Polissacarideo | DNA/RNA
(h) férArT?i.co acpé\tﬁ 'co Iépt\icc'o I(nr:wegrllg R/Icg)ll cuclzt?\ll(z)o(g/e L) (9/L) (9/L)
0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11,5 0 0 0 0 0 4,503 0
13 0 0 0 0 0 7,092 0
14 0 0 0 0 0 6,379 0
15,5 0 0 0 0 0 12,310 0
16,5 0 0 0 0 0 21,950 0
17,5 0 0 0 0 0 0
176 0 0 0 0,240 0
185 0 0,052 0 6 0,160 0,556 0
195 0 0,181 0 60 0,180 0,635
201677 | 0 0,608 0 0,800 0,285
215 0 0,616 0 159 3,080 0,706 0,610
225
22,667° 0 0,345 0,104 248 5,780 7,909 0,500
23,5° 0 0,382 0,093 253 7,360 6,258 0,525
25,5° 0 1,649 1,004 206 11,700 7,185 1,100
27,5° 0 1,965 | 2,062 161 15,000 3,677 1,020
29,55 0 3,637 3,816 210 20,080 2,246 1,660
29,833" 0 2,866 3,404 17,300 1,120
315" 0 2,062 3,680 224 15,480 21,200 0,990
345" 0 1,627 4,448 103 20,180 26,610 1,245

Nota: * Depois da inducdo; " Depois da inducéo e do pulso de lactose e glicerol; ® Depois da

inducéo e do segundo pulso de lactose e glicerol; * Depois da inducéo e do terceiro pulso de

lactose e glicerol; --- ndo houve medigé&o.

A producéo de acidos orgénicos foi desprezivel durante a fase de crescimento,

como pode ser visto na Tabela 4.4, devido a temperatura mais baixa adotada para o cultivo.

Apesar de um metabolismo mais lento propiciar o ndo aparecimento de concentragdes

significativas de acidos organicos, a presenca da glicose liberada pela quebra da lactose
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adicionada no momento da indugdo faz com que sejam observadas concentragdes crescentes
de &cido l&ctico, cujo maximo de 4,45 g/L foi atingido no fim do experimento, e de acido
acetico, cujo maximo atingiu 3,64 g/L cinco horas antes do término do cultivo e entdo
presenciou uma tendéncia de queda. Em nenhum momento do cultivo foi detectada
quantidades significativas de acido férmico, etanol e &cido succinico. Foi realizado o
acompanhamento da presenca da galactose tanto no interior das células quanto no caldo de
cultivo, sendo que foi detectado um acumulo de até 253 mg/gMS de galactose no interior da
célula seis horas apos a inducdo. Como a galactose possui uma densidade de 1,7 g/L, maior
que a densidade média de uma célula comum de E. coli, a qual é aproximadamente 1,105
g/mL (MARTINEZ-SALAS et al., 1981), ela contribui para um aumento na massa da célula,
sem afetar diretamente a medida de DO, fazendo com que a relacdo Cx X DO seja afetada
sempre que lactose € introduzida no meio como fonte de carbono. Realizou-se também a
medicdo da concentracdo de polissacarideo solivel produzido pelas células. Essa medicéo,
feita pelo método descrito no Item 3.2.10, o qual detecta a presenca de pentoses e hexoses, as
quais sdo constituintes do polissacarideo, mas que também constituem a lactose e a galactose.
A interferéncia causada pela presenca da lactose e da galactose na medida da concentracao de
polissacarideo € minimizada gracas a medicdo da concentracdo dessas substancias pelo
método descrito no Item 3.2.5. Contudo, o acimulo de erro das analises e das dilui¢bes
necessarias faz com que haja diferenca nas amostras obtidas antes e depois da inducdo. Antes
da inducdo, a concentracdo de polissacarideo apresentou crescimento alcangando quase 22
g/L, todavia, ap6s a inducdo, sua concentracdo cai drasticamente, voltando a valores mais
altos apenas nas duas Ultimas amostras, sendo a Ultima, a maior, com 26,6 g/L. A anélise de
material genético no caldo de cultivo indicou sua presenca a partir de duas horas apds a
inducdo tendo tendéncia de crescimento ao longo da fase de indugéo, sua maior concentracéo,
1,66 g/L, é detectada na amostra 29,5 h, coincidindo com a maior concentracdo de PspA nas
celulas.

Amostras do sobrenadante do caldo de cultivo também foram analisadas para
verificar a presencga de proteina sollvel. Para isso, aliquotas foram analisadas através de um
gel de poliacrilamida (12%) para a separagdo das proteinas, como descrito no Item 3.2.3. Na
Figura 4.14 é possivel observar a evolucéo da presenca das proteinas soltveis no caldo. Antes
da inducéo da producéo da proteina de interesse, a presenca de proteinas no caldo de cultivo é
desprezivel. Contudo, ap6s a indugdo comecam a aparecer bandas mais fortes de proteina
soltvel, incluindo uma banda mais fraca, indicando a presenca de uma proteina com

aproximadamente 20 kDa e outra, mais forte, indicando a presen¢a de uma proteina de um
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pouco mais de 45 kDa. Além disso, é possivel observar o aparecimento da banda indicativa da
presenca da PspA4Pro de 42,719 kDa (EXPASY, 2012). Tanto o aparecimento da PspA4Pro
quanto a intensificacdo da banda préxima a 45 kDa ocorrem a partir de 25,5 h de cultivo, que
coincide com o valor maximo da concentracdo celular e de UFC. A partir deste momento, a
Figura 4.13 mostra a diminui¢do na concentragéo celular e na viabilidade celular decorrentes
da exaustdo do glicerol, assim como 0 amento expressivo na concentra¢do de &cidos nucleicos
(Tabela 4.4) e na liberacdo de proteina para o meio (Figura 4.14), que pode indicar a
ocorréncia de lise celular. A Tabela 4.4 também mostra 0 aumento da concentracdo de acidos
organicos nessa fase do cultivo, o que provavelmente esta relacionado a menor velocidade de

reassimilacdo dos acidos organicos produzidos em funcdo da morte celular.

Figura 4.14. — Proteina solUvel presente no sobrenadante do caldo do Cultivo 5 (E. coli
BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 27°C).
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Nota: * Antes da inducao.

A Figura 4.15 apresenta os resultados da analise da reologia, mostrando
novamente que a suspensdo se comportou como um fluido newtoniano no comego do
experimento e assim se manteve nas duas primeiras amostras, sendo que o parametro K
apresentou tendéncia de crescimento. Ao atingir a concentragéo celular de 6,6 g/L, porém, o
fluido ja apresentava um comportamento de fluido binghamiano, ainda que o parametro K
continuasse a apresentar uma tendéncia de forte crescimento, alcangando seu valor mais alto
apos cinco horas de indugdo (2,28 cP). Depois de alcancar o ponto maximo, K tem uma queda
e passa a oscilar num patamar entre 1,68 cP e 1,83 cP. O perfil visto para K e 1, € diferente do

que foi observado nos demais cultivos induzidos por lactose, mas semelhante ao Cultivo 4,
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que também foi a 27°C, mas induzido por IPTG. O 1o também apresentou comportamento de
crescimento no comeco da fase de comportamento como fluido binghamiano, até atingir um
méaximo de 1,638 Pa quatro horas apds a indugdo (e uma hora antes de K atingir seu maximo).
Apds passar pelo maximo, 1o apresenta grande queda até atingir 0,103 Pa no fim do cultivo.
As amostras obtidas no Cultivo 5 apresentaram uma morfologia com poucas
mudangas, durante as primeiras cinco amostras do experimento, sendo que em trés
amostrasantes da inducdo, o comprimento oscilou sem apresentar tendéncia, como pode ser
visto na Figura 4.15. O grande destaque foi a presenca de um valor alto de bactérias com
grande comprimento na amostra de 15,5 h sem motivo aparente, sendo que seu 95° percentil
alcancou um valor de 6,25 mm, o maior entre todos os cultivos. Apoés a realizacdo do primeiro
e segundo pulsos contendo glicerol e lactose ha um aumento no comprimento global das
bactérias visto pelo deslocamento de todos os elementos do boxplot para valores maiores do
gue na amostra anterior. A mediana das amostras passou de 2,35 mm para 2,6 mm na amostra
21,5 h, enquanto seu 1° quartil chegou a 2,2 mm, ambas as maiores medidas para cada
elemento nesse experimento. As amostras seguintes entdo mostraram uma tendéncia de
diminuicdo no comprimento das bactérias, principalmente aquelas de maior comprimento,
como, por exemplo, no 95° percentil, passando de 5 mm para 4 mm. Apo6s o Ultimo, as

bactérias recuperam novamente um padrao similar ao observado antes da inducéo.

Figura 4.15. - Distribuigdo do comprimento celular no Cultivo 5 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 27°C).
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constantes mudangas das condi¢Oes durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados
através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
imediatamente vizinhas com mesma numeracdo Ssdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

A analise do volume celular evidenciou ainda mais as tendéncias observadas
nas medidas de comprimento como pode ser visto na Figura 4.16. A analise estatistica
mostrou que as cinco primeiras amostras ndo apresentam mudancgas estatisticamente
significativas enquanto as medianas se mantiveram em 3,8 um®. Na amostra 21,5 h, primeira
apos o primeiro pulso, ha um pequeno aumento nas bactérias de maior volume e seu 95°
percentil alcanca 18 um?®. A partir deste momento ha uma tendéncia de diminuicéo no volume
das bactérias, com reducdo principalmente no nimero de bactérias maiores, ja que o 95°
percentil cai para menos de 10 um®. Apés esta queda e a realizagdo do terceiro pulso de fonte

de carbono, as células voltam ao volume similar ao observado antes do primeiro pulso.

Figura 4.16. - Distribuicdo do volume celular no Cultivo 5 (E. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro induzido por lactose a 27°C).
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constantes mudancas das condi¢fes durante o cultivo. Assim, os elementos foram numerados

através de uma comparacdo entre dois elementos sequenciais de forma que duas amostras
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imediatamente vizinhas com mesma numeragdo Ssdo estatisticamente semelhantes e duas

amostras imediatamente vizinhas com numeracao distinta sdo estatisticamente diferentes.

A realizacdo do Cultivo 5 ocorreu de forma a expor 0 microrganismo a um
crescimento mais brando causado pela temperatura de 27°C e usou a lactose para induzir a
producdo da proteina PsaA de forma mais amena. A producgdo de proteina foi comparével a
obtida no Cultivo 4 (Quadro 4.1) e como tal ocorreu de forma mais gradativa durante um
longo periodo de tempo, mas essa producdo pode ter sido afetada por uma falta momentanea
na disponibilidade de fonte de carbono apds o pulso. A retencéo do plasmideo manteve-se alta
no inicio da fase de inducdo, porém foi se reduzindo aos poucos devido ao longo periodo em
que as bactérias estiveram expostas ao indutor. A contagem de UFC apresentou um resultado
diferente do que foi visto na maioria dos demais experimentos, pois apresentou valores altos e
crescentes durante a primeira metade da fase de inducdo. A ocorréncia de uma contagem de
UFC alta durante parte da inducdo e sua eventual queda pode evidenciar que os efeitos da
inducdo na fisiologia da célula observados nos demais experimentos demoraram mais para
ocorrer devido as condi¢Ges de cultivo escolhidas mais amenas. O Unico experimento que teve
um comportamento parecido foi o Cultivo 3, no qual foi usada a bactéria sem o inserto e
houve adicdo de um pulso de lactose. A auséncia de &cidos organicos na fase de crescimento
foi similar ao que ocorreu no Cultivo 4 devido a temperatura mais baixa, porém a introducéo
da lactose como indutor levou a producdo dos acidos organicos durante a fase de inducéo.
Observou-se a presenca da galactose ndo metabolizada pela bactéria no sobrenadante do caldo
de cultivo, porém ela também foi encontrada em altas concentragcdes no interior da célula,
contribuindo para o seu aumento de massa durante a inducdo com lactose, fato verificado pela
mudanca da relacdo Cx X DO. Foi possivel detectar também a existéncia de diversas
substancias no sobrenadante do caldo de cultivo que foram produzidas pela bactéria, como
material genético e, principalmente, polissacarideo, que alcangou altas concentracdes. Essa
alta producdo de polissacarideo mostra que uma parte consideravel do esfor¢o metabolico e da
fonte de carbono é direcionada para sua producdo. A reologia do caldo mostrou a mesma
mudanca de comportamento reoldgico dos outros ensaios, sendo que a deteccdo da presenca
crescente de polissacarideo associada com o crescimento da concentracdo celular pode
explicar melhor porque o fluido deixa de ser newtoniano e passa a ter comportamento
binghamiano no inicio da fase de crescimento. Apds a indugdo, os parametros reoldgicos
apresentaram crescimento e atingiram valores maximos entre quatro e cinco horas apos inicio

da inducéo, sendo que os valores foram maiores que 0s observados nos demais cultivos
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induzidos por lactose. O perfil de variagédo dos parametros foi semelhante ao observado no
Cultivo 4, feito a 27°C, induzido por IPTG, o que pode indicar que a resposta reoldgica
também pode estar ligada a temperatura e as respostas metabolicas. A morfologia de forma
geral sofreu poucas mudancas, apresentando apenas um momento com tendéncia de
diminuicdo tanto no comprimento quanto no volume. Essa mudanga pode indicar uma
diminuicdo do numero de individuos em divisdo celular em uma resposta a mudangas

fisioldgicas ou ao pulso de fontes de carbono.

4.2.  Analise integrada dos resultados

Os principais resultados dos 5 experimentos realizados sdo apresentados no
Quadro 4.1. A temperatura influenciou a velocidade de crescimento de forma esperada, sendo
que a velocidade observada para cultivos conduzidos a 27°C foi aproximadamente a metade
da velocidade observada para os cultivos a 37°C. No Cultivo 1 a velocidade especifica de
crescimento foi ligeiramente menor do que as observadas nos demais cultivos a 37°C e pode
ser atribuida ao menor valor de pH mantido durante esse experimento (6,3) em comparagao
com o empregado nos outros cultivos (6,7), o que provavelmente levou ao fornecimento mais
restrito de nitrogénio. Observando os resultados dos cultivos 1, 2, 4 e 5, o coeficiente de
rendimento em biomassa também apresentou a variagdo esperada, sendo favorecido a 27 °C.
A producdo especifica maxima obtida foi de 125+10 mg/gMS no Cultivo 1. Os maiores
valores de concentragcdo celular foram obtidos nos cultivos realizados com lactose (para o
clone E. coli BL21(DE3) pET37b+/pspA4Pro), que também serve como fonte de carbono,

sendo a maxima concentracao de 37+1 gMS/L ocorrendo a 27°C.

Quadro 4.1. - Comparacgéo do crescimento, da formacao de biomassa e da producéo de

proteina nos diferentes cultivos realizados.

Cultivo | T(°C) | Indutor Cindugzo max (A7) Yxglicero Yosparx Cx,max
(g/L) (gMS/g) (mg/gMS) (gMS/L)
1 37 IPTG 10,8 0,448+0,004 0,46+0,08 125410 27+1
2 37 Lactose 8,8 0,523+0,006 0,44+0,05 63+5 34,5+0,6
3 37 Lactose 13,5 0,499+0,007 0,52+0,02 - 21,5+0,3
4 27 IPTG 12 0,281+0,002 0,54+0,04 94+17 33+1
5 27 Lactose 12,5 0,294+0,003 0,50+0,03 105+15 37+1

*E. coli BL21(DE3) PpET37b+ @, demais experimentos E. coli BL21(DE3)
pPET37b+/pspA4Pro,
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4.2.1. Relagao entre Cx e DO

Durante a realizacdo dos cultivos, a concentracdo total de células foi avaliada
por duas metodologias distintas: a retirada de amostra para analise de massa seca e leitura de
absorbancia em espectrofotémetro a 600 nm, além da avaliagdo de feita com a contagem por
UFC. No primeiro caso, é preciso realizar a filtracdo e posterior secagem da amostra por um
periodo de 48 h, enquanto a contagem de UFC requer o crescimento das coldnias em placas
de petri contendo meio LB-agar por pelo menos 24 h a temperatura de 37°C tornando-se
invidvel para obtencdo de dados para acompanhamento quasi online do experimento. Assim,
necessita-se de uma analise que possa ser feita rapidamente para avaliacdo da concentracdo
celular. Desta forma, o uso da leitura de absorbancia fornece dados com grande rapidez e
pode ser facilmente relacionada com a concentracdo celular através de uma correlacao.

Verificou-se que os valores de Cx € DOgoonm Obtidos pelo método de massa
seca e de leitura de absorbancia, respectivamente, apresentam uma correlacéo linear durante a
fase de crescimento para todos os cultivos e também durante a inducgédo dos cultivos induzidos
pela adicdo de IPTG. O ajuste linear aos dados obtidos nos 5 cultivos realizados (nas
condigdes acima estabelecidas) forneceu um coeficiente angular no valor de 0,423+0,008
gMS/DOgonm, €Xpresso pela Equacgédo 4.1 a seguir. Os dados e o ajuste da Equacdo 4.1 sdo

mostrados na Figura 4.16.
C, = 0,423 + 0,008 * DO (4.1)

Contudo, a partir do momento em que houve a indugédo por lactose nos cultivos
a 37°C (Cultivos 2 e 3) ou a 27°C (Cultivo 5), a correlacdo deixa de ser linear e passa a ser
melhor representada por uma funcdo exponencial. Assim, foram obtidas as EquacOes 4.2 e 4.3

a seguir. Os dados e 0 ajuste da Equacdo 4.2 e 4.3 sdo mostrados na Figura 4.16.

Cy = 3,9 40,1 % exp*17:107°491074:00) (4.2)

C,= 6+1x exp(2,4.10—2i3.10—3*00) 4.3)

O Cultivo 5, realizado também com indugdo com lactose a 27°C apresentou
uma tendéncia intermediaria entre 0 comportamento das amostras utilizadas no ajuste da

equacdo 4.1 e das amostras utilizadas no ajuste da equacao 4.2.
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Os resultados obtidos durante os ensaios estdo representados na Figura 4.17 e
mostram a tendéncia de distanciamento dos valores de Cy das amostras obtidas apds a inducdo
com lactose, descritas pelas Equacgdes 4.2 e 4.3 (representadas pelas curvas em azul e verde)
da reta obtida pela relacéo direta entre C, e DO, descrita pela Equacao 4.1 (em vermelho) para

a fase de crescimento e a indugéo por IPTG.

Figura 4.17. — Relacéo entre DO e C para 0s 5 cultivos.
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O distanciamento apresentado pelas amostras induzidas por lactose ocorre em
direcdo a um aumento da concentracdo massica de células sem que haja um aumento
expressivo da DO. A medida de DO apresenta uma relacdo direta com o numero de celulas
em suspensdo e o tamanho das mesmas, o que indica que o fenbmeno observado envolve um
aumento na massa celular enquanto que o tamanho das células e o seu nimero aparentemente
ndo se altera. 1sso leva a crer que a adicdo de lactose gera um acumulo de matéria na celula,
fazendo com que a mesma tenha um aumento em sua massa. Esse acumulo no interior da
célula poderia ser de PspA, devido a super expressao da proteina de interesse, porém o0 mesmo

ndo € verificado em cultivos induzidos por IPTG, nos quais foi alcangcada uma concentracéo
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de PspA maior do que os obtidos pela indugdo por lactose. Além disso, no Cultivo 3, foi
verificado o deslocamento da relagdo Cy versus DO, sendo que a bactéria ndo possuia o vetor
para expressar a PspA. Corrobora também para a hipotese do acimulo da galactose o fato de
que houve uma constancia da concentracdo de proteina total para uma mesma DO nas
amostras induzidas por IPTG, j& que, durante a realizacdo da medida de producdo de PspA, é
feita a medida da concentragdo de proteina total para uma DO fixa igual a 2.

No Cultivo 2 também foi verificada uma diminuicéo gradativa na concentracédo
massica da proteina total, sendo que, ao final do cultivo essa concentracdo havia se reduzido
em 40 %. Para que isso ocorra, é necessario um grande aumento na massa celular, o qual é
compativel com a massa de galactose produzida pela quebra da lactose pela bactéria durante o
cultivo. A lactose é um dissacarideo e sua molécula é formada pela condensacdo de uma
molécula de glicose e uma de galactose. O consumo da lactose pela bactéria durante a inducéo
envolve primeiramente a quebra da mesma em glicose, que é consumida como fonte de
carbono, e em galactose, que, diferentemente do que acontece em outras linhagens de E. coli
geneticamente modificadas, ndo é metabolizada por células de BL21(DE3). Desta forma,
ocorre um acumulo de galactose no interior das células, aumentando sua massa total, sem, no
entanto, gerar um aumento na concentracdo celular como observado e discutido no Item 2.3.1.
Esse acimulo de galactose no interior da célula foi comprovado experimentalmente durante o
Cultivo 5, conforme mostra a Tabela 4.4. No caso dos Cultivos 2 e 3, o efeito de
distanciamento da correlacdo linear é maior devido a temperatura empregada, 0 que provoca
uma velocidade maior de assimilacdo de lactose e naturalmente acimulo mais acentuado de
galactose. Devido a temperatura mais branda, o efeito de acimulo da galactose no Cultivo 5
foi atenuado em relacdo ao observado para os Cultivos 2 e 3, de forma que o desvio em

relacdo & Equacéo 4.1 foi menor.

4.2.2. Relagdo entre a reologia e a concentragdo celular e producdo de

proteina nos cultivos

A reologia de suspensdes é dependente, entre outras coisas, das caracteristicas
da fase liquida, da concentracdo da fase solida e das caracteristicas estruturais da superficie da
fase solida. Desta forma, buscava-se observar na reologia dos caldos de cultivo as mudancas
causadas pelo aumento de concentracdo celular e pela expressdo da proteina, que poderiam se
refletir em alteragdes na morfologia e na composicao do caldo.
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Todos os cultivos se iniciaram com a adi¢do do indculo ao meio de cultura no
reator. O meio de cultura definido que é usado é um fluido newtoniano com uma viscosidade
média igual a 1,12 cP. A partir da inoculacdo do reator comega a haver o crescimento do
microrganismo, gerando uma suspensdo de células. O aumento da concentracdo celular
reflete-se no aumento da viscosidade da suspensdo, como esperado para 0 comportamento de
suspensodes coloidais onde a fase liquida da mesma é um fluido newtoniano. Porém, durante
todos os cinco cultivos realizados foram verificadas mudancgas no comportamento reologico
do caldo enquanto o mesmo ainda estava em fase de crescimento. Em todos os casos, a
passagem do comportamento newtoniano para 0 comportamento binghamiano ocorreu na
faixa de Cx entre 5 g/L e 6 g/L (Figura 4.17), antes da realizacdo da inducdo em todos os
experimentos. Isso denota que a mudanca de comportamento reoldgico esta ligada apenas as
caracteristicas do crescimento da bactéria e ndo a inducdo da producdo de proteina. O
comportamento binghamiano pode estar associado a producéo de exopolissacarideos (avaliada
para o Cultivo 5) e a eliminagdo de outras substancias para o caldo de cultivo. Além disso, a
morfologia celular e a interacdo entre as superficies das células com as demais substancias
presentes no caldo tornam a reologia da suspencdo muito mais complexa. Com o aumento da
concentracdo de substancias que apresentam grandes cadeias poliméricas, essas substancias
podem sofrer grande interagdo entre suas moléculas. Contudo, essas interacfes sdo muito
frageis e sdo facilmente desfeitas com a aplicagdo de uma tensédo de cisalhamento inicial (1),
a partir da qual o fluido passa a escoar normalmente, comportando-se como se fosse um
fluido newtoniano. No caso dos valores de to observados nos caldos de cultivo, 0s mesmos
ndo ultrapassam 1,6 Pa, valor muito pequeno, principalmente se comparado as tensdes de
cisalhamento aplicadas durante as andlises reoldgicas. O baixo valor de 1, tambem estd de
acordo com 0 que se espera observar caso 0 exopolissacarideo seja o principal responsavel
pela reologia do caldo. Se ele apresentar um comportamento compativel com o modelo de
Cross, quando é avaliado para uma pequena faixa da taxa de cisalnamento ele pode se
assemelhar a um fluido binghamiano, como visto no Item 2.2.

A Figura 4.18 apresenta os valores obtidos para o parametro K do modelo geral
de Herschel-Bulkley para todos os cultivos, em funcio da concentracdo celular. E possivel
verificar que para os cinco cultivos realizados h4 uma tendéncia de crescimento dos valores
de K com o aumento de Cy. Contudo, apds Cy alcancar 25 g/L passou a existir uma queda para
alguns valores de K, isso sendo verificado para a maior parte das amostras dos trés cultivos
que ultrapassaram essa concentragéo celular, sendo dois deles induzidos por lactose e o outro
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por IPTG. Em termos individuais, trés situacOes distintas podem ser observadas. Inicialmente,
quatro dos cinco cultivos possuem valores iniciais de K proximos, sendo o Cultivo 3,
realizado com o microrganismo sem inserto, 0 Unico a apresentar valores mais baixos de K
desde o inicio, tendéncia que se mantem ao longo de todo o cultivo, indicando que o mesmo
possui propriedades que tornam sua reologia diferente dos demais. Os outros quatro cultivos
apresentam valores para K proximos mesmo ap6s a mudanga do comportamento reoldgico,
porém ap0s Cy ultrapassar 15 gMS/L, a velocidade de crescimento de K em funcdo do
aumento do Cy passa a ser menor para o Cultivo 2, onde a inducéo foi realizada com lactose.
A mudanca de K pode estar ligada ao acimulo de galactose no interior da célula, que poderia
causar mudancas nas caracteristicas mecanicas e estruturais da bactéria, levando a uma
diferenca na reologia do caldo, ou a condi¢BGes que reduzam a liberacdo de substancias no

caldo de cultivo.

Figura 4.18. — Relagéo entre C, e K para os 4 cultivos.

m Cultt1 e Cult,t2 4 Cultt3 e Cult.t4 o Cult.5

2.50 —NEWTONIANO, BINGHAMIANO

225 *
i e ®
2.00 -
[ ]
» N i:. *
© 1.75 - u -
mﬂ- ' '!Q *e .
5 i
— *
. » ™ L 2
~ 1.50 u
~ . "f ' ™ . L 2PY
i .‘ , " “ o« [ ]
® [ ]
1.25 ' e © A A
i A A A
|. A
1'00 ! | ! | ! | ! I ! | ! | ! | ! |
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cx (g/L)

Nota: *A seta indica 0 momento aproximado da adi¢do dos indutores nos diversos cultivos.

Apds a mudanga no comportamento reoldgico e o aparecimento do tp ndo nulo,

novamente é possivel ver diferencas entre 0 comportamento do pardmetro em relagdo ao Cy
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para inducdo com lactose e com IPTG. A Figura 4.19 mostra um aumento maior de to para
cultivos induzidos por IPTG, chegando a patamares de 0,5 Pa ap6s o C alcangar 15 gMS/L.
Ainda nos cultivos induzidos por IPTG, esse patamar se mantém superior a 0,4 Pa até cerca
de 25 gMS/L, valor méximo de Cx obtido por um dos cultivos induzidos por IPTG. Apos
atingir essa regido de maximo, passa a ocorrer uma queda dos valores de to para Cy superiores
a 25 gMS/L, sendo que esses dados foram obtidos exclusivamente no Cultivo 4. No caso dos
Cultivos 2 e 3, induzidos por lactose, 0 aumento dos valores de to cessa logo apds a indugéo,
mesmo que haja um aumento expressivo da concentracdo celular, sendo possivel observar um
Unico ponto em que 1o ultrapassa 0,2 Pa. No caso do Cultivo 5, também induzido por lactose,
em baixas concentracBes celulares, 1o apresenta um comportamento intermediario entre os
demais cultivos com lactose e os cultivos com IPTG, variando entre 0,2 Pa e 0,4 Pa. Apds
ultrapassar a marca de 20 gMS/L, a tensdo de cisalhamento inicial aparentemente apresenta
uma queda, semelhante a experimentada pelo Cultivo 4, ainda assim, esse experimento acaba
apresentando uma amostra que atingiu o maior valor para t, de todos 0s experimentos

realizados, tg = 0,76 Pa.

Figura 4.19. — Relacéo entre Cy e 1 para 0s 4 cultivos.

. ®m Cultt1 e Cult2 4 Cult3 o Cult.4 = Cult.5
0.8

| *
0.7 -
0.6 -
-
m
05 - * . -
* L 3
w ] ¢ " a
@ 04+ . .
% .
B 034 .
- *‘.‘ u & *
0.2 - = 4
* . * *
- L Y
] L] ..
A -
0.1 - A * .
e A a4, ] ™
« S :
D'ﬂ T T T v T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Cx (g/L)

Nota: *A seta indica 0 momento aproximado da adi¢do dos indutores nos diversos cultivos.



99

Quando a reologia é comparada com a producdo de proteina PspA, porém,
torna-se mais dificil achar uma associagdo direta da evolucdo das caracteristicas reologicas do
caldo com uma maior ou menor producdo da proteina. A Figura 4.20 compara a producédo de
proteina separadamente com os parametros K e 1o do modelo de Herschel-Bulkley. Para o
parametro K, o Cultivo 2 apresentou uma menor expressdo de proteina e concentra seus dados
na regido de producdo de proteina inferior a 70 mg/gMS. Ja para os Cultivos 1, 4 e 5 parece
existir um aumento, ainda que discreto, dos valores de K com o aumento da producdo
especifica de PspA. Esse aumento de K com o aumento da concentracdo de PspA pode ser
uma consequéncia do aumento da concentracdo celular e da presenca de substancias liberadas
no meio durante a inducdo da producdo de proteina. Desta forma, K poderia ser um indicador
indireto da producéo de proteina, ja que, ao invés de detectar o aumento de sua concentragéo,
detecta as respostas fisioldgicas e populacionais que ocorrem durante o cultivo. O parametro
To Se apresenta como de dificil interpretacdo, sendo que os valores obtidos para cada cultivo
apresentam um comportamento préprio. Os valores mais baixos de 1, e de producdo de
proteina fazem com que os dados se concentrem em uma regido inferior esquerda do gréfico.
Ja os valores mais altos de 1o obtidos principalmente no Cultivo 1 aparecem distribuidos sem
que haja uma tendéncia aparente.

A complexidade da reologia dos caldos de cultivo gera uma grande dificuldade
na interpretacdo dos dados, porém é possivel observar a influéncia dos diferentes indutores
afetando os parametros reoldgicos. Quando comparada a relacdo entre a reologia e a
concentracdo celular nas condi¢Bes propostas, é possivel detectar diferentes niveis para as
respostas metabdlicas. As caracteristicas da suspensdo, como concentracdo, propriedades
mecanicas e superficiais apresentam influencia nas caracteristicas reoldgicas do cultivo,
fazendo com que a producdo de proteina, isoladamente, torne-se uma influéncia de dificil
deteccdo pela analise da reologia. As respostas fisiologicas da inducdo podem levar a
mudancas nas caracteristicas da fase liquida da suspensdo, mas dependem dos niveis das
respostas metabdlicas das células que, por sua vez, dependem do nivel de estresse sofrido
principalmente com a inducdo. Assim, a presenca dessas respostas metabdlicas ligadas a
producéo da proteina de interesse pode influenciar a reologia, permitindo que a producao de

proteina possa ser inferida indiretamente.
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Figura 4.20. — Relacéo entre a producéo de proteina e os parametros K (A) e 1o (B) para 0s

cultivos
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4.2.3. Relagdo entre a morfologia e a reologia e concentragdo celular nos

A anélise morfoldgica focada no comprimento celular mostrou a existéncia de

uma populacdo muito heterogénea durante todo o cultivo, ainda que condizente com o que foi
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descrito por Donachie e Begg (1989). A heterogeneidade da populagéo de bactérias se deve ao
fato desta populacdo se apresentar em diferentes fases de crescimento e de divisdo celular.
Considerando o ciclo de vida desse microrganismo, células que passaram recentemente por
divisdo celular apresentam um tamanho reduzido, inferior ao normal. Essa célula passa por
uma fase de crescimento e recupera seu tamanho normal, até que comecam 0s preparativos
para uma nova divisdo, quando passa a gerar mais material celular, que serd posteriormente
dividido com as células filhas. Até que o processo de divisdo seja finalizado, a célula ird entdo
apresentar um comprimento superior ao normal. Soma-se a essa populacdo aquela que sofre
uma modificagdo morfol6gica causada pela expressdo da proteina de interesse, que implica
em problemas nas fases finais da divisdo celular, tornando a célula detentora de uma
morfologia filamentosa (JEONG e LEE, 2003)

Dentro desta distribuicdo de comprimentos, as medianas observadas para o
comprimento variaram sempre entre 2,3 um e 2,9 um, proximos aos valores obtidos por
alguns autores para o comprimento médio (PIERUCCI, 1978) e a mediana (DONACHIE e
BEGG, 1989) de uma célula de E. coli. O grupo formado pelas bactérias com maior
comprimento (englobando as 5% maiores) sempre apresentou um tamanho minimo que variou
entre 4 um e 6,25 um. O volume celular apresentou uma variagdo maior entre as medianas,
sendo que para situacdes de minimo, ela alcancou 3,75 um? enquanto para o maximo, chegou
perto de 6 um?®. Ja as bactérias de maior volume (englobando as 5% maiores) variaram de
apenas 10 um® a até quase 25 pm®.

Adotando o valor da mediana de uma amostra como aquele que representa o
tamanho normal de uma célula que ndo esta em processo de divisdo naquele momento, o
tamanho maximo de uma célula em processo de divisdo pode ser considerado o dobro desta
mediana. Desta forma, esse seria 0 valor maximo que uma célula pode ter sem que a mesma
seja interpretada como apresentando uma morfologia filamentosa. A Figura 4.21 apresenta a
porcentagem das populagdes amostradas nos cultivos que podem ser interpretadas como
possuidoras de uma morfologia filamentosa e sua relagdo com Cx e com a producgédo de
proteina. A porcentagem de células filamentosas varia desde 2% até 8,9%, sendo que, em

média, corresponde a 4,3% considerando todos os cultivos.
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Figura 4.21. — Relacdo entre o C e a producéo de proteina, e as células filamentosas para os

cultivos.
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Apesar da variacdo na quantidade de células alongadas ser significativa, ndo
parece existir um padréo envolvendo essas mudangas, nem com o aumento da concentragdo
celular, nem com a producdo de proteina. Era esperada uma relagdo entre o aumento no
namero de células alongadas e a producdo da proteina recombinante, j& que o efeito de
filamentac&do é decorrente de problemas na expressao de proteinas ligadas a divisdo celular em
células dedicadas a producéo de proteinas recombinantes (JEONG e LEE, 2003). Porém, esse

fendmeno ndo foi observado no presente estudo e, de fato, a ocorréncia de células



103

filamentosas parece mais estar associada a uma porcentagem da populacdo que apresenta
falha no processo de diviséo celular, independentemente das mesmas apresentarem ou néo
producéo de proteina heter6loga. Outra hipdtese seria que o cisalhamento no biorreator levaria
ao rompimento de parte da populacdo das células mais alongadas mantendo o nimero de

individuos filamentosos relativamente constante com o tempo.

4.3. Balancos de carbono nos cultivos

O Cultivo 1, que se desenvolveu a 37°C e foi induzido com IPTG, apresentou
um bom valor de recuperacdo de carbono durante toda a fase de crescimento, que se encerrou
em 11 h com a adicdo de IPTG. Na Figura 4.22, é possivel observar que, durante o
crescimento, a recuperacao apresentou valores altos, sendo a amostra obtida com 9 h de
cultivo a Unica em que o valor da recuperacdo esteve abaixo de 90%. Contudo, ap6s a inducao
os valores de recuperagdo cairam para a faixa entre 80% e 90%. Logo antes da amostra de 13
h, foi realizado o pulso com glicerol e, devido ao aumento na quantidade total de carbono no
cultivo, esta amostra passa a ser o novo valor de referéncia para a recuperacdo. Com o
decorrer do cultivo, porém, pode-se ver que continua ocorrendo uma queda gradativa dos
valores de recuperacdo, sendo que o cultivo é encerrado com um valor de apenas 83%. A
Figura 4.22 mostra ainda o direcionamento do carbono presente no substrato para a formacéo

de biomassa e a producao de CO,, como esperado.

Figura 4.22. — Recuperacgéo do carbono no Cultivo 1 (PspA4Pro, 37°C induzido por IPTG).
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Na Figura 4.23 é apresentada a recuperacdo do Cultivo 2, que ocorreu a 37°C e

foi induzido com lactose. Esse cultivo apresentou uma fase de crescimento de certa forma
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semelhante ao observado no Cultivo 1, onde novamente apenas uma amostra apresenta
recuperacdo abaixo de 90%. Neste cultivo, porém aparecem amostras nas quais a recuperacdo
alcanca valores superiores a 100%. Essas variacdes, que ocorrem principalmente no inicio do
cultivo, se devem a erros analiticos, principalmente devido a alta concentracdo de fonte de
carbono, frente a sua baixa velocidade de consumo pelo microrganismo, cuja concentragdo
ainda é incipiente (visivel pela baixa porcentagem de carbono em Ncy). Apds a indugdo por
lactose ocorrida no tempo 10,5 h, volta a ocorrer uma tendéncia de forte queda nos valores de
recuperacdo de carbono. A suplementacdo de fonte de carbono através do pulso de glicerol e
lactose ocorre logo antes da amostra de 14,5 h e se repete na amostra 18,5 h. A tendéncia de
queda na recuperacdo de carbono ocorre até a amostra 18,5 h, quando entdo a recuperacdo

passa a apresentar bons valores novamente.

Figura 4.23. — Recuperacdo do carbono no Cultivo 2 (PspA4Pro, 37°C induzido por lactose).
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O Cultivo 3 ocorreu a 37°C e foi induzido com lactose, porém foi 0 Unico com
0 microrganismo sem o inserto. A Figura 4.24 mostra que este foi o Unico experimento a
apresentar uma boa recuperagdo durante todo o acompanhamento, sendo que os valores
obtidos mantiveram-se altos, sempre acima de 90% e, em dois casos, acima de 100%. E
possivel observar que mesmo com a inducdo, que ocorreu na amostra de 9,5 h e o pulso
contendo lactose e glicerol na amostra de 12 h, os valores de recuperagdo pouco se alteraram,
indicando que o motivo para os demais balancos ndo estarem fechando esta ligado com a fase
de inducdo, provavelmente ao estresse causado pela producdo de proteina e nao

necessariamente & presenca de indutor. E importante ressaltar que a presenca de duas
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amostras duplicadas se refere a amostras tiradas exatamente antes e exatamente apds a

introducdo das fontes de carbono.

Figura 4.24 — Recuperagéo do carbono n o Cultivo 3 (@, 37°C induzido por lactose).
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A Figura 4.25 mostra os dados de recuperacgédo para o Cultivo 4, que ocorreu a
27°C e foi induzido por IPTG. Devido a temperatura, a velocidade de crescimento foi menor e
optou-se por fazer retiradas de amostras mais espacadas. Novamente, os valores de
recuperacdo de carbono mantiveram-se altos para a fase de crescimento, até 0 momento da
inducdo, realizada antes da amostra de 20 h. Depois do IPTG ser adicionado, ocorre uma forte
tendéncia de queda da recuperagdo, sendo que ela continua a ser observada apds o pulso de
glicerol, que acontece na amostra 21,6 h, porém de forma menos intensa. O experimento foi
encerrado com uma recuperacdo pouco superior a 80%, apesar do esgotamento da fonte de
carbono j& ter ocorrido, sendo marcado pelo desaparecimento da por¢do Ngc no gréfico.

Figura 4.25. — Recupera¢do do carbono no Cultivo 4 (PspA4Pro, 27°C induzido por IPTG).
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A Figura 4.26 mostra os dados de recuperagdo do carbono para o Cultivo 5,
que ocorreu a 27°C e foi induzido pela adicdo de um pulso de lactose. A velocidade de
crescimento foi menor devido a temperatura ter sido mais baixa, assim optou-se por fazer
retiradas de amostras mais espacadas. Novamente, os valores de recuperacdo de carbono
mantiveram-se altos para a fase de crescimento, até 0 momento da inducdo, realizada antes da
amostra de 17,6 h. Depois da lactose ser adicionada, ocorre uma forte tendéncia de queda da
recuperacdo. Houve a necessidade da realizacdo de trés pulsos contendo as fontes de carbono,
sendo que o primeiro ocorreu antes da amostra 20,2 h, o segundo antes da amostra 22,7 h e 0
terceiro antes da amostra 29,8 h. Apds os pulsos ainda foi verificado a queda na recuperagéo
do carbono, porém de forma menos intensa, sendo que em nenhum momento mais a
recuperacdo este abaixo de 80%. Momentos de alta recuperacdo foram observados mesmo
apos a inducdo devido a inclusdo do carbono presente no caldo de cultivo na forma de
polissacarideo soltvel. Contudo, ocorreram grandes oscilagdes nas concentracfes obtidas para
0 polissacarideo devido a existéncia de interferentes no caldo e nem todas as amostras
apresentaram boa recuperacdo. Ainda assim, o cultivo foi encerrado com uma recuperacao de
106%.

Figura 4.26. — Recuperacdo do carbono no Cultivo 5 (PspA4Pro, 27°C induzido por lactose).
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As informagGes obtidas com a analise da recuperacdo de carbono indicam que apds a
inducdo da producdo de proteina PspA ocorre a formacdo de algum composto, nédo

identificado nos Cultivos 1 a 4, para a qual parte do carbono fornecido é destinada. A
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obtengdo de uma boa recuperacdo do carbono presente no Cultivo 3 indica que a formagéo
desse composto deixar de ocorrer ou ocorre em menor quantidade quando a proteina ndo é
sintetizada. Assim, é levantada a hipdtese de que esse fendmeno esteja ligado ndo s6 com a
fase de inducdo, mas também com o estresse da producdo de proteina, independente do
indutor usado. A menor recuperacdo de carbono poderia ser explicada pela intensificacdo da
lise celular e permeabilizacdo de parte da populacdo celular, indicadas pela presenca de PspA
e material genético no caldo. Porém, a incorporacdo desses compostos no balango de carbono
ndo contribui significativamente para aumentar a recuperacdo. Os resultados da andlise da
recuperacdo do carbono no Cultivo 5 mostram que a hipdtese mais provavel seja a da
formagdo de polissacarideos soluveis pelas células de E. coli. Incorporando esse novo
composto no balanco de carbono, foi alcangada recuperacédo de 100 %. Infelizmente, ndo foi
possivel quantificar o polissacarideo em amostras armazenadas dos Cultivos 1, 2 e 4, devido a
degradacdo do mesmo. A metodologia de quantificacdo do polissacarideo é bastante sensivel
a presenca de hexoses e pentoses, exigindo corre¢fes nas amostras contendo lactose e
galactose. Por isso, ha dispersao nos dados mostrados na Tabela 4.4. Porém, quando ha baixa
concentracdo de acucares, a quantificacdo se torna mais precisa e os resultados do balanco de
carbono mais confidveis. Além da formacdo de polissacarideos, ndo € descartada a hip6tese da
formagéo de outros compostos em concentracfes em que poderiam afetar a recuperagéo do
carbono. Entre esses compostos poderia haver a formagdo, por exemplo, de compostos
originarios da oxidacdo do glicerol, formados a partir da reacdo dele com radicais e proteinas
gerados pelo metabolismo das células, principalmente em momentos de maior estresse e que

também poderiam estar associados ao estado de VBNC das células.
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5. CONCLUSOES

5.1. Conclusoes finais

No presente trabalho foi feita a avaliagdo da producdo de proteina
recombinante (PspA4Pro) em cultivos de E. coli em meio definido em diferentes condicdes de
temperatura (27°C e 37°C) e utilizando diferentes indutores (IPTG e lactose). O experimento
cuja condicdo propiciou a maior producdo de proteina foi aquele conduzido inteiramente a
37°C, com indug&o de 4 h pela adicdo de IPTG, sendo alcancada a concentragdo de PspA de
125+10 mg/gMS. Esse cultivo era o que reunia as condi¢Ges de metabolismo mais acelerado
entre os realizados.

Durante a avaliacdo dos experimentos, o acompanhamento reoldgico de
cultivos de E. coli se apresentou como uma forma alternativa para o monitoramento de
cultivos com producdo de proteina recombinante ainda que nao foi viavel obter uma relagédo
direta entre a reologia e a producdo da proteina de interesse. Uma analise dos parametros
reoldgicos de uma suspensdo celular pode ser realizada em tempo habil durante o préprio
cultivo e seus resultados podem ser analisados em poucos minutos. O presente trabalho
mostrou que a reologia desses caldos de cultivo é complexa e envolve a mudan¢a do
comportamento reoldgico independente do indutor usado. Além disso, existe uma relacdo
direta entre a concentracdo da suspensdo celular de E. coli e a reologia do caldo, porém essa
relacdo depende também de qual indutor é utilizado para disparar a produgdo da proteina
recombinante.

Dentro do modelo geral de Herschel-Bulkley, o parametro K mostrou uma
resposta aparentemente associada a concentracdo celular e as moléculas de grande tamanho
que sao liberadas no caldo de cultivo, principalmente a presenca de grandes quantidades de
polissacarideo solivel produzido pelas células e que pode possuir grande influéncia na
reologia da fase liquida da suspensdo. A liberagdo dessas substancias esta associada ao
estresse metabdlico e tem ligagcdo com a producdo da proteina de interesse. O parametro 1o
parece responder mais ao estresse causado pela inducdo, ja& que atinge seu valor maximo
durante ou logo apds a indugéo, passando entdo a manter-se constante ou a diminuir com o
decorrer da inducdo. Apesar de que o acompanhamento reologico ndo ter fornecido uma

relacdo direta para quantificacdo da concentragdo celular ou producdo da proteina de
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interesse, ele permite uma avaliacdo qualitativa da saude celular e o estresse metabdlico
sofrido pela bactéria.

A anélise morfoldgica da célula focada no comprimento celular ndo apresentou
os resultados esperados, devido principalmente a grande heterogeneidade da populacdo
celular. Foi possivel observar a presenga de individuos filamentosos durante o cultivo que se
formam devido a mudancas fisioldgicas ligadas ao aparato responsavel pela producdo da
proteina heteréloga, porém nao foi possivel verificar aumentos significativos no namero
desses individuos durante a inducdo, nem associar variacdes nesse numero com diferentes
niveis de estresse causados por diferentes temperaturas de inducdo e diferentes indutores.
Também ndo foi possivel associar as mudancas reolégicas com mudancas significativas da
populacdo durante o cultivo. Apesar disso, mudancas na morfologia da populacdo
(comprimento e volume celular) foram observadas, associadas principalmente a mudancas nas
concentracdes e nos tipos de fontes de carbono disponiveis para o microrganismo, refletindo
possiveis mudancas fisiol6gicas nas células. Outra mudanca fisioldgica observada foi a
reducdo na contagem de UFC, que indica que o estresse da producdo de proteina pode ter
levado as células a entrarem no estado de VBNC.

Este trabalho mostrou também que ocorrem alteracbes nas relaces entre a
concentracdo celular e a densidade Otica medida pela absorbéncia das amostras. Essas
mudangas estdo associadas ao uso de lactose como indutor e revelaram que ocorre um
acumulo de galactose no interior das células devido a incapacidade da E. coli BL21(DE3) em
metabolizar essa fonte de carbono resultante da quebra da lactose. Esse efeito de acimulo de
galactose poderia também estar influenciando outras propriedades do cultivo, como, por
exemplo, a prépria reologia do caldo.

Os célculos do balanco de carbono apresentam excelente recuperacéo na fase
de crescimento dos Cultivos 1, 2 e 4 e para todo o Cultivo 3, no qual ndo houve a producédo da
proteina PspA. Porém, a partir da inducdo da proteina PspA (Cultivos 1, 2, 4 e 5), os valores
de recuperacdo tendem a cair. Investigou-se a presenca de varios compostos no caldo de
cultivo associados a diferentes hipoteses para o direcionamento do carbono ndo recuperado na
forma de biomassa, CO, ou &cidos organicos. Tais hipéteses envolvem a liberacdo para o
meio de acidos nucleicos e proteinas devido a permeabilizacdo das celulas ou ainda a
solubilizacdo no meio do lipopolissacarideo presente na superficie celulas de E. coli. Embora
a presenca de &cidos nucleicos e proteinas soluveis tenha sido verificada no sobrenadante do
caldo, os resultados do presente trabalho indicam a intensa formacgédo e solubilizacdo de

polissacarideo como o principal destino do carbono nédo recuperado. Estudos adicionais séo
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necessarios para avaliar se as condi¢Ges de cultivo e indugdo podem ser manipuladas para
minimizar a formacdo desse bioproduto, cuja formagdo corresponde a até 20 % do carbono

fornecido.

5.2.  Sugestoes de trabalhos futuros

Para a continuacdo do trabalho, sugere-se realizar mais dois cultivos: um
cultivo de referéncia, sem inducéo, a 37 °C, além da repeticdo do cultivo conduzido a 37 °C e
induzido por IPTG, que levou a maior producdo de proteina, para verificacdo da
reprodutibilidade do mesmo e confirmagao do resultado.

A partir dos dados gerados em todos os cultivos, recomenda-se estimar as
velocidades de assimilacdo de glicerol e lactose, assim como as de producdo de CO; e de
acidos organicos. Essas informac6es poderdo ser analisadas de forma integrada para avaliar a
existéncia de relagdes com a producdo especifica de proteina.

Para melhorar a qualidade da analise da concentracdo do polissacarideo

recomenda-se realizacdo de dialise para a sua purificacdo antes da quantificacao.
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APENDICE A - Histogramas das medidas de comprimento celular.

122

Esse apéndice tras a relacdo completa dos histogramas das medidas de comprimento

celular gerados para todas as amostras analisadas durante os experimentos.

A.l. Cultivo 1 — Expressdo de PspA4Pro induzida por IPTG a 37°C

Figura A.1.1. - Amostra 8,5 h.
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Figura A.1.4. - Amostra 12,333 h.
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Figura A.1.5. - Amostra 13 h. Figura A.1.6. - Amostra 13,667 h.
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Figura A.1.7. - Amostra 15 h.
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A.2. Cultivo 2 — Expressao de PspA4Pro induzida por lactose a 37°C

Figura A.2.1. - Amostra 7,5. Figura A.2.2. - Amostra 8,5 h.
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Figura A.2.3. - Amostra 9,5.
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Figura A.2.5. - Amostra 11,5 h.
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Figura A.2.7. - Amostra 13,5 h.
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Figura A.2.4. - Amostra 10,5 h.
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Figura A.2.9. - Amostra 15,5 h.
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Figura A.2.11. - Amostra 17,5 h.
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Figura A.2.13. - Amostra 19,5 h.
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Figura A.2.10. - Amostra 16,5 h.
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A.3. Cultivo 3 —rE. coli sem inserto com pulso de lactose a 37°C

Figura A.3.1. - Amostra 7,25 h.
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Figura A.3.3. - Amostra 9,5 h.
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Figura A.3.5. - Amostra 10,5 h.
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Figura A.3.7. - Amostra 12,5 h.
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A.4. Cultivo 4 — Expressao de PspA4Pro induzida por IPTG a 27°C

Figura A.4.1. - Amostra 15,5 h.
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Figura A.4.3. - Amostra 17,75 h.

I (%) de células
50 -

40
30

20

Comprimento (um)

Figura A.4.2. - Amostra 16,25 h.
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Figura A.4.4. - Amostra 19,5 h.
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Figura A.4.5. - Amostra 20 h.
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Figura A.4.7. - Amostra 22,5 h.
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Figura A.4.9. - Amostra 24,5 h.
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Figura A.4.6. - Amostra 21,5 h.
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Figura A.4.8. - Amostra 23,5 h.
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Figura A.4.11. - Amostra 26,5 h.
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Figura A.4.12. - Amostra 27,5 h.
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A.5. Cultivo 5 — Expressao de PspA4Pro induzida por lactose a 27°C

Figura A.5.1. - Amostra 13 h.
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Figura A.5.3. - Amostra 17,5 h.
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Figura A.5.2. - Amostra 15,5 h.
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Figura A.5.4. - Amostra 18,5 h.
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Figura A.5.5. - Amostra 19,5 h.
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Figura A.5.9. - Amostra 27,5 h.
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Figura A.5.6. - Amostra 21,5 h.
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Figura A.5.11. - Amostra 31,5 h.
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Figura A.5.12. - Amostra 34,5 h.
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APENDICE B - Histogramas das medidas de volume celular.

Esse apéndice tras a relacdo completa dos histogramas das medidas de volume celular

gerados para todas as amostras analisadas durante os experimentos.

B.1. Cultivo 1 — Expressdo de PspA4Pro induzida por IPTG a 37°C

Figura B.1.1. - Amostra 8,5 h.
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Figura B.1.2. - Amostra 10 h.
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Figura B.1.5. - Amostra 13 h. Figura B.1.6. - Amostra 13,667 h.
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Figura B.1.7. - Amostra 15 h.
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B.2. Cultivo 2 — Expressdo de PspA4Pro induzida por lactose a 37°C

Figura B.2.1. - Amostra 7,5 h. Figura B.2.2. - Amostra 8,5 h.
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Figura B.2.3. - Amostra 9,5 h.
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Figura B.2.7. - Amostra 13,5 h.
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Figura B.2.4. - Amostra 10,5 h.
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Figura B.2.8. - Amostra 14,5 h.
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Figura B.2.9. - Amostra 15,5 h.
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Figura B.2.13. - Amostra 19,5 h.
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Figura B.2.10. - Amostra 16,5 h.
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Figura B.2.14. - Amostra 20,5 h.
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B.3. Cultivo 3 —rE. coli sem inserto com pulso de lactose a 37°C

Figura B.3.1. - Amostra 7,25 h.
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Figura B.3.3. - Amostra 9,5 h.
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Figura B.3.5. - Amostra 10,5 h.
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Figura B.3.2. - Amostra 8,5 h.
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Figura B.3.6. - Amostra 11,5 h.
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Figura B.3.7. - Amostra 12,5 h.
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B.4. Cultivo 4 — Expresséo de PspA4Pro induzida por IPTG a 27°C

Figura B.4.1. - Amostra 15,5 h.
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Figura B.4.3. - Amostra 17,75 h.
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Figura B.4.5. - Amostra 20 h.
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Figura B.4.8. - Amostra 21,5 h.

| (%) de células

Volume (um’)

Figura B.4.9. - Amostra 23,5 h.

I (%) de células

Volume (um%)

Figura B.4.10. - Amostra 25,5 h.
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Figura B.4.11. - Amostra 26,5 h.
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Figura B.4.12. - Amostra 27,5 h.
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B.5. Cultivo 5 — Expresséo de PspA4Pro induzida por lactose a 27°C

Figura B.5.1. - Amostra 13 h.
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Figura B.5.3. - Amostra 17,5 h.
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Figura B.5.5. - Amostra 19,5 h.
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Figura B.5.9. - Amostra 27,5 h.
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Figura B.5.6. - Amostra 21,5 h.
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Figura B.5.8. - Amostra 25,5 h.

a T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 38 40

Volume (um%)

Figura B.5.10. - Amostra 29,5 h.
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Figura B.5.11. - Amostra 31,5 h. Figura B.5.12. - Amostra 34,5 h.
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