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Resumo

Nas ultimas décadas, a catecol-O-metiltransferase tem sido produzida em
diversos sistemas biologicos usando vectores de expressdao, optimizados sobre varias
formulacdes moleculares. Apesar de todos os organismos descritos na literatura, terem
produzido formas funcionais da enzima, a produtividade méxima encontrada, até ao
momento, foi de 1g de proteina alvo. Actualmente, a investigagdo reduzida, realizada na
fase upstream do processo produgdo de SCOMT humana, destaca as produtividades
especificas e volumétricas para varios dominios biofarmacéuticos e neuroldgicos. Deste
modo, o principal objectivo deste trabalho foi desenvolver um modelo sustentavel que
descreva a produtividade e a actividade da hSCOMT baseada nas condicdes tipicas de
fermentacdo. Baseado num sistema de cultura de Escherichia coli, o presente estudo
destinou-se a determinar a densidade celular maxima e a quantidade activa/6ptima de
proteina em erlenmeyers, proporcionando um desempenho importante para o scale-up

do bioreactor.

Inicialmente, estuddmos os meios complexo e semi-definido, devido a elevada
produtividade, anteriormente encontrada, tornando o processo mais facilmente
controlado devido ao uso do glicerol, como fonte de carbono principal. Foram
realizados, ensaios em batch, variando parametros chave como (temperatura, pH e
agitacdo) de acordo com o design factorial estabelecido para o desenvolvimento das
experiéncias. Com base nos resultados obtidos nos ensaios batch, podemos concluir
que, em termos de actividade especifica e produtividade da proteina hSCOMT, o meio
complexo reuniu melhores resultados que o meio semi-definido. No entanto,
conseguimos melhorar os valores, em termos de produtividade massica e volumétrica,
no meio semi-definido, para temperaturas superiores a 30°C e pH basico. Um modelo
quimiométrico serd proposto para simular os dados experimentais baseados nas

condi¢cdes de operagdo batch, nomeadamente, pH, temperatura e velocidade de agitacao.

Palavras-chave: Fermentacao, hSCOMT, Temperatura, velocidade de agitagao, pH.



Abstract

In the past decades, recombinant soluble catechol-O-methyltransferase
(SCOMT) has been produced in several biological systems using expression vectors,
optimized under several molecular formulations. In spite of all organisms described in
the literature, produced functional forms of the enzyme, the maximum productivity
achieved so far was 1g of target protein. Indeed until now, insignificant research has
been conducted in the upstream stage for human SCOMT production, in order to
improve specific and volumetric productivities for several biopharmaceutical and
neurological domains. Therefore, the main scope of this work was to develop a suitable
model that describes the hSCOMT productivity and activity performance on typical
fermentation conditions. Based on an Escherichia coli cultivation system, the present
study aims for the assay of maximal cell density and optimal active protein amounts in

flasks, providing a major milestone for the bioreactor scale-up.

Initially, we focus the studies on complex and semi-defined media, due to the
higher protein yields previously achieved and more easily process control using glycerol
as the main carbon source. Batch tests were carried out, varying the target parameters
(temperature, pH and agitation) according to a well established factorial design of
experiments. Based on the results obtained we can concluded that, in batch experiments
in terms of specific activity and hSCOMT yield, the complex media achieved better
results than a semi-defined formulation. Nevertheless, in a semi-defined media at
temperatures above 30 °C and basic pH we can improve activity results and massic or
volumetric productivities. A chemometric model will be proposed to simulate the
experimental data based on the batch operating conditions, namely temperature, pH and

stirring rate.

Keywords: Fermentation, hSCOMT, Temperature, Stirring rate, pH.
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Introdugao

1. Introducio

A biotecnologia define-se pela manipulagdo de organismos vivos ou parte deles,
com o objectivo de produzir bens ou servicos de utilidade, controlando parametros
essenciais ao processo de producdo e de purificagio da molécula — alvo. Contudo, a
obtencdo de produtos biologicamente activos, manipulando diferentes condigdes no

processo de producao, € um passo desafiante e motivador.

1.1Caracterizacio Bioquimica da catecol-O-metiltransferase
(COMT)

A enzima catecol-O—metiltransferase (COMT) foi descrita, caracterizada e
purificada parcialmente por Axelrod e seus colaboradores no final dos anos 50, dando

inicio a duas décadas de produ¢do dos primeiros inibidores da COMT.

Especificamente, a proteina COMT caracteriza-se por ser uma enzima
monomeérica, dependente do catido magnésio, sendo responsavel pela transformacao de
substratos catecolicos biologicamente activos ou toxicos, através de uma O—metilagao
especifica usando S-adenosil-{—metionina (SAM) como dador do grupo metilo
(Bonifacio et al., 2007). A COMT desempenha um papel importante no metabolismo de
catecois endogenos e exdgenos, onde se incluem estrogénios catecolicos, catecolaminas
(Figura 1) e os seus metabolitos hidroxilados, 4cido ascorbico, alguns intermediarios do
metabolismo da melanina e ainda Xenobidticos catecolicos, como os flavonodides
(Lundstrom et al., 1995). De facto, a COMT actua como uma barreira enzimatica contra
os efeitos toxicos de xenobidticos no cérebro € na mucosa intestinal, permitindo de
igual modo a proteccdo da placenta e do embrido contra compostos hidroxilados,
activados no inicio da gravidez (Mannistd e Kaakkola, 1999). Actualmente, tem sido
também sugerido um papel relevante da COMT na modulagdo da neurotransmissao

dopaminérgica pré — frontal (Matsumoto et al., 2003).

-
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Figura 1- O — metilacdo da dopamina catalisada pela COMT (Adaptado de Pihlavisto e
Reenili, 2002).

Basicamente, nos mamiferos, um tnico gene codifica as duas formas da COMT,
uma forma soltivel (SCOMT) e uma forma ancorada a membrana (MBCOMT) sendo
também, encontrado e caracterizado numa grande diversidade de organismos
procariotas e eucariotas, nomeadamente bactérias, leveduras, plantas, animais

vertebrados e invertebrados (Bonifacio et al., 2007).

Em termos de localizagcao subcelular, a COMT solivel humana (hSCOMT)
localiza-se ao nivel citosélico e nuclear, ao passo que a forma membranar se encontra
associada ao reticulo endoplasmatico e & membrana nuclear (Lundstrom et al., 1995).
Tipicamente, a SCOMT humana (hRSCOMT) e a sua homologa em rato sdo constituidas
por 221 residuos a que correspondem, respectivamente, as massas moleculares de 24,4
kDa e 24,8 kDa (Tenhunen ef al., 1993). Curiosamente, existe uma homologia de 81%
entre as duas proteinas soluveis, pertencendo ambas a familia de metiltransferases
dependentes do cofactor SAM (Cheng et al., 2001). Adicionalmente a isoforma
membranar da COMT (MBCOMT) em rato contém 43 residuos adicionais no N —
terminal, enquanto que a MBCOMT humana contém 50 residuos adicionais,
conferindo-lhes respectivamente as massas moleculares de 29,6 kDa e 30 kDa

(Mannisto e Kaakkola, 1999).

Tipicamente, os niveis de expressao sdo elevados nas duas isoformas presentes
na maioria dos tecidos, onde predomina a forma solivel da COMT. Contudo, os niveis

mais elevados foram identificados no figado, rim e tracto intestinal, com excep¢do do

]
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cérebro humano cuja isoforma maioritaria ¢ a membranar (MBCOMT) (Mannist6 e

Kaakkola, 1999).

1.2 Caracterizaciao estrutural da COMT

Em 1994, a estrutura tridimensional da SCOMT de rato foi decifrada por
Vidigren e seus colaboradores, utilizando um complexo formado pela enzima, o
cofactor S—adenosil-{—metionina (SAM), um ido de magnésio e o inibidor competitivo
3,5 — dinitrocatecol (Vidgren et. al 1994). A descoberta da conformacdo atémica do
centro activo incitou a uma vaga de novos estudos estruturais e tedricos sobre os
mecanismos inibitorios da enzima. Recentemente, mais estruturas de SCOMT de rato
foram descritas recorrendo a utiliza¢do de inibidores mais especificos (Bonifacio ef al.,
2002; Lerner et al, 2001) e inibidores sem a estrutura nitrocatecolica tradicional

(Rutherford et al., 2008 e Tsuji et al., 2009).

Basicamente, a proteina da COMT ¢ constituida por um dominio unico o/, em
que as oito hélices a se dispoem em redor das folhas B na zona central (Figura 2)
(Bonifacio et al., 2007). O centro activo consiste num dominio de ligacdo do co-factor
SAM (Ado—Met), e num centro catalitico, com uma estrutura concava na superficie

externa da proteina (Menisto e Kaakkola, 1999).

]
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Figura 2- Representacao esquematica da estrutura tridimensional da COMT. Destacam —
se 0 co — substrato S — adenosil —— metionina (SAM) o inibidor 3,5 dinitrocatecol (3,5

DNC), 0 iio magnésio e a molécula de agua (Adaptado de Bonifacio et al., 2009).

1.3 Polimorfismos Genéticos

Um polimorfismo da COMT, muito comum em humanos, envolve a
modificacdo de um tnico nucleétido (G—A), originando a substitui¢do do aminoacido
Valina (Val) por um aminoacido Metionina (Met), na posi¢do 108 da SCOMT e na
posicdo 158 da MBCOMT (Lotta et al., 1995). Esta substitui¢do confere a proteina um
decréscimo na estabilidade termal da variante Met, originando uma variagao substancial
na sua actividade enzimatica, quando comparada com a variante nativa (Lachman ef al.,

1996).

Tipicamente, identificam-se trés formas da enzima com distintos niveis de
actividade: uma forma termoldbil de baixa actividade associada a individuos
homozigoéticos para o alelo Met, outra forma termostavel de elevada actividade em
individuos homozigoticos para o alelo Val e uma forma intermédia tipica de individuos
heterozigdticos (Manistd e Kaakkola, 1999). Curiosamente, sdo sugeridas associagdes

da forma termolabil de baixa actividade, ao aumento de incidéncia do cancro de mama
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associado a estrogénios, em mulheres homozigoticas para o alelo metionina (Goodman
et al., 2001; Lavigne et al., 1997) e véarias desordens do foro mental (p.e doenca de
Parkinson) (Karayiorgou et al.,1997; Kirov et al., 1998; Wang et al., 2009). No entanto,
nem todas as variagdes genotipicas de COMT podem ser atribuidas ao polimorfismo

Val108Met, indicando a possibilidade de outras variantes genéticas.

A doenga de Parkinson ¢ uma desordem cronica neurodegenerativa caracterizada
pela perda de neurdnios dopaminérgicos associando-se niveis diminuidos de dopamina
e sintomas motores caracteristicos (tremores, bradicinésia, rigidez e instabilidade
postural) (Hornykiewicz e Kish, 1987). Um dos tratamentos sintomaticos mais efectivos
para a doenca de Parkinson ¢ a administragdo combinada de L — DOPA (levodopa) com
um inibidor da descarboxilase periférica dos aminoacidos aromaticos (AADC) (Bonifati
e Meco, 1999). No entanto, apds administra¢do oral, apenas 1% da dose de levodopa
administrada atinge o cérebro. Esta quantidade aumenta de 5% a 10% quando
combinada com o inibidor da AADC (Mannisto e Kaakkola, 1990), mas o metabolismo
subsequente pela COMT limita a sua biodisponibilidade para posterior conversao em
dopamina. Deste modo, a administra¢do de inibidores da COMT como adjuvantes na
terapia levodopa/inibidor da AADC inverte parcialmente esta situagdo e melhora os

beneficios clinicos desta terapia (Baas ef al., 1997; Bonifacio et al., 2007).

2. Actividade da Catecol-O-metiltransferase

A COMT desempenha um papel importante no metabolismo de compostos
catecolicos, sendo, por isso, alvo de interesse cientifico e clinico. Com o objectivo de
quantificar a actividade enzimatica da COMT, sdo necessarios métodos analiticos
sensiveis, adequados e rapidos, que garantam a qualidade da produgdo de proteinas
recombinantes. Destacam-se como métodos analiticos, o teste in vitro da eficacia de
novos inibidores da COMT, a determinacdo de relagdes estrutura — actividade e a
quantificac¢do da actividade da COMT em condig¢des fisioldgicas e patofisiologicas (Pia

Pihlavisto e Reenila, 2002).
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2.1 Cinética e Mecanismos de reaccao

Além das semelhangas na estrutura primaria das isoformas SCOMT e
MBCOMT, ambas as formas da enzima apresentam afinidades semelhantes para o
SAM, idéntica dependéncia ao catido Mg2+, inibi¢do pelo célcio e um pH optimo nos
ensaios de actividade enzimatica (Bonifacio et al., 2007). No entanto, a forma associada
a membrana possui uma maior afinidade para o substrato (Tabela 1) mas apresenta uma
actividade catalitica menor que a forma soluvel. Por exemplo, o K, para o substrato
dopamina apresentado pela MBCOMT de cérebro humano e de rato €, respectivamente,
de 3,3 uM e de 3,6 uM. Enquanto que, a SCOMT exibe um K;,, de 1000 uM e 280 uM
nos humanos e no rato, respectivamente. Adicionalmente, a afinidade da forma
MBCOMT para catecolaminas ¢ 10 a 100 vezes maior que a da SCOMT, facto que
poderd ser explicado pela interaccdo entre o péptido adicional da MBCOMT e o
substrato ou complementarmente por alteracdes conformacionais no centro activo da

enzima, promovidas por interac¢cdes membranares (Bonifacio ef al., 2007).

Especificamente, o sitio catalitico contém varios aminoacidos relevantes no
desempenho da funcao bioldgica da enzima (Figura 3). Apos a ligacao do substrato, um
residuo de lisina (Lys 144) posiciona-se na vizinhan¢a de um dos grupos hidroxilo do
substrato, actuando como base catalitica da reac¢do nucleofilica, ao aceitar o protao
desse grupo. Seguidamente, ocorre a transferéncia do grupo metilo proveniente do
cofactor AdoMet para o grupo hidroxilo ionizado. Neste processo, o ido Mg*" controla a
orientagdo do anel catecdlico do substrato, ao apresentar uma coordenacao octaédrica
que lhe permite estabelecer ligagdes com dois residuos de acido aspartico (Asp 141 e
Asp 169), um residuo de aspargina (Asn 170), ambos os grupos hidroxilo do substrato e
uma molécula de dgua. Adicionalmente, dois residuos de triptofano (Trp 38 e Trp 143)
e um residuo de prolina (Pro 174) apresentam-se como os “guardides” hidrofébicos do
sitio catalitico, mantendo o anel catecdlico planar na posi¢do correcta, definindo assim a

selectividade da COMT face ao substrato (Mannisto e Kaakkola, 1999).

]
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Figura 3- Vista esquematica do sitio catalitico da COMT, representando os aminoacidos

necessarios (caixas rectangulares), o iio Mg™

substrato catecélico (Adaptado de Mannisto e Kaakkola, 1999).

e a molécula de agua, com AdoMet e o

Tabela 1- Afinidades da proteina SCOMT e MBCOMT, para varios substratos, em

diferentes matrizes (Adaptado de Bonifacio et al., 2007).

Fonte Substrato SCOMT | hSCOMT Ref.
Kin (M)
Cérebro | Dopamina 280 3,3 Jeffery and
Roth, 1987
Catecol 108 10 Malherbe et
(E. coli) al., 1992
Recombin. | Epinefrina 215-337 | Passarinha
etal., 2008
(Células | Dopamina 207* 15*
S19) Lotta et al.,
Humano | Recombin. 1995
Norepinefrina 369* 24%* Lotta et al.,
1995
DBA 39* 30* Lotta et
al.,1995
Levodopa 613* 266* Lotta et
al.,1995
Figado e | Epinefrina 168 - 345 0,9-3 Bonifécio et
cérebro al., 2000
Rato Figado, | Norepinefrina 304-464 | 55-11,4 Masuda et
Cérebro e al., 2003
rim
R - Salsolinol 156 43 Hotzl and
Porco Cérebro Thomas
1997
2 — Hidroxiestradiol 0,27 0,15
Coelho Aorta Reid et
121 0,91 al., 1986
Isoproterenol

* Valores obtidos para metilagdo especifica na posi¢ao meta.
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Genericamente, a transferéncia do grupo metilo para um dos grupos hidroxilo do
substrato catecolico, catalisada pela COMT, ocorre através de um ataque nucleofilico
directo (tipo SN») do grupo hidroxilo do catecol ao carbono do grupo metilo do cofactor
AdoMet (Manisto e Kaakkola, 1999). Esta reaccdo de O-metilagdo catecolica (Figura 4)
apresenta uma regioselectividade especifica, sendo que, na reac¢do in vitro a razao entre
os produtos 3 e¢ 4 -O-metilados vai depender do pH da reac¢do e da natureza do

substrato (Bonifati and Meco, 1999).

o, et j@/
Mgﬂ° SAH HG:©/ CH3O

Cathecol O-methvlethers

Figura 4- O-metilacio tipica de um substrato catecélico, catalisada pela enzima COMT

(Adaptado de Lundstrom et al., 1995).

Inicialmente foram propostos trés modelos para o mecanismo cinético da
COMT: equilibrio rdpido, ordem aleatéria € o mecanismo de ping — pong (Bonifati e
Meco, 1999). No entanto, a resolugdo da estrutura da COMT por difrac¢do de raio — X e
posteriores estudos cinéticos permitiram estabelecer um mecanismo sequencial e
ordenado para a reac¢do de O — metilacdo. De forma sucinta, inicialmente ocorre a
ligagdio de SAM, seguida pelo catiio Mg”" e, por Gltimo, o substrato catecolico
(Bonifacio et al., 2007). O cofactor ¢ o primeiro a ligar-se, uma vez que o local de
ligagdo encontra-se num local mais profundo na proteina do que o local de liga¢dao do

Mg e do substrato (Mannisto and Kaakkola, 1999).

2.2 Métodos de determinacao da actividade da COMT

A analise da actividade enzimatica da COMT deve efectuar-se de modo

fiavel, rapido e sensivel, especialmente tendo em conta a sua descoberta como alvo

]
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terapéutico e a revelacao das formas polimoérficas da proteina. Esta analise envolve
geralmente a incubagdo da enzima, em condigdes especificas, seguida de separagdo e

quantifica¢do dos produtos O-metilados (Pihlavisto e Reenild, 2002).

Tipicamente, a enzima COMT encontra-se numa forma activa em praticamente
todos os tecidos, exibindo os valores mais elevados de actividade nas células do figado,
rim e placenta (Tilgmann e Kalkkinen, 1990). Deste modo, ¢ extremamente relevante a
seleccdo cuidada da fonte da enzima, a escolha do substrato mais adequado e as
condicoes de incubacdo ideais. Geralmente sdo usados eritrocitos ou células
mononucleares na determinacdo da actividade da proteina (Axelrod et al, 1971;
Sladek-Chelgren et al., 1981). No entanto, estas fontes exibem um nivel reduzido de
actividade, sendo portanto necessario recorrer a métodos analiticos que promovam
sensibilidades elevadas (Pihlavisto e Reenila 2002). Experimentalmente, a actividade da
COMT in vitro pode ser determinada por métodos directos (Abdel — Latif, 1969;
Herblin, 1973) e extrac¢do liquido — liquido (Zaitsu et al., 1981; Koh et al, 1991), como
indicado na Tabela 2. A cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) de fase
reversa (HPLC — RP) com diferentes sistemas de detecgdo, seleccionados de acordo
com as propriedades dos substratos, sao usados para analisar produtos da O-metilagao,

requerendo uma boa sensibilidade.

Tabela 2-Métodos analiticos aplicados na analise da actividade da proteina COMT

(Adaptado de Pihlavisto e Reenila, 2002).

Reaccio da COMT
Extraccao TLC e Cromatografia | Cromatografia
Liquido - liquido | cromatografia Gasosa Liquida
em papel
Quantificacao Detector
directa de Detector de Detector de Detector de radioquimico
substrato e Fluorescéncia Fluorescéncia ionizagao de
produto ou UV chama Detector
Contagem por electroquimico
cintilacdo liquida | Contagem por | Espectroscopia
cintilagdo de Massa Espectroscopia
liquida de Massa

.
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Inicialmente foram implementados métodos directos que dependiam da
visualizacdo de cor na mistura reaccional (Herblin,1973) ou da determinagdo
espectrofotométrica (Borchardt, 1974). A grande desvantagem destes métodos reside na
auséncia de separacdo entre substrato e produtos O-metilados. Posteriormente, foram
desenvolvidos métodos que consistiam na incorporacdo de um passo de separagdo
através de extraccdo liquido - liquido ou de cromatografia, seguido de diferentes
técnicas de deteccdo, entre as quais se destacam a deteccdo por UV, fluorescéncia,

radioquimica e electroquimica.

Tipicamente, sistemas de HPLC com colunas de fase reversa, sdo as técnicas de
separacdo comum em ensaios de actividade da COMT (Tuomainen et al., 1996;
Ziircher et al., 1996). Geralmente os detectores radioquimicos melhoram os ensaios de
actividade da COMT, contudo devido ao uso de materiais radioactivos torna-se um
método restrito, pois afecta a reaccdo de O-metilagdo (Pihlavisto e Reenila, 2002).
Deste modo, a deteccdo electroquimica foi introduzida nos ensaios de actividade da
COMT uma vez que os catecois e grupos hidroxilo fendlicos de produtos O-metilados
sdo facilmente oxidaveis (Allen et al, 1992; Koh et al, 1981). Os detectores
electroquimicos (ECD) apresentam excelentes limites de deteccdo e aplicam-se a uma
vasta gama de analitos, devido a sua grande sensibilidade e selectividade (Saxer ef al.,
2004). Tipicamente, os ECD fornecem medig¢des mais sensiveis e detectam valores até
trés ordens de magnitude menores, quando comparado com os detectores
espectrofotométricos UV — visivel (Toth ef al,, 2004). Adicionalmente, os limites de
deteccao obtidos em sistemas HPLC — ECD, com um eléctrodo de trabalho pode
diminuir com um factor 4 (Reenila et al., 1995) ou 10 (Pihlavisto e Reenila, 2002),
através da aplicagdo de um sistema coulométrico de trés eléctrodos em série.
Caracterizado por uma elevada eficiéncia (99%), as actividades da COMT podem ser
detectadas, permitindo o uso de baixas concentragdes de substrato em diversos tecidos

(Reenila et al., 1995).

3. Producao de proteinas recombinantes

O aparecimento da biologia molecular nos anos 70 tornou possivel a produgao

de proteinas heterdlogas em diferentes células hospedeiras. A tecnologia do DNA
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recombinante ¢ a base das abordagens da engenharia genética, de proteinas e
metabolica, permitindo a producdo de uma gama variada de péptidos e proteinas em
células que naturalmente ndo as produziriam. Os primeiros produtos a surgirem no
mercado, obtidos a partir desta tecnologia foram os farmacéuticos (por exemplo,
insulina, interferdes e vacina da hepatite B). Sendo a producao de proteinas
recombinantes um processo chave em biotecnologia, representa uma alternativa a
extrac¢dao de quantidades limitadas da proteina original que se encontra geralmente em
concentragdes tao baixas, que a sua extrac¢do se torna muito dispendiosa e, muitas
vezes, impossivel de implementar. Além disso, a pureza da proteina obtida pode nao ser
suficiente para eliminar contaminacdes toxicas, pirdgenas ou infecciosas (Domingues et

al., 2003).

Geralmente, a expressao de genes em bactérias ¢ a forma mais simples e mais
econdmica na obtencao de elevadas quantidades de proteina para fins de investigagao,
clinicos ou industriais. Actualmente, a bactéria Escherichia coli € o microrganismo
hospedeiro mais bem caracterizado da literatura. Além disso, esta bactéria pode dividir-
se exponencialmente de forma a atingir elevadas densidades celulares, o que permitiu o
desenvolvimento de processos fermentativos econdmicos, com elevado rendimento na

producao de proteinas recombinantes em grande escala (Fonseca et al., 2007).

3.1 Factores que afectam a producio de proteinas recombinantes

A optimizagdo da produgdo de proteinas heterdlogas inicia-se com a construgao
de uma estirpe recombinante, cujo o processo de fermentagdo desenvolvido tem em
conta o feedback a partir do desenvolvimento do processo de downstream, a escala final

de producdo (Thiry et al., 2002).

A producdo de proteinas recombinantes ¢ afectada por numerosos factores do
processo, como o modo de operagdo, tempo de indugdo (no que diz respeito a
concentracdo de massa celular), duracdo da fase de produgdo e a composi¢do do meio
de cultura. Contudo, parametros como, numero de geragdes, probabilidade de mutagdes,
esterilizagdo do meio, temperatura, pH, agitacdo, oxigenagdo e pressdao sdo afectados

pela escala do processo (Thiry et al., 2002). Muitos dados na literatura relatam o
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crescimento da E. coli em meios quimicamente definidos com fontes de carbono
organicas, bem como em meios organicos de natureza complexa. No entanto, elevadas
complexidades na formulacio do meio podem conduzir ao decréscimo da
reprodutibilidade em termos da resposta metabolica celular, reduzindo a possibilidade

de controlo (Passarinha et al., 2009).

Os sistemas celulares hospedeiros para a expressdo de genes exdgenos sao
geralmente procariotas ou eucariotas, cada um apresentando vantagens e desvantagens,
com aplicacdes diversas (Tabela 3). Tipicamente, a seleccdo do sistema de expressdo
deve ser efectuado tendo em conta a produtividade e bioactividade do produto
resultante, aplicagdo final e propriedades fisico-quimicas da proteina alvo. Dos varios
sistemas de expressdo heterdloga disponiveis, a bactéria Gram—negativa Escherichia
coli tem sido o mais atractivo e utilizado. A sua capacidade de crescimento rapido e a
elevada densidade em substratos de custo reduzido, sdo algumas das vantagens que

levam a utilizacao generalizada deste microrganismo (Baneyx, 1999).
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Tabela 3— Vantagens, desvantagens e aplicacoes de sistemas de expressao actualmente

utilizados na biotecnologia recombinante (Adaptado de Yin et al., 2007).

Hospedeiro Vantagens Desvantagens Aplicacoes

E. Coli Scale — up, baixo custo, | Solubilidade da proteina,

tempo reduzido, pode requerer optimizagao
operagao simples. especifica da proteina. Analise estrutural,
Leveduras Processamento de Obtencao de elevados produgdo de
proteinas eucaridticas, rendimentos, cujas anticorpos,
aplicavel a condigdes de crescimento | ensaios funcionais e
fermentagdo, meios podem requerer interacgdes proteicas.
simples. optimizacao
Células de Elevado nivel de Analise estrutural
Insecto processamento,

rendimentos elevados | Condig¢oes de cultura mais

quando comparados exigentes. Producao de
com sistemas de anticorpos,
mamiferos. ensaios funcionais
Células de Maior nivel de Rendimento relativamente
Mamifero | processamento proteico baixo, condi¢des de
cultura mais exigentes. Interacgdes proteicas

Tipicamente, diversos produtos metabdlicos secundarios sdo formados durante o
crescimento de E. coli, alguns deles apresentando efeitos toxicos acentuados quando
atingem determinadas concentragdes no meio de cultura. O acetato ¢ o metabolito que
apresenta um dos maiores efeitos toxicos e ¢ produzido quando a E. coli ¢ crescida em
condig¢des anaerdbias (Lee, 1996), em condicdes limitantes de oxigénio (Yin et al., 2007),
e em condigdes aerdbias desde que na presenca de excesso de glucose (Fieschko e
Ritsch, 1996). Especificamente, o acetato ¢ produzido, quando o fluxo de carbono para
a via metabolica central excede a caréncia biossintética e a capacidade de geragdo de
energia da célula, saturando o ciclo tricarboxilico e/ou a cadeia de transporte de
electroes (Lee, 1996). As concentragdes elevadas de acetato conduzem a uma redugdo
do crescimento celular, afectando o rendimento em termos de biomassa. Além disso,

foi demonstrado que o acetato apresenta maior efeito inibitoério em culturas de E. coli
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recombinantes do que em culturas ndo recombinantes, ¢ sendo a produgdo de produtos

recombinantes significativamente afectada pela acumulacdo de acetato (Lee, 1996).

O efeito prejudicial de acetato deve-se ao facto, da acumulacdo de sais
resultantes da adi¢do de acidos e bases utilizados para o controlo do pH. Geralmente, a
formacao de acetato depende, do meio de cultura utilizado e da taxa especifica de
crescimento (p). Verifica-se que, em meios complexos e semi-definidos, o acetato ¢
formado quando a taxa de crescimento especifica excede os 0,20 h™ (Klemann e Strohl,
1994). No entanto, em meio definido, o acetato ¢ tipicamente formado quando a taxa

especifica de crescimento excede os 0,14 h™ (Fieschko e Ritsch, 1996).

De modo geral, as alteragdes na composi¢do do meio de cultura, principalmente
na fonte de carbono, podem influenciar na minimizacao da formagao de acetato. Alguns
investigadores substituiram a glucose por glicerol, como fonte principal de carbono,
obtendo-se concentracdes celulares elevadas e redugdes significativas na taxa de
formacdo de acetato. Este comportamento pode ser explicado pela menor taxa de
transporte do glicerol para o interior da célula, quando comparada a da glucose,
reduzindo o fluxo de carbono para a glicdlise, o que resulta numa menor taxa de
formagdo de acetato (Korz et al, 1995). Adicionalmente, a adi¢do de determinados
aminodcidos como a glicina e metionina, podem reduzir os efeitos colaterais do acetato
e melhorar a expressdo de proteinas recombinantes (Han et al., 1993). De facto,
processos para a producdo de proteinas recombinantes podem ser controlados, por
adaptagdo adequada ao ambiente celular, como o tipo e concentragdo de macro e micro
nutrientes. No entanto, a limitacdo de nutrientes gera stress nas bactérias, levando ao

aumento de células desprovidas de plasmideos.

Tipicamente, a limitacdo de carbono, azoto, fosforo e elementos vestigiais
podem ser prejudiciais a estabilidade do plasmideo (Lima, 1993). A instabilidade
plasmidica em condi¢des nutricionais limitantes pode ocasionar uma reducdo do
numero de copias do plasmideo, ja que é particularmente afectado pela limitagdo do
fosforo e magnésio no meio de fermentacdo, no entanto limitagdes de glucose e amodnia
originam um aumento do numero de cépias do plasmideo (Lima, 1993). Geralmente,
observa-se que a utilizagdo de meio de cultura complexos, favorece a estabilizacdo do
numero de copias do plasmideo e deste modo influéncia drasticamente o rendimento da

proteina alvo (Lima, 1993). Actualmente, o sistema de plasmideos pET baseado na T7
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RNA polimerase, constituido por promotores hibridos, multiplos locais de clonagem
para incorporacdo de diferentes organismos de fusdo e locais de clivagem de proteases,
¢ o mais usado na producdo de proteinas recombinantes (Serensen e Mortensen, 2005).
Tipicamente, a estirpe BL21 da bactéria E. coli ¢ bastante robusta, capaz de crescer
rapidamente em meio minimo, sem no entanto ser patogénica (Chart et al., 2000 e

Serensen e Mortensen, 2005).

3.1.1 Temperatura

Uma variavel importante que pode ser utilizada para o controlo do metabolismo
celular ¢ a temperatura do meio de cultura. Geralmente, a temperatura Optima para o
crescimento da E. coli ¢ 37°C. No entanto, com a diminui¢do deste valor para 30°C,
reduz-se a capacidade de consumo de nutrientes, bem como a taxa especifica de
crescimento maxima, minimizando-se os efeitos toxicos dos produtos metabolicos
secundarios, a geracdo de calor e a caréncia de oxigénio (Carnes A., 2005). Diversos
processos de obtencdo de proteinas recombinantes utilizam promotores activados pela
temperatura. Especificamente, operando a baixas temperaturas, promove-se 0 aumento
da produtividade especifica de biomassa, evitando a formagao de corpos de inclusdo da
proteina alvo (Wurm, 2004). Com base nestas vantagens, muitos autores foram
persuadidos a realizarem as suas fermentagoes fed-batch a temperaturas mais baixas que
a temperatura optima de crescimento da E.coli (MacDonald e Neway, 1990; Riesenberg

et al, 1991; Lee e Chang, 1999; Korz et al., 1995).

3.1.2 pH

A escolha do pH depende da estabilidade da expressdo da proteina recombinante
do microrganismo (Thiry et al, 2002). A optimizacdo do pH do meio ¢é crucial,
especialmente para proteinas segregadas a partir de leveduras, pois podem crescer numa
ampla gama de pHs. Tipicamente, meios acidos a pH entre 6,2 — 6,8, e crescimentos a
30 — 37°C tém sido associados ao aumento da producgdo de proteinas recombinantes
(Carnes A., 2005). O pH de uma cultura sofre mudangcas no momento em que a

principal fonte de carbono se esgota. Nesta fase, o pH tende a aumentar devido,
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principalmente, a libertacdo de ides amonia pelas células, como resultado do
metabolismo de compostos complexos, existentes no meio. Deste modo torna-se vital,
este tipo de controlo em fermentagdes onde o meio de cultura ¢ semi-definido ou

complexo (Lee et al., 1996).

Contudo, no caso de ocorrer uma sobrealimentacao em culturas onde o meio €
complexo, a quantidade de base adicionada para controlar o pH deve ser reduzida. Este
facto deve-se, como ja foi referido, a libertacdo de ides amonia, quando a fonte de azoto
é utilizada para o metabolismo celular. E provavel que parte do meio complexo seja
usado, para fins energéticos, bem como a adi¢cdo de algum acido durante a parte final da

fermentagdo para controlar o pH (Fieschko e Ritsch, 1996 e Mar¢ L. et al, 2007).

,

E comum o uso de sais basais em meios de cultura, onde a amonia ¢é utilizada
como fonte de azoto, no controlo do pH durante a fermentagdo, sendo este facto
considerado uma desvantagem. Acontece que, em culturas com elevadas densidades
celulares, devido a escassez de azoto, pode levar a uma elevada actividade de protease,
sendo determinante para a expressao extracelular. Vulgarmente, de forma a evitar a
caréncia de azoto, o meio optimizado pode incluir sulfato de amodnio, usado como fonte

de azoto (Ghosalkar A. et al., 2008).

Tipicamente, durante a fermenta¢do, a fase de pds-indugdo reflecte, embora
indirectamente, uma mudanga na fisiologia celular. Assim, torna-se vantajoso, manter o
pH em estado estacionario, através da alimentac¢do da fonte de carbono e azoto, evitando
a acumulacao de acidos organicos, como por exemplo, acido acético, procurando

encontrar elevados niveis de expressdo da proteina alvo (Luo Q. ef al., 2006).

3.1.3 Agitacao

A oxigenagdao no meio de cultura torna-se limitante em culturas com elevadas
densidades celulares devido principalmente, a baixa solubilidade do oxigénio em agua e
a elevada concentragdo celular que exige niveis de oxigénio suplementares. A
solubilidade do oxigénio em agua a 25°C e a pressdo de 1 atm ¢ aproximadamente 8,0
mg/L, contudo o oxigénio pode ser incrementado com o aumento do fluxo de ar ou com
o aumento da velocidade de agitagdo. Em culturas com elevadas densidades celulares ¢

comum a utilizacdo do enriquecimento de ar com oxigénio puro para prevenir
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limitagdes pelo oxigénio dissolvido no meio (Matsui ef al., 1999 e Strandberg ¢ Enfors,
1991). Adicionalmente, alguns investigadores realizam fermenta¢des sob condicdes
pressurizadas, com o objectivo de aumentar a solubilidade do oxigénio no meio de
cultura (Matsui ef al., 1999 e Strandberg e Enfors, 1991). No entanto para, pressoes
parciais acima de 0,4 atm, o didéxido de carbono libertado pela fermentacao pode ser

solubilizado, aumentando a concentragao de acido acético no meio.

O nivel de oxigénio no meio de cultura tem uma importante relevancia no
metabolismo dos microrganismos. De um modo geral, a perda do plasmideo aumenta
com a diminui¢do da taxa de oxigenagdo e consequentemente, um aumento na taxa de

perda do plasmideo pode ser a principal causa para a instabilidade (Kumar et al., 1991).

Contudo, a geracao de calor metabolico em fermentagdes fed-batch ou culturas
com densidades celulares elevadas pode ser desvantajoso, especialmente para culturas
em scale-up, onde se observa uma reducdo da relagdo entre a superficie da camisa de
arrefecimento e o volume do fermentador. Neste tipo de processos, as maiores fontes de
calor sdo originadas pela agitacdo mecanica e o calor metabdlico proveniente das

células (Kumar et al.,, 1991).

3.2 Modelos semi-hibridos de consumo de substrato em funciao do

pH e da Temperatura

Os modelos matematicos tém adquirido cada vez mais importancia em
biotecnologia, sendo ja uma ferramenta indispensavel no estudo de bioprocessos (Bastin
e Dochain, 1990). Geralmente, o objectivo da modelacio matematica consiste em
decifrar um modelo que, apesar da sua simplicidade, seja capaz de atingir a finalidade
para a qual estd a ser formulado, sem no entanto, perder aplicabilidade e assim evitar
que o processo de identificagdo e valida¢do seja mais complexo do que o necessario

(Bastin e Dochain, 1990).

A simulacdo de bioprocessos tem suscitado um grande interesse, quer no meio
académico quer industrial, apresentando — se como um instrumento efectivo no projecto
e desenvolvimento de algoritmos robustos, na optimizacdo, monitorizagdo, controlo e
caracterizagdo de bioprocessos (Bastin ¢ Dochain, 1990). A formulagdo do modelo

matematico, permite modelar o sistema e simular as suas condigdes de operacao,
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reduzindo o trabalho experimental associado. Contudo, como grande parte dos sistemas
biologicos tém dindmicas complexas e estdo sujeitas a varias perturbagdes, ¢ necessario
recorrer também a dados experimentais para além do conhecimento baseado em leis
fisicas (Bastin e Dochain, 1990). Os dados experimentais sdo por isso, pré-requisitos
para o projecto e aplicacdo de modelos biologicos. De facto, esses dados sdo necessarios
em quase todas as etapas de modelagdo de bioprocessos, as quais se centram na selec¢do
da estrutura do modelo calibracdo e identificacdo dos seus parametros (Bastin e

Dochain, 1990).

Os modelos matematicos podem ser classificados de acordo com diferentes
critérios, podendo um dado processo ser descrito e classificado por modelos

matematicos pertencentes a mais de uma das categorias indicadas na tabela 4.

Tabela 4- Classes de modelos matematicos (Adaptado de Bailey, 1998).

Classes de modelos matematicos

Nao verbal Verbal

Descritivo Predictivo
Deterministico Estocastico

Continuo no tempo Discreto no tempo

Nao estruturado Estruturado
Distribuido Segregado

Parametros concentrados Parametros distribuidos

Nos modelos nao estruturados a populacdo de microrganismos ¢ considerada
numa Unica varidvel, ndo havendo a preocupagdo de descrever a composicdo e a
qualidade da biomassa. Estes modelos permitem, normalmente, uma descri¢do
satisfatoria dos processos numa gama variada de condi¢des. Contudo, estas condi¢des
devem estar bem definidas pois estes modelos consideram que as reacgdes em todas as
células ocorrem a mesma velocidade (Bastin e Dochain, 1990). Tem sido demonstrado
que os modelos nado estruturados podem ser integrados com sucesso, em algoritmos de
monitorizagdo avancada e de controlo de bioprocessos, sem a necessidade de

equipamento muito sofisticado (Bastin e Dochain, 1990). Além disso, estes modelos
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estdo na base do procedimento do controlo dptimo adaptativo para a optimizagao de
processos (Van Impe, 1993).

Adicionalmente, existem os modelos estruturados nos quais um componente,
como a biomassa, ¢ subdividido em compartimentos. O comportamento dinamico do
sistema pode assim ser simulado de um modo mais efectivo, visto que ¢ abrangido por
um maior nimero de fendmenos. No entanto, em geral, estes modelos sdo muito dificeis
de identificar, devido ao grande niumero de pardmetros e uma vez que todas as variaveis
de estado necessarias sdo, em geral, de dificil quantificagdao (Van Impe, 1993).

O desenvolvimento de um modelo matematico capaz de simular o
comportamento de um dado processo ¢ uma tarefa iterativa, que decorre em varias
etapas fortemente dependentes umas das outras, destacando-se: (1) formulagdo do
modelo; (2) identificagdo do modelo e (3) validagdo do modelo. Na Figura 5
representam-se, as etapas do desenvolvimento do modelo matematico (Van Impe,
1993).

Inicialmente, a etapa de formulacdo do modelo consiste na definicdo e
caracterizacdo da sua estrutura. Nesta fase sdo definidos os limites do sistema, as
variaveis de entrada e saida assim como o tipo e o nivel de complexidade do modelo a
utilizar (Vanrolleghem e Dochain, 1998). Sdo também definidas as véarias relacdes entre as
varidveis. Durante a etapa de identificacdo pretende-se estimar o valor numérico dos
pardmetros envolvidos nas fungdes que relacionam as variaveis do modelo
(Vanrolleghem e Dochain, 1998). Esta ¢ normalmente a etapa critica do desenvolvimento
do modelo matematico, devido essencialmente as dificuldades experimentais e ao tempo
dispendido. A etapa final do desenvolvimento do modelo matematico consiste na sua
validacao, efectuando-se o teste a sua capacidade de previsdo (Vanrolleghem e Dochain,
1998). Posteriormente, as previsdes do modelo sdo comparadas com os resultados
experimentais que ndo foram utilizados na identificagdo dos seus parametros.
Teoricamente, se o modelo descrever satisfatoriamente os resultados experimentais
conclui-se que o modelo esta validado, caso contrario, se as previsdes discordarem
significativamente desses resultados, ndo conseguindo também descrever as suas
tendéncias, a estrutura do modelo devera ser alterada, considerando novamente as

etapas anteriores (Vanrolleghem e Dochain, 1998).
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Figura 5- Etapas do desenvolvimento de um modelo matematico genérico em bioprocessos

(Adaptado de Vanrolleghem e Dochain, 1998) .

A modelacdo de processos biotecnologicos envolve normalmente um maior
nimero de iteragcdes do que a dos processos quimicos. A validagdo experimental
permite a identificagdo dos seus pardmetros, bem como, ultrapassar algumas incertezas
que ainda possam existir na estrutura do modelo, recorrendo eventualmente a algumas
iteragdes do procedimento de modelagdo (Vanrolleghem e Dochain, 1998 e Bernaerts et

al., 2000).

Contrariamente, as caracteristicas inerentes dos bioprocessos, como a sua nao
linearidade, conjugadas com técnicas analiticas pouco adequadas e robustas, fazem com
que o procedimento de modelagdo matematica ndo possa ser aplicado sem alteragdo,
implicando muitas vezes um nimero de iteracdes relativamente elevado (Vanrolleghem
e Dochain, 1998 e Bernaerts et al., 2000).

O desenho 6ptimo de experiéncias, tem como objectivo optimizar o conteudo de
informagdo dos dados experimentais, de modo a permitir a identificagdo do modelo
matematico do processo em estudo (Merkel et al., 1996 e Keesman e Stigter, 2002). A
planificacdo das experiéncias poderda permitir ndo sé realizar fermentagdes em
condi¢des em que o sistema seja preparado adequadamente, como escolher periodos
dessas fermentacdes onde a sensibilidade a cada um dos parametros do modelo seja
maior, ¢ assim conseguir a sua identificagdo com a maior precisdo possivel (Bernaerts et
al., 2000; Keesman e Stigter, 2002).

Genericamente, o processo de identificacio dos parametros do modelo
matematico em biotecnologia ¢ limitado, ndo s6 pela qualidade da informacdo

disponivel, proveniente dos resultados experimentais, mas também devido ao facto
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desses modelos serem ndo lineares, traduzindo-se muitas vezes numa consideravel
correlacdo entre os parametros a identificar (Versyck et al., 1998). Sendo assim, por
vezes, apenas um subconjunto desses parametros podera ser identificado mesmo que

seja verificada a identificabilidade tedrica do modelo (Walter e Pronzato, 1990).

3.3 Sistemas de producio da proteina hSCOMT

Actualmente, muitas proteinas sdo produzidas por microrganismos
geneticamente modificados, de forma a incrementar a concentra¢do e produtividade
celular (Maré et al., 2007). A expressdao de proteinas recombinantes ¢ geralmente
induzida através da incorporagdo de plasmideos compostos por componentes genéticos
compativeis, entre os quais destacam-se: origem de replicagdo (ori), um marcador de
resisténcia a antibidtico, promotores transcricionais, regioes de iniciagdo de traducdo

(TIRs), assim como terminadores transcricionais e traducionais (Mar€ et al., 2007).

Especificamente, a tecnologia de proliferagcdo consiste em controlar o ciclo
celular do hospedeiro produtor de maneira a reconduzir a sua energia metabolica na
criagdo de biomassa para a produgdo de proteinas alvo com aplicagdes farmacéuticas
(Fussenegger et al., 1998). Geralmente, o processo de produgdo desenvolve-se em duas
fases sequenciais: uma fase de expansao, onde as células proliferam até atingirem uma
densidade celular especifica, seguida de uma fase produtora, onde as células suspendem
o ciclo celular na fase G1 e iniciam a produg¢do da proteina alvo, apds indugdo (Weber e

Fussenegger et al., 2007).

Nas ultimas décadas, a COMT solavel na forma recombinante tem sido
produzida em E. coli, células de insectos, e em células de mamiferos, utilizando
vectores de expressao baseados em virus Epstein — barr (virus do Herpes) e virus
Simian 40 (Polyomavirus) (Passarinha et al., 2009). Apesar de todos os sistemas acima
mencionados produzirem formas funcionais de enzima, os métodos permitem produzir
até 1g de proteina alvo (Passarinha er al., 2009). De facto, at¢ a0 momento pouca
investigacdo tem sido conduzida na fase upstream, de forma a melhorar a produtividade
volumétrica e massica para varios dominios de aplicagdo biofarmacéutica e neuroldgica

(Passarinha et al., 2009). Em termos comparativos, a auséncia de actividade de COMT
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endogena, aliada as vantagens ja apresentadas, fazem da E. coli um sistema de

expressao ideal da proteina hSCOMT (Lundstrom et al., 1995).

Curiosamente e tendo em vista a simplificacdo do processo de purificacdo, a
enzima alvo poderd ser expressa em E. coli recorrendo a um sistema de proteina de
fusdo com a enzima glutationa — S — transferase (GST). Este sistema permite alcancar
niveis de expressao elevados numa forma biologicamente activa (Tilgmann e Ulmanen,
1996). Mais recentemente, a hSCOMT foi produzida também sob a forma de proteina
de fusdo, mas desta vez associada a um péptido de ligacdo a calmodulina, originando
niveis de expressdo elevados e uma purificagdo eficiente com a utilizacio de um
processo de isolamento mais simplificado do que em estudos referidos anteriormente

(Bonifacio et al., 2001).

3.3.1 Scale-Down / Scale-Up

Alguns sistemas de producdo scale-down, para proteinas recombinantes,
utilizam a indugdo da proteina recombinante ap6s uma fase de crescimento celular
durante a qual a formacdo do produto ¢ nula ou extremamente reduzida (Lin,2000).
Apos a adi¢do do indutor e da taxa especifica de producao ter alcancado o seu valor
maximo, a sintese do produto continua por algumas horas (Shimizu et al., 1998; Seeger

et al., 1995).

Tipicamente, o glicerol ¢ usado como fonte de carbono nas fermentacdes a
escala laboratorial, uma vez que, ¢ relativamente barato, autoclavével, e a formagao de
sub-produtos, como o acetato durante o crescimento, ¢ significativamente menor do que
a observada com glucose (Paalme et al, 1990). Curiosamente, utiliza-se uma
concentragdo inicial baixa em glicerol, no meio de fermentacdo, calculada com base na
taxa de crescimento especifica, rendimento, quantidade de glicerol e biomassa. Durante
a fermentacdo, o momento da diminui¢do de glicerol ¢ automaticamente identificado

pelo decréscimo de O, no meio de cultura (Paalme et al., 1990).

Adicionalmente, nas produgdes em scale-up de produtos terapéuticos
recombinantes necessitam de culturas com densidades celulares elevadas, por forma a

incrementar a biomassa microbiana e a formacdo do produto alvo. O principal objectivo
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das fermentagdes, seja a nivel industrial ou em fase de pesquisa e desenvolvimento, ¢
maximizar a produtividade volumétrica (g/Lh) para obter a maior quantidade possivel
de produto num dado volume, durante o menor periodo de tempo possivel. Sendo assim,
altas densidades celulares tornam-se um pré-requisito para elevadas produtividades
(Thiry et al., 2002). A producao em larga escala de proteinas recombinantes em sistema
de expressdo com E. coli ¢ usualmente conseguida usando um bioprocesso com duas
etapas (Passarinha et al., 2009). Na primeira fase as células dividem-se até se obterem
densidades celulares elevadas, sob condi¢des de crescimento favoraveis, onde a sintese
de proteinas ¢ mantida no minimo. Posteriormente a segunda etapa, caracteriza-se pela

expressao da proteina recombinante alvo, apds indugdo (Passarinha et al., 2009).

Experimentalmente, a melhor maneira para efectuar o scale-up do processo ¢é
inicia-lo com o scale-down até a escala piloto, onde as condi¢des de cultura serdo
reproduzidas na escala final de producao. Tipicamente, quando a escala ¢ aumentada o

meio torna-se cada vez mais heterogéneo (Thiry et al., 2002).

Adicionalmente, a instabilidade genética dos microrganismos recombinantes ¢
um dos principais problemas para o scale-up de processos fermentativos, ja que
usualmente as estirpes recombinantes sdo mais instdveis em condi¢cdes de expressao,
que em condi¢des de repressdo (Lin, 2000). Deste modo constata-se que, a separagdo
entre as fases de crescimento do hospedeiro e a expressdo génica da proteina
recombinante ¢ essencial no incremento da estabilidade e da produtividade do processo

(Lin, 2000).

Seguidamente abordamos alguns modos de operacdo em bioprocessos,
nomeadamente os modos de operacdo bacth e fed-batch, esclarecendo algumas
consideragdes sobre ambos, bem como as suas principais diferengas de funcionamento

e limitagdes associadas.

3.3.1.1 Batch

O regime de cultura batch (descontinuo) (Figura 6) tornou-se no setup padrao
para processos de cultura de usando como microrganismo a E. coli. Depois da fase lag,

as células crescem com taxas elevadas até a fase de morte celular, onde se observa uma
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redugdo do numero de células vidveis. Contudo, alguns estudos sugerem que
controlando a proliferacdo de células do hospedeiro podemos incrementar a
produtividade, e melhorar rendimento do produto, melhorando de um modo geral o

desempenho do processo batch (Kautmann H. et al., 2001).

X(t)

X(t)

H = Hmax

Time

Figura 6- Curva de crescimento tipica da E. coli em modo de operacio batch (Adaptado de

Carnes A., 2005).

A principal vantagem da fermentacdo batch ¢ a simplicidade. Todos os
nutrientes necessarios ao crescimento celular estdo presentes durante a inoculagao,
sendo tipicamente recomendado 1 a 5% do volume de cultura, por forma a minimizar a
fase lag. Posteriormente, durante a fase exponencial de crescimento, todos os nutrientes
encontram-se em excesso; originando taxas de crescimento especifica maxima ([max)
descritas e previstas pela cinética de Monod (Ryan e Parulekar, 1990; Li e Taylor,

1994; Patnaik, 2002) .

Do ponto de vista experimental, a operacdo batch ¢ a mais atractiva tendo em
conta a sua facil implementagdo, a reducdo de custos em consumiveis € o tempo de
experimentacdo. Ao nivel industrial, este tipo de operagdo ¢ também uma configuragado
comum na producao de proteinas recombinantes. No entanto, as fermentagdes em batch
originam rendimentos baixos devido essencialmente a concentracdo limitante de
substrato e/ou a concentragdo de produtos formados que, tipicamente inibem o

crescimento ( Ryan e Parulekar, 1990; Li e Taylor, 1994; Patnaik, 2002).

Ha semelhanca de outros tipos de operagdo, em modo batch, os meios de cultura
podem ser semi-definidos ou complexos. Geralmente, os meios semi-definidos
fornecem um crescimento reprodutivel no sobrenadante para a proteina segregada

(Thiry et al., 2002). Os meios complexos incluem peptona e/ou extracto de levedura,
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contudo, a composi¢do pode variar em quantidade e qualidade dificultando a
reprodutibilidade das fermentagdes. Em geral, sdo faceis de preparar, econdmicos e de
rapido crescimento, sendo dificil analisar a variagdo entre os “batches” realizados.
Assim, em algumas culturas ¢ necessario a utilizacdo de meios complexos para
estimular a formacdo do produto e/ou o crescimento celular, principalmente se as
estirpes forem auxotroficas. Em ambos os casos, a escolha da fonte de carbono ¢
crucial. Tipicamente, uma concentragao elevada de glucose pode originar a acumulagao
de acetato, reduzindo o rendimento em biomassa e os niveis de expressdo da proteina

alvo em E.coli (Thiry et al., 2002).

3.3.1.2 Fed-Batch

A fermentacdo fed—batch (Figura 7) tem sido usada na industria desde o
inicio do século XX, na producdo de cerveja e de levedura para a panificagdao
(fermento de padeiro) e, mais tarde, desde 1950, na producdo de antibidticos, entre

muitos outros casos (Shiloach e Fass, 2005).

Batch
phase

Fed-batch
phase

Time

Figura 7- Curva de crescimento tipica da E. coli em modo de operacdo Fed- batch

(Adaptado de Carnes A., 2005).

Geralmente, a fermentacao fed-batch comega com uma fase de batch. As células
sdo inoculadas com um volume inicial de meio que contém os nutrientes nao limitantes
e os substratos limitantes. Curiosamente, os meios de cultura definidos sdo amplamente
descritos em fermentagdes fed-batch, uma vez que os nutrientes sdo conhecidos
podendo ser controlados durante a fermentagao, facilitando e simplificando o processo

downstream de recuperacdo (Shiloach e Fass, 2005). De forma a que o crescimento
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celular atinja elevadas densidades, torna-se necessario desenvolver um meio de cultura
que contenha todos os nutrientes necessarios, evitando-se inibi¢cdes por concentragdes
elevadas de nutrientes essenciais, ou o inverso, a auséncia de algum elemento essencial
ao metabolismo celular. Também ¢ desejavel que a solugdo de alimentacao adicionada
ao meio de cultura tenha uma formulacao simples e seja sustentavel. Para desenvolver
este tipo de alimentagcdo a abordagem geralmente utilizada tém em consideracdo, a
composicao massica das células e dos coeficientes de rendimento de cada componente
presente no meio (Riesenberg e tal., 1999). Actualmente, a operagao fed—batch, quando
devidamente optimizada a cada sistema de expressdo, torna possivel alcangar
densidades celulares acima de 190 g/L (em peso seco), em fermentacdes com E. coli,

para producdo de proteinas recombinantes (Shiloach e Fass, 2005).

A alimentagdo controlada dos nutrientes limitantes inicia-se apds esgotamento
total do nutriente alvo. Especificamente, varias estratégias de alimentacdo tém sido
desenvolvidas, com controlos fedback (p.e., D.O — Stat, pH- Stat, actividade metabolica,
concentracdo de biomassa, e concentragdo de substrato) ou pré — determinados (p.e.,
constante, linear, passo a passo, ou alimentacdo exponencial) (Carnes A., 2005). Esta
ultima ¢ uma das estratégias de alimenta¢do mais simples e eficazes, permitindo que a
cultura cres¢a a uma taxa pré — determinada inferior a pmsx sem necessitar de um
controlo feedback. Como a fermentagdo comeca em modo batch contendo uma
concentragdo de substrato abaixo dos limites de inibicdo, as células crescem até que o
substrato se esgote, no momento exacto em que a alimentagdo de nutrientes comeca

(Carnes A., 2005).

Como foi referido anteriormente, o crescimento da E. coli em culturas de alta
densidade celular, em meios compostos por glucose, ¢ a formagdo e acumulagdo de
acetato. A sua acumulacdo torna-se particularmente relevante quando ha sintese de
proteinas heterodlogas, uma vez que constata-se que concentragdes de acetato superiores
a 2,4 g/L afectam negativamente o crescimento de células e a producdo de proteinas
(Noronha et al., 2000). Sendo assim, a estratégia de alimentacdo usada desempenha
um papel critico para o sucesso da fermentagdo, visto dela depender, em grande parte,
o controlo da producdo de acetato, a concentragdo maxima celular e a produtividade
pretendida (Noronha et al., 2000). Para minimizar a formagdo de acetato em culturas
fed-batch, foram desenvolvidas diversas estratégias, como o controlo da taxa especifica

de crescimento. A maneira mais eficiente de controlar a taxa especifica de crescimento ¢
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limitar os nutrientes necessarios ao crescimento celular, tipicamente a fonte de carbono
ou azoto (Riesenberg et al., 1991; Paalme et al., 1990; Yoon et al., 1994; Klemann e
Strohl, 1994).

Estudos adicionais mostram que tém sido aplicadas com sucesso estratégias
baseadas, em caudais de alimentagdo constantes ou exponenciais, ou métodos mais
sofisticados, que envolvem esquemas de controlo indirecto com retroac¢ao de
parametros fisicos como o teor de oxigénio dissolvido e o pH (Korz et al., 1995;
Narciandi, 1996; Wangsa-Wirawan et al., 1997; Suarez e Kilikian, 2000; Johnston
et al, 2002; Kleist et al., 2003). Resumidamente, na Tabela 5, representam-se
algumas vantagens definidas para os diferentes tipos de reactores em modo de operagao

batch, fed-Batch e continuo.
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Tabela 5— Resumo das vantagens e desvantagens associadas aos modos de operacdo de um

bioreactor (Adaptado de Versyck, 2000).

Modo de

operacio

Vantagens

Desvantagens

Batch

Equipamento simples;

Adequado para baixa produgao;
Reducao do esforgo
experimental, tempo e consumo
de reagentes;

Facil implementagao;

Tempo de espera longo para enchimento e lavagem;
Variacao das condicdes de reacgdo com o tempo;
Inadequado para estudos de identificacdo de
parametros de modelos;

Nao permite a transferéncia de conhecimento de
parametros para outras condi¢des de operacao;
Inadequado para estudos de desenho Optimo de

experiéncias;

Continuo

Permite elevada produgao;

Boa qualidade dos produtos
devido as condigdes constantes
de operacao;

Adequado para estudos cinéticos;

Requer controlo de fluxo;

Instavel durante longos periodos de fermentagao;
Esforco experimental, tempo e consumo de
consumiveis acentuados;

Pouco adequado para estudos de identificagdo de
parametros de modelos;

Permite a transferéncia de conhecimento de
parametros para outras condi¢des de operacio;
Pouco adequado para estudos de desenho optimo de

experiencias;

Fed-batch

Controlo de condigoes
ambientais;

Adequacao para estudos de
identificacdo de parametros de
modelos;

Permite a transferéncia de
conhecimento de parametros para
outras condigdes de operacao;
Adequado para estudos de

desenho 6ptimo de experiencias;

Necessita de estratégias de alimentacdo de forma a
se obter a concentragdo desejada de substrato e
produtos;

Necessita de equipamentos e software sofisticados;
Implica algum esforco experimental, tempo e

gastos de consumiveis;

28
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3.4 Fluxos associados a sintese de biomassa

O crescimento celular ¢ garantido pela oxidagdo de nutrientes através de uma
rede complexa de reac¢des bioquimicas. Durante esse processo ¢ produzido novo
material bioldgico acompanhado pela producdo de energia utilizada para manter a
organizagdo celular. Assim, observa-se a combina¢do de fluxos associados a sintese de
biomassa e outros fluxos metabdlicos, que produzem energia essencialmente utilizada
na manuten¢do do gradiente idnico, reparacao de proteinas e polinucleotidos existentes,
assim como para manter as infra-estruturas bioquimicas que permitem a célula uma
rapida adaptacdo a alteragdes ambientais (Varma et al., 1993; Holms, 1996; Lima e

Mota, 2003).

A andlise dos fluxos metabolicos tem emergido como uma importante
ferramenta no campo da engenharia, uma vez que podem ser quantificados pelo
desenvolvimento de balangos metabolicos. Tipicamente as, mudancas no fluxo
metabolico podem reflectir a utilizacdo e limitagdes potenciais das vias metabolicas e
fornecem a informagdo para o desenvolvimento e controlo optimizado do bioprocesso.
A rede de fluxo metabdlico elucida e orienta ndo apenas o controlo do processo de

cultura fed-batch, mas também melhora as estirpes recombinantes (Yan L. et al., 2008).

O principio de conversdo de substratos em biomassa e energia ¢ relativamente
simples, consistindo no transporte de cada fonte de carbono para a célula e
posteriormente na sua degradagdo em moléculas mais simples com incorporagdo nas
vias metabolicas centrais. Tipicamente estas vias, contém cerca de trinta compostos:
entre os quais destacam-se acidos fosforilados e/ou carboxilicos e tiol-ésteres da
coenzima A (Varma et al., 1993; Holms, 1996; Lima e Mota, 2003). A conversao
de compostos intermediarios € catalizada por enzimas organizadas em vias metabolicas
como a glicolise ou via Embden-Meyerhof-Parnas, das pentoses fosfato, e o ciclo dos
acidos tri-carboxilicos (ATC), e variagdes deste ciclo como a via Entner - Doudorof e
da fosfocelolase. Estas vias conduzem ndo sé a produgdo de energia, sob a forma de
Adenosina Trifosfato (ATP), coenzimas reduzidas, como o Hidrogeno-nicotinamida
Adenina Dinucledtido (NADH), e o Hidrogeno-flavina Adenina Dinucle6tido
(FADH2), mas igualmente de moléculas de baixo peso molecular que sdo utilizadas na

sintese de blocos precursores (aminodcidos, bases puricas e pirimidicas, aglcares
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fostatados e outros derivados de agucares, dcidos organicos e diferentes metabolitos) de
diferentes macromoléculas que constituem as células (proteinas, &cidos nucleicos,

lipidos e polissacaridos) (Varma et al., 1993; Holms, 1996; Lima e Mota, 2003).

O metabolismo da E. coli serviu, durante mais de uma década, como base para
novos métodos de andlise das vias metabolicas. Actualmente, aceita-se que esta bactéria
possua essencialmente quatro vias metabolicas, (Zhao e Shimizu, 2003; Carlson e
Srienc, 2004) extremamente eficientes, na conversao da fonte de carbono e oxigénio em
novas geracdes de células e energia de manuten¢do sob qualquer nivel de limitagdo de
oxigénio (Zhao e Shimizu, 2003; Carlson e Srienc, 2004). Geralmente nestes casos, a
glucose ¢ o substrato mais utilizado experimentalmente, uma vez que pode ser
simultaneamente fonte de carbono e energia, sendo facilmente metabolizado e com

custos relativamente reduzidos.

Na auséncia de oxigénio, fermentacdes na presenca de glucose conduzem a
producdo essencialmente de etanol, acetato, formato, succinato e lactato. Em
sistemas de producdo de proteinas recombinantes, a via anaerobia mais eficiente produz
trés moléculas de ATP, uma de acetato, uma de etanol e duas de formato por cada
molécula de glucose formada, traduzindo-se num rendimento energético de
aproximadamente 0,5 moles de ATP por mole de carbono de glucose consumida
(Carlson e Srienc, 2004). Em condig¢des aerdbias e quando a glucose esta em excesso,
segue-se uma via fermentativa originando a produg¢do de compostos de baixo peso
molecular. O acetato ¢ o composto mais frequente em fermentagdes de E .coli (Phue e
Shiloach, 2004). Esta via apresenta um rendimento energético de 2 moles de ATP por

mole de carbono de glucose oxidada, com a seguinte estequiometria:

C6H1206 + 202 — 2CH3COOH + 2C02 + 2H20 + Energia (Equag:?lo 1)

O acetato formado pela via anterior pode ser oxidado e usado como fonte de
carbono secundaria se a sua concentragdo ndo for inibitoria e se a capacidade do ciclo
dos ATC ndo estiver toda ocupada pelo metabolismo da glucose (Alba e Calvo, 2000).
Quando o acetato ¢ a tnica fonte de carbono os compostos intermediarios do ciclo dos
ATC sao produzidos pelo ciclo do glioxilato que ¢ inibido na presenga da glucose
(Carlson e Srienc, 2004). A reac¢do de oxidacdo do acetato estd representada na

equacao 2.




Introdugao

CH;COOH +20; — 2C0O; +2H,0 (Equacio 2)

Deve ser realcado que nas equagdes anteriores nao ¢ considerada a formacgao de
biomassa, ndo se incluindo, por isso, os coeficientes de rendimento. Na Figura 8
representa-se um esquema simplificado do metabolismo da glucose e do acetato na E.

coli.
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Figura 8- Metabolismo da glucose e do acetato na E. coli (Adaptado de Carlson e Srienc,

2004 e de Phue et al., 2005).

Em resumo, quando a E. coli cresce na presenca de glucose em condi¢des de
aerobiose, esta ¢ metabolizada em varias etapas, pelas seguintes vias: glicolise, ciclo dos
ATC e cadeia respiratoria. Especialmente, na glicolise, a glucose 6-fosfato ¢ convertida
em piruvato e no ciclo dos ATC, a acetil-CoA ¢ oxidada a dioxido de carbono e agua
com produ¢do associada de coenzimas reduzidas. Uma reac¢do intermediaria faz a
unido entre as duas vias anteriores, onde por ac¢do da piruvato desidrogenase ¢é
produzida a acetil-CoA através do piruvato. Como referido anteriormente, quando a
glucose se encontra em excesso ha producao de acetato. A explicagdo mais comum para

a sua formacdo e acumulacdo ¢ o fluxo elevado de carbono através da glicolise, que

31 }
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excede a capacidade do ciclo dos ATC. Assim, o acetato ¢ produzido através da acetil-
CoA pela ac¢do das enzimas fosfotransacetilase e acetato quinase e através do piruvato
pela piruvato oxidase. Por outro lado, o acetato formado podera ser novamente
convertido em acetil-CoA pela acetil-CoA sintetase, sendo o reabastecimento do ciclo

dos ATC feito via ciclo do glioxilato.

Na Figura 9, estéd representada a capacidade oxidativa em E. coli em condigdes
de aerobiose, reproduzindo as principais vias metabdlicas que podem ocorrer durante
um processo fermentativo. Especificamente, para valores inferiores a taxa especifica
critica de crescimento (Leritico) @ glucose ¢ completamente oxidada, originando elevados
rendimentos em biomassa por glucose consumida, denominando-se por rendimento

oxidativo em glucose (Y&F

). A Equacdo 1 traduz este metabolismo oxidativo, o qual ¢
representado na Figura 9 pelas setas 1 e 2. Para valores superiores a p critico e
inferiores a taxa especifica maxima de crescimento o excesso de glucose ¢ convertido
essencialmente, através do metabolismo oxido-redutivo em acetato, obtendo-se um
rendimento inferior de biomassa por glucose consumida. Este rendimento ¢ designado
por redutivo em glucose (Y&¢?). A Equagdo 2 traduz o metabolismo oxido-redutivo
(Figura 9 — seta 3). As setas 4 e 5 da Figura 9 descrevem uma situagdo, designada por

metabolismo oxidativo em glucose e acetato ou oxidativo em acetato, respectivamente

(Equacao 2).
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Figura 9 - Representacido esquemaitica da capacidade oxidativa da E. coli (Adaptado de

Cannizzaro et al., 2004).

Globalmente, uma vez que a acumulagdo de acetato afecta o crescimento € a
producdo de proteinas, t€ém sido aplicadas varias estratégias para limitar a sua
acumulacdo durante bioprocessos de alta densidade celular, das quais se destacam a
adicdo gradual de glucose usando técnicas de alimentagdo fed-batch (Cannizzaro et al.,
2004) e o desenvolvimento de estirpes mutantes com vias metabolicas modificadas.
Embora, o metabolismo da glucose e do acetato para a E. coli tenha sido intensamente
estudado durante os ultimos 50 anos, ainda ndo foi proposta uma justificacdo unanime
para os fendmenos mais importantes que caracterizam o crescimento desta bactéria
(Varma e Palsson, 1993a e 1993b; Ko et al., 1994; Van de Walle e Shiloach, 1998; Xu
et al., 1999; Edwards e Palsson, 2000; Dittrich et al., 2005).
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4. Objectivos

Este trabalho teve como objectivo:

e Determinar a influéncia de varaveis como a temperatura, o pH e a agitagao na

produtividade da hSCOMT.

e A implementagdo de modelos de pH e temperatura, no controlo de sistemas

de producdo da proteina recombinante.
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5. Materiais e Métodos

5.1 Materiais

A 4gua ultra-pura foi obtida num sistema Milli — Q (Millipore/Waters) como
base na formulagdo do meio de crescimento da bactéria. O sal dissédico de
carbenicilina, isopropil — B — D — tiogalactopiranosido (IPTG), triptona, extracto de
levedura, lisozima, dithiothreitol (DTT) e glicerol, metanefrina, epinefrina, SAM, acido
citrico monohidratado, octil sulfato de sédio, dibutilamina e &cido perclorico
concentrado 70% (v/v), foram obtidos na Sigma Chemical Co (St Louis, MO, U.S.A).
Todos os outros quimicos utilizados no desenvolvimento do trabalho eram de grau

analitico, comercialmente disponiveis e usados sem purificacdo posterior.

5.2 Expressao e Recuperac¢ao da proteina hSCOMT recombinante

As células de Escherichia coli BL21(DE3), que continham o plasmideo de
expressao (pET101/ D — hSCOMT), foram crescidas durante a noite a 37°C em placas
de agar, com meio LB padrdo contendo 100 pg/mL de carbenicilina. Posteriormente,
inoculada uma colénia em 62,5 mL de meio SOB com 62,5 pL de carbenicilina em
erlenmeyers de 250 mL. As células foram crescidas a 37°C e 250 rpm até ser atingida
uma densidade oOptica a 600 nm (DOgoy) de 2,6; correspondente ao meio da fase
exponencial de crescimento bacteriano. A pré-cultura foi entdo diluida (1:8) em meio
SOB fresco (250 mL) num erlenmeyer de 1L, sendo o volume de indculo calculado de
modo a alcangar uma DOgg inicial de 0,2 — 0,3. Quando a DOgg atingiu 0,7; a
producao de hSCOMT ¢ induzida pela adi¢do de IPTG (concentragdo final de 1 mM).
Ap0s 4 horas de crescimento, as células foram recolhidas por centrifugagdo (4600 rpm,
20 min, 4°C) e armazenadas a -20°C para posterior utilizagdo. Com o objectivo de
estabelecer uma comparagdo, o mesmo processo foi repetido, utilizando um meio semi-

definido, como meio de fermentacao e de producao da proteina hSCOMT.

Posteriormente, o precipitado de células foi suspenso num tampao padrao (50
mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM MgCl,) contendo inibidores de
proteases (5 pg/mL de Leupeptina e 0,7 pg/mL e Pesptatina), foi lisado por tratamento
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com Lisozima (0,5 mg/mL) seguido de ciclos consecutivos de congelamento (azoto
liquido a -120°C) e descongelamento (42°C). Finalmente, adiciona-se DNAse
(Img/mL), com o objectivo de reduzir a viscosidade da amostra (Passarinha et al.,
2008). Apos a lise bacteriana, foi obtido um volume de sobrenadante de 10 mL e
injectado directamente num HPLC acoplado a detec¢ao electroquimica amperométrica

para estudos de actividade enzimatica.

5.3 Método de Bradford para determinacio da concentracio da

proteina — COMT

O conteudo em proteina nos lisados obtidos foi medido pelo método de Bradford
(macro-ensaio). Deste modo, procedeu-se a elaboracdo de uma recta de calibragdao com
solucdes padrao de BSA no intervalo de 100 — 1000 pg/mL, de modo a relacionar a
absorvéncia medida na amostra com a concentragdo de proteina presente nos extractos

obtidos.
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Figura 10 — Curva de calibracio BSA com Tampio BIAL.

5.4 Actividade Enzimatica

A eficiéncia da metilagdo da proteina hSCOMT recombinante obtida, foi
avaliada pela quantificacdo de metanefrina formada a partir de epinefrina como

substrato, num sistema de HPLC com detecgao electroquimica. Inicialmente foi tragada
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uma recta de calibragdo com concentragdes crescentes de metanefrina (1 — 20 nmol/mL)
de modo a relacionar a altura do pico de metanefrina com a concentracdo de

metanefrina presente na amostra.
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Figura 11 — Curva de calibracio da metanefrina.

Nos ensaios de actividade da enzima, uma aliquota de 150 pg/mL de extracto
soluvel foi incubada com 5 mM de tampao fosfato de sodio (pH 7,8) contendo 0,2 mM
de MgCl,, 2 mM de EGTA, 250 uM de SAMe e 1 mM de epinefrina num volume total
de amostra de 1 mL. As reac¢des foram realizadas a 37°C durante 10 min num banho,
sob agitacdo, e foram interrompidas pela adi¢do de 200 pL de acido perclorico (2M). Os
sobrenadantes foram centrifugados a 6000 rpm durante 10 min a 4°C, filtrados com
membranas que possuem um tamanho de poro de 0,22 um, de modo a remover o
material precipitado, para posterior analise num sistema de HPLC com deteccdo
electroquimica. As actividades da proteina hSCOMT foram calculadas em termos de

nmol de MN produzida/h/ mg de proteina.

Especificamente, o sistema de HPLC inclui uma bomba quaterniria com
controlador (600), um injector manual (Rheodyne 7725), um desgaseificador (AF)
instalado entre o reservatorio do eluente e a valvula de injeccdo, uma bomba e um
detector amperométrico electroquimico (ECD — 2465). O sistema de HPLC ¢ controlado
automaticamente pelo software Empower, fornecido pela Waters Corporation (Milford,

MA, USA).

Em termos experimentais, a fase movel (0,145 mM de EDTA, 0,1 mM de

acetato de sodio, 0,1 mM de acido citrico, 0,5 mM de octil sulfato de sédio, 1 mM de
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dibutilamina e 5% de metanol (v/v), ajustando o pH a 3,5 com 4cido perclorico 70%
(v/v), foi filtrada através de uma membrana com um tamanho de poro de 0,20 pum,
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany), desgaseificada ultrasonicamente e bombeada
em modo isocratico no sistema cromatografico a 1 mL/min. A separagdo cromatografica
¢ obtida utilizando uma coluna de fase — reversa com um tamanho de particula de 5 um,
XTerra MS Cy3 ODS (250 x 4,6 mm, i.d) ligada a uma pré-coluna da mesma natureza (5
pum, 10 x 4,6 mm, i.d), ambas fornecidas pela Waters. Todas as injecgdes foram

efectuadas utilizando uma valvula Rheodyne, equipada com um loop de 20 pL.

A oxidacgao electroquimica de metanefrina das respectivas O — quinonas foram
realizadas num celula, equipada com um eléctrodo de trabalho de carbono vitreo com 3
mm de didmetro, acoplada a um eléctrodo de referéncia a um potencial de oxidacao de
+750 mV. O eluente, a coluna analitica foram mantidos a uma temperatura constante
usando um modulo instalado no detector electroquimico. A sensibilidade do método foi

fixada em 100 nA.

Com o objectivo de determinar a concentracao de glicerol, e de sub-produtos nos
ensaios realizados em meio semi-definido (Tabela 6), utilizou-se um sistema de HPLC
com deteccdo electroquimica, através de elui¢do isocratica (0,6 mL/min), com uma
coluna Bio-rad Aminex HPX-87H, catalog 1250140, com 0,01 N de H,SO,4. Uma curva
de calibracao foi realizada, com concentracdes crescentes de glicerol de 0,2 — 1 g/L, de

forma a relacionar a altura do pico com a concentracao de glicerol presente na amostra.
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Figura 12— Curva de calibracio do Glicerol.
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Tabela 6 — Composicao do meio para batch e fed — batch e solucdo de nutrientes de

alimentacio (Adaptado de Passarinha et al., 2009).

Componentes Concentracio
Na,HPO, 5,50 g/L
NaCl 0,50 g/L
Acido Citrico monohidratado 1,64 g/L
Citrato de Potassio 2,00 g/L
Citrato de Sodio 0,67 g/L
Triptona 20 g/L
Glicerol 30 g/L
MgS0O4.7H,0O 1,21 g/L
Carbenicilina 50 pg/mL
Elementos vestigiais 1,5 mL

Composicao da solugao de element

os vestigiais

FeCl; 6H,O 27 g/L
ZnCl, 2g/L
CoCl. 6H,O 2g/L
Na;Mo004.2H,0 2g/L
CaClL.2H,0 1g/L
CuSO;, 1,2 g/L
H3;BO; 0,5 g/L
Composicao da alimentacio do Fed
Glicerol 300 g/L
Triptona 40g/L
MgS04.7H,0 15g/L
Carbenicilina 250mg/L
Solucio de elementos vestigiais 10 g/L
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6. Resultados e Discussao

A optimizagdo de meios de cultura, envolve a manipulagdo de varidveis
independentes como (pH, temperatura, nutrientes, velocidade de agitagdo, etc), fixando
outros parametros. Tipicamente, trata-se de um processo demorado e dispendioso, para
um grande nimero de varidveis. Para superar esta dificuldade, o design factorial pode
ser empregue com sucesso, hd semelhanca do que acontece em outros dominios, na
optimizacdo de bioprocessos (Adinarayana K. et al., 2003). O design factorial, consiste
num conjunto de técnicas estatisticas e matematicas, usadas vulgarmente para
determinar os efeitos de inimeras varidaveis em diferentes processos biotecnoldgicos

(Heck J. et al., 2008).

Neste trabalho, com base na tabela 7, podemos observar as condicdes de

fermentacdo, testadas tendo por base o design factorial, previamente estabelecido.

Tabela 7 — Condic¢oes de fermentacdes testadas.

N° de ensaios | Temperatura(°C) PHinicial Agitacao (rpm)
1 46,8 6,5 225
1 40 5 150
1 40 5 300
1 40 8 150
1 40 8 300
6 30 6,5 225
1 30 6,5 99
1 30 6,5 351
1 30 9 225
1 30 3,97 225
1 20 5 150
1 20 5 300
1 20 8 150
1 20 8 300
1 13,2 6,5 225
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Tipicamente, as condi¢des Optimas para o crescimento da E. coli, na produgdo da
proteina hSCOMT, sdo estabelecidas a 37°C, 250 rpm e a pH aproximadamente neutro.
No entanto a manipulagdo destas varidveis, poderd ter bastante influéncia no
crescimento da E. coli quer em meios complexos (SOB), quer em meios semi-definidos.
Especificamente, a temperatura pode ser utilizada para o controlo do metabolismo
celular, uma vez que o seu aumento, influéncia a estabilidade e o nimero de cépias do
plasmideo (Carnes A., 2005). A agitagdo ¢ outro parametro a ter em conta, uma vez que
culturas com elevadas densidades celulares requerem boas taxas de oxigenagdo e de
homogeneizacdo entre os varios nutrientes presentes na mistura. Adicionalmente o
controlo do pH sofre alteragdes, no momento em que a principal fonte de carbono se
esgota, aumentado o seu valor, assim sendo ¢ necessario o controlo deste parametro,
recorrendo a adi¢do de pequenas quantidade de acido e base. Contudo ¢ necessario ter
em aten¢do a formacdo de acetato, resultante da acumulacdo de sais que se formam
através da adicdo de acidos e bases, de forma a evitar o overflow deste metabolito,
sendo prejudicial ao crescimento microbiano no processo de fermentacdo (Lee et al.,

1996 e Fieschko e Ritsch, 1996).

Seguidamente apresentamos, os resultados em termos de actividade especifica e
produtividade madssica da enzima hSCOMT, obtidos como resultado de fermentagdes

efectuadas em meio complexo e semi-definido.

6.1 Meio Complexo (SOB)

Os meios complexos sdo largamente utilizados para estimular a formacao de
biomassa e/ou crescimento celular. Incluem na sua composi¢ao peptona e/ou extracto de
levedura, proporcionando um rapido crescimento celular (Riesenberg et al., 1999 e
Thiry et al., 2002).

Seguidamente apresentamos, os resultados em termos de actividade especifica
(Figura 13) e produtividade massica (Figura 14) da proteina alvo, de acordo com as

condigdes de fermentacao testadas.
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Figura 13— Estudos comparativos das diferentes condicoes de fermentacao, testadas com o
meio SOB, em termos de Actividade Especifica da hSCOMT (nmol/h/mg proteina).

Controlo de fermentacdes efectuado a T=37°C e 250 rpm.

De acordo com a figura 13, podemos referir que, em termos de actividade
especifica (nmol/h/mg proteina) da enzima hSCOMT, as condicdes de fermentagdo, que
apresentam melhores resultados sao a 30°C e 40°C de temperatura, em pH inicial de 6,5
e 9 e rotacdes de 225 e 300 rpm. Contudo, destaca-se a fermentacao realizada a 30°C,
pH inicial de 6,5 e 351 rpm, que regista um maior valor de actividade de proteina
hSCOMT. Adicionalmente, condi¢des extremas de operagdo apresentam valores de
actividade menores, especificamente a temperatura de 13,2 e 46,8°C, com pH inicial de
6,5 e a 225 rpm. Isto significa que no meio complexo, parametros como a temperatura e
as rotagdes, t€ém um papel fundamental nos resultados obtidos em termos de actividade

especifica desta proteina.

Tipicamente, a temperatura optima de crescimento da E. coli ¢ 37°C, logo ¢
natural que condi¢des de fermentagdo realizadas a 30 e 40°C apresentem uma
concentragdo de biomassa final apreciavel, bem como valores elevados de actividade
especifica e produtividade volumétrica da proteina alvo. A velocidade de agitagdo ¢
outro parametro a considerar, pois como ja foi referido, culturas com elevadas

densidades Opticas requerem boas taxas de oxigenacdo, permitindo maior transferéncia
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de O, para as células, obtendo-se assim um maior crescimento microbiano, bem como

um bom rendimento do produto alvo.
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Figura 14— Estudos comparativos das diferentes condicoes de fermentacao, testadas com o
meio SOB, em termos de Produtividade Massica da hSCOMT (nmol/h/mg proteina).
Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.

Tipicamente, a produtividade massica (nmol/h/mg de biomassa) ¢ calculada em
termos da razdo entre a actividade total de proteina (nmol/h) e a massa de biomassa
produzida, em 250 mL de meio de fermentacdo. A biomassa formada, tem em
consideragdo o peso seco da massa microbiana (0,3862 g/L) (Passarinha et al., 2009) e

da densidade optica encontrada.

Em termos de produtividade massica (Figura 14) ha condi¢gdes que apresentam
incrementos e decréscimos significativos. Nas fermentacdes realizadas a 20 e 40°C a
discrepancia ndo ¢ tdo acentuada, do que a 30°C, registando-se melhores valores de
produtividade massica. Este facto deve-se, ha maior quantidade de biomassa produzida,

no final das fermentagdes testadas.
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6.1.1 Agitacio

A velocidade de agitagdo, condiciona a quantidade de O, dissolvido no meio de
fermentagdo e consequentemente no transporte deste gas para o interior das células.
Tratando-se de fermentacgdes efectuadas em meio cuja composi¢ao ¢ complexa, torna-se
dificil a solubilidade do O,, que influencia directamente o crescimento microbiano e o
rendimento da proteina alvo. Seguidamente apresentamos os resultados em termos de
actividade especifica (Figura 15) e produtividade maéssica (Figura 16) da enzima
hSCOMT, resultantes da manipulacdo da velocidade de agitacdo, nas fermentagdes

realizadas.
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Figura 15 — Estudos comparativos das diferentes condi¢oes de agitacio (rpm) em
fermentacées testadas com o meio SOB, em termos de Actividade Especifica da hSCOMT

(nmol/h/mg proteina). Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 16 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de agitacdo (rpm) em
fermentacoes testadas com o meio SOB, em termos de Produtividade Massica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.

Observando as figuras 15 e 16, podemos afirmar que a agitagao ¢ um parametro,
que afecta de modo acentuado, a actividade especifica e a produtividade massica dos
sistemas de producdo da proteina hSCOMT. Deste modo, a fermentagdo realizada a 351
rpm, apresenta o maior valor de actividade especifica, quando comparado com os
ensaios realizados a 99, 150, 225 e 300 rpm. Uma vez que, a agitacdo ¢ descrita como
uma variavel limitante em fermentagdes com elevadas densidades celulares, e sendo o
oxigénio tipicamente pouco soluvel em meios liquidos, constata-se que culturas de E.
coli com elevadas concentracdes celulares exigem elevados niveis de oxigénio e
consequentemente niveis de agitagdo superiores. Tipicamente, quanto maiores forem as
rotacdes num meio de cultura, mais elevados serdo os niveis de oxigénio transferidos
para o interior das células, afectando directamente as vias metabolicas de producdo da
proteina alvo. Experimentalmente, o maior valor encontrado em termos de
produtividade massica, obteve-se em condi¢des de fermentagao efectuadas a 99 rpm, de
acordo com a maior quantidade de biomassa formada no final da fermentacdo, em

comparacdo com as condi¢des restantes.
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6.1.2 Temperatura

As fermentacdes realizadas com meio complexo sdo relativamente céleres no
que diz respeito, ao crescimento de biomassa, devendo-se ao facto, da composicao deste
meio, incluir extracto de levedura e peptona. Uma vez que a temperatura Optima de
crescimento da E. coli verifica-se a 37°C, a alteragdo deste valor apresenta
consequéncias directas em pardmetros como, a taxa especifica de crescimento, e
caréncia de O,, minimizando os efeitos toxicos, causados pela producdo de metabolitos,
resultantes do metabolismo celular e logicamente na produtividade da hSCOMT

(Riesenberg et al., 1991 e Lee e Chang, 1999 e Carnes A., 2005).

Com base nos resultados em termos de actividade especifica (Figura 17) e
produtividade madssica (Figura 18) da proteina alvo, observamos os efeitos da

manipulacdo da temperatura nas fermentagdes realizadas.
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Figura 17 - Estudos comparativos das diferentes condicoes de temperatura em
fermentacées testadas com o meio SOB, em termos de Actividade Especifica da hSCOMT

(nmol/h/mg proteina). Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 18 - Estudos comparativos das diferentes condicoes de temperatura em
fermentacoes testadas com o meio SOB, em termos de Produtividade Massica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.

Os resultados obtidos em termos de manipulacdo da temperatura, mostram que
as condi¢cdoes de fermentacdo realizadas a 30 e 40°C apresentam incrementos
significativos quando comparados com as temperaturas de 20 e 46,8°C. Pelo contrario,
as condi¢des que registam menores valores de actividade especifica e produtividade
madssica, sdo a 13,2 e 46,8°C. Sendo estas, condi¢des de temperatura, bastante agressivas
para o processo de crescimento da E. coli, verificando-se por isso, uma menor
quantidade de biomassa produzida no final das fermentagdes efectuadas, e

consequentemente menor concentragdo celular.
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6.1.3 pH

O controlo do pH, em qualquer meio de cultura, ¢ fundamental para o
crescimento de microrganismos como a E. coli. O pH favoravel no crescimento da
biomassa ¢ aproximadamente neutro, contudo ¢ necessario um controlo do seu valor ao
longo do processo de fermentacdo, uma vez que este parametro tende a aumentar, a
medida que a fonte de carbono se esgota. A formagdo de compostos resultantes do
metabolismo celular, como o acetato, ¢ um indicador de alteragdo do pH no meio (Lee
et al., 1996 e Mar¢ L. et al, 2007). De acordo com a influéncia do pH na actividade
especifica (Figura 19) e na produtividade maéssica (Figura 20) da proteina hSCOMT,

apresentamos os seguintes valores, relativamente as fermentagdes efectuadas.
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Figura 19 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de pH em fermentacdes
testadas com o meio SOB, em termos de Actividade Especifica da hSCOMT (nmol/h/mg

proteina). Controlo de fermentacdes efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 20 - Estudos comparativos das diferentes condi¢cdes de pH em fermentacoes
testadas com o0 meio SOB, em termos de Produtividade Massica da hSCOMT (nmol/h/mg

proteina). Controlo de fermentacoes efectuado a 37°C e 250 rpm.

Das andlises das figuras 19 e 20, observamos que a actividade especifica e
produtividade massica da hSCOMT, sdo afectadas pelo pH inicial do meio de cultura.
Assim condigdes de fermentacdo realizadas a pH 6,5; 8 e 9, apresentam maiores
resultados em termos de actividade especifica da hSCOMT. Especificamente, esta gama
de pH, encontra-se estritamente associada ao aumento de producdo de proteinas
recombinantes (Fieschko e Ritsch, 1996 e Carnes A., 2005). Como pHs acidos, 3,97 ¢ 5,
sdo mais agressivos, inibem o crescimento da E. coli, consequentemente traduzindo-se
em menores valores de actividade da enzima hSCOMT. No entanto, em termos de
produtividade massica da proteina, para pH de 3,97 e 5 registam-se valores apreciaveis
para condicOes testadas, verificando-se um incremento de resultados obtidos quando
comparados com a actividade especifica, uma vez que, os valores de concentragdo

celular sdo relativamente elevados.
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6.2 Meio Semi-definido

Geralmente os meios semi-definidos fornecem condi¢des de crescimento
reprodutiveis na produgao de proteinas heterodlogas (Thiry e tal., 2002). De seguida
apresentamos, os resultados com base na actividade especifica (Figura 21) e

produtividade massica (Figura 22) da hSCOMT.
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Figura 21 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de fermentacio, testadas com o
meio semi-definido, em termos de Actividade Especifica da hSCOMT (nmol/h/mg

proteina). Controlo de fermentacdes efectuado a 37°C e 250 rpm.

De forma geral, quando estudos similares sdo realizados em meio semi-definido
observa-se que, em termos de actividade especifica da proteina alvo, apresentam
melhores resultados a 46,8°C de temperatura, a pH inicial de 6,5 e 9 e rotagdes de 225 e
300 rpm. Das condigdes testadas, as que apresentam um valor menor de actividade,
foram realizadas a uma temperatura de 13,2 e 20°C, pH inicial de 3,97 ¢ 5 com uma

agitacdo de 150 rpm.
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Figura 22 - Estudos comparativos das diferentes condi¢oes de fermentacio, testadas com o
meio semi-definido, em termos de Produtividade Maissica da hSCOMT (nmol/h/mg

proteina). Controlo efectuado a 37°C e 250 rpm.

A apresentacdo dos resultados em termos de produtividade massica (figura 22),
indica que temperaturas de 46,8°C e 40°C incrementam o pardmetro em analise.
Destacam-se condi¢des de fermentagdo realizadas a 40°C, pH 8, com rotagdes de 150
rpm, bem como a 46,8°C, pH 6,5 e 225 rpm, que obteve maior crescimento microbiano

no final de cada fermentacgao.

Contrariamente, os ensaios que demonstram um menor valor de produtividade
massica, foram efectuados a 13,2 e 20°C, a pH inicial de 3,97 ¢ 5 ¢ a 150 rpm,
verificando-se menores valores em termos de concentragdo final de biomassa nas

fermentagOes realizadas nestas condigoes.
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6.2.1 Agitacio

O crescimento de E. coli em meios de fermentagdao semi-definidos, requerem
boas taxas de oxigenagdo, pois tendencialmente obtém-se elevadas concentracdes de
biomassa. Assim o nivel de O,, ¢ um parametro fundamental que influéncia o
metabolismo celular e naturalmente o crescimento microbiano, bem como o rendimento
de proteina alvo. Outro factor determinante, no crescimento celular e logicamente, na
producdao de proteinas heterdlogas, ¢ a geracdo de calor metabdlico proveniente das
células, e da agitagdo mecanica, frequente em fermentagdes com elevadas densidades
celulares (Kumar et al., 1991 e Matsui et al., 1999). De acordo com a influéncia da
velocidade de agitagdo na actividade especifica (Figura 23) e na produtividade méssica
(Figura 24) da proteina hSCOMT, registamos os seguintes valores, relativamente as

fermentagoes realizadas.
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Figura 23 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de agitacdo (rpm) em
fermentacoes testadas com o meio semi-definido, em termos de Actividade Especifica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacées efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 24 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de agitacdo (rpm) em
fermentacoes testadas com o meio semi-definido, em termos de Produtividade Massica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacées efectuado a 37°C e 250 rpm.

As fermentagdes realizadas a 300 e 351 rpm, apresentam um maior valor de
actividade especifica (figura 23), comparado com os outros ensaios realizados. Os
resultados obtidos, vao de encontro com o que se encontra descrito na literatura uma vez
que, quando as condigdes de fermentagdo sdo realizadas a rotagdes elevadas, obtém-se
maiores valores de actividade da proteina hSCOMT, pois tratam-se de culturas com
elevadas densidades celulares que requerem grandes taxas de oxigenacao.
Curiosamente, o maior valor encontrado, em termos de produtividade massica (figura
24), obteve-se em condi¢des de fermentacdo efectuadas a 150 rpm, devido a elevada

concentragdo celular registada no final da fermentacao.
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6.2.2 Temperatura

A temperatura do meio de cultura ¢ uma variavel importante utilizada para o
controlo do metabolismo celular. Operando em meio semi-definido, a uma temperatura
superior a 37°C (temperatura Optima de crescimento da E. coli) obtém-se elevadas
concentragcoes celulares, de uma forma mais célere, devido essencialmente a
constituicdo deste meio (MacDonald e Neway, 1990 e Carnes A., 2005). Com base nos
resultados em termos de actividade especifica (Figura 25) e produtividade maéssica
(Figura 26) da proteina alvo, observamos os efeitos da manipulacido da temperatura nas

fermentagdes realizadas.
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Figura 25 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de temperatura em
fermentacées testadas com o meio semi-definido, em termos de actividade especifica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacdes efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 26 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de temperatura em
fermentacoes testadas com o meio semi-definido, em termos de Produtividade Massica da

hSCOMT (nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacoes efectuado a 37°C e 250 rpm.

De acordo com a literatura, em experiéncias batch, o crescimento de E. coli e
consequentemente a producdo da proteina alvo, retine melhores valores numa gama de
temperaturas de 17 a 37°C (Levisauskas et al., 2003). Assim, da analise das figuras 25 e
26 respectivamente, em termos de actividade especifica e produtividade massica da
hSCOMT, mostram que a fermentacao realizada a 46,8°C apresenta melhores resultados
em relacdo as restantes condigdes efectuadas, facto este que ndo se verifica em meio
complexo. Assim, fermentagdes realizadas em meio semi-definido, a uma temperatura
de 46,8°C sao favoraveis ao crescimento de E. coli e consequentemente a produgdo de

proteina alvo.

Pelo contrario, as condi¢des que registam menores valores de actividade
especifica e produtividade massica, sdao a 13,2 e 20°C. Sendo estas, condi¢cdes de
temperatura, bastante limitantes para o processo de crescimento da E. coli, traduzindo-

se numa reduzida concentracgdo celular no final de cada fermentagao.
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6.2.3 pH

O crescimento da biomassa, estd associado a pHs aproximadamente neutros,
contudo € necessario um controlo do seu valor, pois este tende a aumentar, a medida
que se consome a fonte de carbono. A formag¢do de compostos resultantes do
metabolismo celular, como o acetato, ¢ um indicador de alteragdo do pH no meio (Lee
et al., 1996 e Maré L. et al., 2007). Apresentamos, seguidamente os resultados em
termos de actividade especifica (Figura 15) e produtividade madssica (Figura 16) da

proteina alvo, resultantes da manipulagdo do pH, efectuado nas fermentagdes realizadas.
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Figura 27 - Estudos comparativos das diferentes condicdes de pH em fermentacdes
testadas com o meio semi-definido, em termos de actividade especifica da hSCOMT

(nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacdes efectuado a 37°C e 250 rpm.
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Figura 28 - Estudos comparativos das diferentes condicées de pH em fermentacoes
testadas com o meio semi-definido, em termos de produtividade massica da hSCOMT

(nmol/h/mg proteina). Controlo de fermentacdes efectuado a 37°C e 250 rpm.

Pelas figuras 27 e 28, observamos que a actividade especifica e produtividade
massica da hSCOMT, respectivamente, sdo afectadas pelo pH inicial do meio de
cultura. Assim condi¢des de fermentagdo realizadas a pH 6,5; 8 ¢ 9, apresentam
incrementos na actividade especifica da hSCOMT, como ja tinhamos verificado em
meio complexo. Em termos de produtividade massica da proteina, registam-se valores
apreciaveis para condigdes testadas a pH 8 e 9, relacionados com a elevada

concentragdo celular obtida no final destes ensaios.
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6.3 Comparacio da Performance - Meio complexo vs Meio semi-
definido

Tendo em consideracdo os resultados experimentais obtidos, a partir das
fermentacgoes realizadas em meio complexo e semi-definido, seguidamente efectuamos

uma comparagao, tendo em conta o desempenho destes dois meios.

Tabela 8 — Valores médios de Actividade Especifica (nmol/h/mg proteina), Concentracio
de Biomassa [X] (g/L), Produtividade Volumétrica (nmol/h/mL), Produtividade Massica
(nmol/h/mgX), Concentracio de Glicerol [Gl] e pH final obtidos, em meio de cultura SOB

e semi-definido, para os seis ensaios realizados a 30°C, pH inicial de 6,5 e com agitacio de

225rpm.
Fermentagoes/ Meio de Actividade X] [Gl] Produtividade Produtividade pH
Condicoes cultura especifica (g/L) | (g/L) Volumétrica Massica final
(nmol/h/mg (nmol/h/mL) (nmol/h/mgX)
proteina)
SOB 578,19 +21,19 | 1,1 - 346,92 £ 12,7 | 3186 £11,76 | 7,13
T=30°C pH | 225
6,5 | rpm S.D 24418 + 15,82 | 1,28 | 0,98 | 143,63+ 7,50 115,7+ 10,13 | 6,43

De acordo com a Tabela 8, podemos referir que as condi¢des de fermentagao
testadas a 30°C, pH inicial de 6,5 e 225 rpm, registaram valores superiores no meio
complexo (SOB), quando comparado com o meio semi-definido, em parametros como a
actividade especifica, produtividade volumétrica e massica da proteina hSCOMT. Este
facto deve-se provavelmente, a diferente composi¢cdo existente entre os dois meios de
fermentagdo, como a existéncia de extracto de levedura no meio complexo, e glicerol,
como principal fonte de carbono no meio semi-definido. Relativamente aos pHs finais
das fermentacdes, ndo se registam discrepancias significativas em relagdo aos pHs dos

meios de fermentacao.
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Figura 29 — Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura SOB, testadas

a 30°C, a pH inicial de 6,5 e 225 rpm.
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Figura 30 - Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura semi-definido,

testadas a 30°C, a pH inicial de 6,5 e 225 rpm.
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Analisando as Figuras 29 e 30, observamos que o crescimento da Escherichia
coli em meio complexo ¢ mais célere que em meio semi-definido, bem como o tempo
que a fermentacdo demora a atingir uma densidade optica de 0,7 de forma que a
producao de hSCOMT seja induzida com a adi¢ao de IPTG. Contudo a densidade 6ptica
final, registada no meio semi-definido ¢ ligeiramente superior a encontrada para o meio
complexo, verificando-se  consequentemente maiores valores em termos de

concentragdo de biomassa, para este meio.

Relativamente ao meio semi-definido, que inclui na sua composicao, o glicerol,
como principal fonte de carbono, podemos observar pela analise do cromatograma
obtido (Figura 30), o consumo deste composto ao fim de 7 horas de fermentagdo e
compara-lo com a concentragdo de glicerol inicial presente no meio de cultura. Verifica-
se que houve uma reducdo consideravel deste composto ao longo do tempo de
fermentagdo. Tipicamente, o glicerol ¢ identificado a um tempo de retengdo

caracteristico de aproximadamente 20 minutos; contudo cerca dos 13 minutos aparece

um pico que ndo conseguimos identificar.
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Figura 31 — Cromatograma tipico, obtido para a quantificacio de glicerol, na fermentacao

realizada a 30°C, a pH 6,5 e 225rpm.
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Tabela 9 - Valores de Actividade Especifica (nmol/h/mg proteina), Concentracio de
Biomassa [X] (g/L), Produtividade Volumétrica (nmol/h/mL), Produtividade Massica
(nmol/h/mgX), Concentracgio de Glicerol [G]] e pH final, em meio de cultura SOB e semi-

definido, testadas a 40°C, pH inicial de 5 e 8 e com agitacio de 150 e 300 rpm.

Actividade . . . .
Fermentacgoes/ Meio de especifica X] [GI] P‘l;O:llltl\,’ld.ade Pro:/[u’tl\fldade pH
Condicoes cultura | (nmol/h/mg | (g/L) | (g/L) olumetrica assica final
, (nmol/h/mL) (nmol/h/mgX)
proteina)
SOB 264,90 £12,36 | 0,58 - 158,94+ 7,41 | 276,13 +£12,88 | 6,08
150
PSH rpm S.D 109,9 + 10,06 | 0,59 | 0,33 | 65,93 +10,22 111,54 +£6,04 | 5,12
SOB 576,23 £26,68 | 0,95 - 345,74 £ 16,01 | 365,31 £16,92 | 6,85
300
rpm S.D 352,65+10,60 | 1,14 | 0,21 | 211,59+ 5,57 185,36 £ 6,36 | 5,19
T=40°C
SOB 333,25+ 19,77 | 0,70 - 199,95 £ 11,86 | 284,40 £ 16,87 | 7,41
150
rpm S.D 371,97+ 17,07 | 0,55 | 0,98 | 223,18 + 18,55 | 404,02 + 10,24 | 7,59
pH
1+11 1 - = 284,40 £ 6,4 7,71
8 - SOB 509,3 ,39 ,05 305,59 £ 6,83 84,40 £ 6,48
rpm S.D 109,9 £48,78 | 0,59 | 0,98 [ 65,93 £20,26 | 111,54 +29,27 | 5,12

Com base na Tabela 9, podemos observar que, o meio complexo (SOB) reune

uma formulacdo adequada para a obtengdo de actividades especificas, produtividades

volumétricas e massicas elevadas em condicdes de fermentagao de 40°C, pH inicial de 5

a 150 e 300 rpm, bem como a pH inicial 8 e agitacdo de 300 rpm.

Adicionalmente ao que foi referido anteriormente, a cultura de E. coli apresenta

um crescimento maior em meio complexo (SOB) (Figura 32-A) do que em meio semi-

definido (Figura 32-B), necessitando de um menor tempo para atingir a D.O necessaria

a indugao com IPTG.

Relativamente a D.O final atingida em cada meio de fermentacdo, podemos

observar que para condi¢des realizadas a 300 rpm quer para meio semi-definido quer

para meio complexo, a D.O apresenta 0 maximo valor atingido neste tipo de ensaios.
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Figura 32 — A: Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura SOB; B:
Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura semi-definido. Ambos

testados a 40°C, a pH inicial de 5 e 8 e com agitacio de 150 e 300 rpm.

Foram realizados ensaios de modo andlogo aos restantes efectuados, variando a
temperatura. Assim realizaram-se fermentagdes a 20°C, pH inicial de 5 e 8 e rotacdes de
150 e 300 rpm. Nao se registando valores significativos de actividade especifica,
produtividade volumétrica e massica de proteina alvo, bem como de concentracao final

de biomassa.

Contudo os valores mais elevados em termos de actividade especifica,
produtividade massica e volumétrica, registaram-se em meio complexo. Destacam-se
condigdes testadas a 20°C, pH inicial de 5 ¢ 300 rpm, que obtiveram um valor de
actividade especifica para a enzima hSCOMT de, 109,0 + 11,63, produtividade massica
e volumétrica de 61,10 £ 6,52 e 65,38 = 6,98, respectivamente. Para a mesma
temperatura, embora a um pH inicial de 8 e 300 rpm, encontraram-se valores de
actividade especifica para a proteina hSCOMT de, 143,18 + 7,69, produtividade
massica de 100,40 + 4,61 e volumétrica de, 85,91 £+ 5,39.
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Tabela 10- Valores de Actividade Especifica (nmol/h/mg proteina), Concentracio de
Biomassa [X] (g/L), Produtividade Volumétrica (nmol/h/mL), Produtividade Massica
(nmol/h/mgX), Concentracio de Glicerol [G]] e pH final, em meio de cultura SOB e semi-

definido, testadas a 30°C, pH inicial de 6,5 e 99 e 351rpm.

Actividade . . . .
Fermentagoes/ Meio de especifica [X] [Gl] P‘l;zﬂ:llgz:fii:e Pmls[l;tsls‘;lciade pH
Condigoes cultura (nmol/!l/mg (g/L) | (g/L) (nmol/h/mL) (nmol/h/mgX ) final
proteina)

SOB 827,17+7,71 | 0,80 - 496,30 £ 4,62 | 620,66 +5,78 | 6,49

99
rpm S.D 176,91 £48,34 | 0,60 [ 0,98 [ 106,15 +48,44 | 177,28 +£29,01 | 6,37

o H

T=30°C %,5 sop | 580.06£479 [ 121 | - | 52804288 | 435324237 | 721

351
rpm 383,03 +3,65 | 1,37 | 0,99 | 229,82+ 1,60 | 168,06+2,19 | 6,47

S.D

Tendo em conta a Tabela 10, podemos deduzir que as condigdes de fermentagao
testadas a uma temperatura de 30°C, a pH inicial de 6,5 e a 99 rpm registaram melhores
valores de actividade especifica, produtividade massica e volumétrica da enzima
hSCOMT em meio complexo do que em meio semi-definido. O mesmo acontece para
condicdes realizadas a uma temperatura de 30°C, a um pH inicial de 6,5 e a 351 rpm,
que recolhem valores mais elevados, em relacdo aos pardmetros referidos, para o meio
complexo (SOB) em relacio ao meio semi-definido. Isto deve-se ao facto das
fermentacgoes realizadas em meio complexo, atingirem geralmente uma concentragdo de
biomassa final, superior hé registada em meio semi-definido. Tendo em consideracao o
pH final das fermentagdes realizadas, ndo se verificam discrepancias significativas, em

relacdo ao pH inicial do meio.

o,
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Figura 33- A: Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura SOB. B:
Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura semi-definido, ambos

testados a 30°C, a pH inicial de 6,5 ¢ 99 e 351rpm.

Pela analise das Figuras 33 — A e B, ¢ possivel observar que as condi¢des de
fermentacdo realizadas a 99 rpm ndo registam um crescimento de E. coli elevado. Este
facto deve-se essencialmente, h4 reduzida concentragdo de biomassa produzida, quer em
meio complexo, quer em meio semi-definido, afectados pela reduzida velocidade de
agitacdo e consequentemente pela menor transferéncia de O, para as células durante o

processo de fermentacao.

Por outro lado, as condi¢des de fermentagao efectuadas a 351 rpm verificam que
o crescimento de E. coli em ambos os meios de cultura apresentam densidades oOpticas
muito proximas (aproximadamente 3,5), devido ha elevada velocidade de agitacdo e
consequentemente ha maior transferéncia de O, para as células. Nestas condi¢des
realizadas, o tempo de fermentacdo ¢ relativamente semelhante entre os dois meios

testados.
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Tabela 11 - Valores de Actividade Especifica (nmol/h/mg proteina), Concentracao de
Biomassa [X] (g/L), Produtividade Volumétrica (nmol/h/mL), Produtividade Massica
(nmol/h/mgX), Concentracio de Glicerol [G]] e pH final, em meio de cultura SOB e semi-

definido, testadas a 13,2°C e 46,8°C, pH inicial de 6,5 e 225rpm.

Actividade . . . .
Fermentagoes/ Meio de especifica X] [Gl] Péﬁ?;lrgz:gii:e Pmls[l;tsls‘;l;ade pH
Condicoes cultura (nmol/h/mg (g/L) | (g/L) (nmol/h/mL) (nmol/h/mgX ) final
proteina)
+ - 11,45+ 1,06 12,77 £ 1,19 7,43
SOB 19,08 + 1,77 0,90 . , , ,
T=13,3°C op | AL25E0AT | 083099 | 24755029 | 2973024 | 645
pl| 225 33,47 +£2.,40 0,70 20,08 + 1,44 28,72 +£2.06 6,5
+ - + + ,
6,5 rpm SOB 9 9 5 s 9 5 5
T=46,8°C 793,13 30,48 | 0,92 | 0,95 | 475,88 19,97 | 519,78 + 18,29 | 6,46
S.D

Tendo em consideracdo as condi¢cdes de fermentagdo testadas é de considerar
que estas sdo pouco utilizadas nestes estudos, mas para efeitos de modelagdo ¢
importante ter pontos extremos, relativamente as varidveis em estudo. Deste modo,
analisando a Tabela 11, tendo em conta as fermentagdes realizadas a uma temperatura
de 13,2°C, a pH de 6,5 e a 225 rpm, registam valores pouco significativos de actividade
especifica, produtividade massica e volumétrica da proteina hSCOMT, contudo sdo
ligeiramente superiores em meio semi-definido do que em meio complexo. De modo
mais significativo, para fermentacdes realizadas a 46,8°C de temperatura, a pH de 6,5 e
225 rpm, o meio semi-definido retine melhores valores, comparativamente com o0s

resultados obtidos para o meio complexo.

Adicionalmente, observando as curvas de crescimento (Figura 34 — A e B),
verifica-se que em meio semi-definido, obtém-se um maior crescimento microbiano,
consequentemente maior concentragdo de biomassa final para a fermentacao realizada a
46,8°C, necessitando de um menor tempo para atingir a D.O necessaria a indu¢do com

IPTG, do que a fermentagao realizada a uma temperatura de 13,2°C.

Em meio complexo, ao contrario do que acontece no meio semi-definido, a
fermentacdo realizada a 46,8°C, regista um menor crescimento de biomassa no final da

fermentagdo, quando comparada com a realizada a temperatura de 13,2°C, que regista

5,
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uma maior densidade Optica, e naturalmente maior concentragdo de biomassa final,

necessitando de varias horas para que a indugdo da proteina alvo seja processada.

—&— T=46,8°C; pH=6,5; 225rpm

—— T=13,2°C; pH=6,5;225rpm

0 500 1000

Tempo (min)

—&— T=46,8°C; pH6,5; 225rpm

—— T=13,2°C; pH6,5; 225rpm

500 1000
Tempo (min)

A

B

Figura 34 — A: Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura SOB. B:

Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura semi-definido, ambos

testadas a 13,2°C e 46,8°C, pH inicial de 6,5 e com agitacido de 225rpm.
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Tabela 12- Valores de actividade especifica (nmol/h/mg proteina), de concentracao de

Biomassa [X] (g/L), produtividade volumétrica (nmol/h/mL), produtividade massica

(nmol/h/mgX), concentracdo de glicerol [Gl] e pH final para a hSCOMT, em meio de

cultura SOB e semi-definido, testadas a 30°C, pH inicial de 3,97 e 9,0 e 225rpm.

Actividade . . . .
Fermentagoes/ Meio de especifica X] [Gl] P\l;oilutn’qd.ade Prolslurtl\tldade pH
Condicoes cultura | (nmol/h/mg | (gL) | (g/L) olumetrica assica final
, (nmol/h/mL) (nmol/h/mgX)
proteina)
SOB 136,51 + 8,56 0,66 - 81,91 £ 5,14 124,73 £ 7,82 | 4,97
pH
3,97 S.D 11,35+ 5,17 0,33 | 0,407 6,81 + 6,86 20,51 £3,10 | 4,16
T=30°C 25 |
rpm SOB 653,58 £22,03 [ 1,38 - 392,15+ 13,22 | 283,56 +9,56 8
pH
9 S.D 463,18 £ 13,53 | 1,18 1,13 27791 £6,86 | 23491 +£8,12 | 7,82

Considerando a Tabela 12, identificamos que as fermentacdes efectuadas a uma

temperatura de 30°C, pH inicial de 3,97 ¢ 9, com rotacdes de 225 rpm, obtém melhores

valores de actividade especifica, produtividade massica e volumétrica da enzima

hSCOMT, em meio complexo, comparativamente ao meio semi-definido. Contudo, ndo

se registam discrepancias significativas do pH final em relagdo ao inicial, nas

fermentagdes realizadas a pH inicial de 3,97 em ambos os meios; 0 que ndo acontece

para fermentagdes efectuadas a pH inicial de 9, registando-se um decréscimo

relativamente ao pH inicial para ambos os meios de cultura.
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Figura 35- A e B: Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura SOB. C:

Curvas de crescimento de Escherichia coli, em meio de cultura semi-definido, testadas a

30°C, a pH inicial de 3,97 ¢ 9,0 e 225rpm.

De acordo com a Figura 35 — A e B, reparamos que em meio complexo (SOB), a

fermentacdo realizada a pH inicial de 3,97, necessita de cerca de 20 horas para atingir

uma D.O compativel com a indug@o por IPTG, registando-se um reduzido crescimento

em termos de producdao de biomassa. Em relagdo a fermentagdo testada a pH inicial

alcalino (9), ¢ notoério um maior crescimento de E. coli em menor tempo de
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fermentacdo, uma vez que o valor do pH inicial ndo inibe o crescimento dos

microrganismos, como pHs muito 4cidos (3,97).

De igual modo observa-se a partir da Figura 35 - C, que a fermentacdo realizada
a pH inicial de 9, obteve maior crescimento celular, necessitando de um menor tempo
de fermentacdo, comparativamente com o ensaio realizado a pH inicial 3,97 (10 horas
de processo para que ocorra indu¢do) registando um crescimento bacteriano muito

reduzido.

Comparativamente aos dois meios de fermentacao testados, € possivel afirmar
que se obtém maior crescimento celular em meio complexo, do que em meio semi-
definido, o facto do meio complexo incluir na sua composicao extracto de levedura e
peptona como fonte de carbono ¢ determinante para a eficacia deste meio, nestas

condigdes realizadas.

80000 -
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40000 Glicerol

20000

0

25
-20000

-40000

Altura do pico (V)

¢ T=30°C;pH3,97;225rpm t0

-60000 = T=30°C;pH3,97;225rpm t15

-80000

Tempo de Retengdo (min)

-100000

Figura 36 - Cromatograma tipico, obtido para a quantificacao de glicerol, na fermentacao

realizada a 30°C, a pH 3,97 e 225rpm.

Analisando a Figura 36, observamos um cromatograma tipico, obtido para a
quantificagdo de glicerol, presente em meio semi-definido, como principal fonte de

carbono, nas condigdes de fermentacao efectuadas.
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E visivel pelo pico do grafico, que o glicerol aparece a um tempo de retencio de
aproximadamente 20 minutos, registando-se um consumo consideravel pela E. coli, ao
longo do tempo de fermentagdo. Inicialmente o pico de glicerol possui uma éarea de
6000 pV, enquanto que passadas 15 horas de fermentagao o pico de glicerol regista
cerca de 4000 pV, verificando-se um decréscimo de glicerol ao longo do tempo de

fermentacao.
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7. Conclusao

O controlo de pardmetros do processo de produgcdo da hSCOMT torna necessaria
a optimizacdo de meios de cultura, manipulando varidveis essenciais ao
desenvolvimento destes bioprocessos. Este trabalho tem como objectivo principal a
implementa¢do de modelos de pH e temperatura em sistemas de producao da proteina
hSCOMT, determinando a influéncia das varidveis alvo na produtividade da hSCOMT.
Com base em estudos, a escala de erlenmeyers, e manipulando as varidveis ja referidas,
testdmos dois meios de fermentagdo, o meio complexo e semi-definido de maneira a
compreender a influéncia desses parametros nos niveis de produgdo da proteina alvo.

Tipicamente, sdo formados produtos durante o crescimento da E. coli, como o
acetato, que pode apresentar efeitos toxicos acentuados, quando presente em
determinadas concentragdes no meio de cultura. Especificamente, elevadas
concentragdes de acetato, conduzem a uma reducdo do crescimento celular, afectando
directamente, a biomassa formada e a produtividade do produto alvo. A substitui¢dao da
fonte de carbono, pode ser a solugdo para reduzir os efeitos prejudiciais do acetato no
meio, ao utilizar-se glicerol em vez de glucose.

Geralmente, velocidade de agitagdo, tem um papel fundamental no crescimento
da E. coli, e naturalmente na producdo de proteina alvo, traduzindo-se na quantidade de
O, necessaria ao meio de cultura, e consequentemente ao metabolismo dos
microrganismos. Destacamos que, fermentacdes realizadas a velocidades de agitacao
elevadas, como por exemplo a 300 e 351 rpm, obtiveram melhores resultados em termos

de crescimento da E. coli, bem como na produtividade da enzima hSCOMT.

De acordo, como design factorial pré-estabelecido, podemos concluir que de um
modo geral, as fermentacdes realizadas em meio complexo, tém um crescimento celere,
registando melhores valores em termos de actividade especifica, produtividade
volumétrica e massica relativamente a producdo da enzima hSCOMT. No que diz
respeito ao meio semi-definido, as fermentacdes realizadas a temperaturas de 46,8, 40 e
13,2°C, pH inicial de 8 e 150 rpm, apresentam valores superiores de actividade
especifica, produtividade volumétrica e massica da proteina hSCOMT, quando

comparadas com as obtidas no meio complexo. E de salientar que, fermentacdes
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realizadas com este meio tém um crescimento relativamente mais lento que o meio
complexo, obtendo-se concentragdes finais de biomassa ligeiramente superiores. Como
se trata de um meio que possui como principal fonte de carbono, o glicerol, observamos
que este composto vai ser amplamente consumido ao longo da fermentacdo, pois
partimos de uma concentragado inicial de 30 g/L, e no final obtemos em média cerca de
1g/L de glicerol.

Nao ¢ prudente considerarmos, relativamente aos meios de fermentagdo
utilizados, que um seja mais eficiente em termos de crescimento da E. coli e
consequentemente na producdo de hSCOMT que outro, pois vai sempre depender das

condigoes utilizadas em cada fermentacao.
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