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RESUMO – Diversas proteínas são produzidas em Escherichia coli recombinante 

empregando reatores convencionais (tanque agitado e aerado), mas há poucos estudos 

envolvendo o biorreator airlift, cujas vantagens são: menor complexidade de 

construção, baixo risco de contaminação e maior eficiência energética na transferência 

de oxigênio. Devido ao alto consumo de oxigênio característico dessa bactéria, a 

operação em sobrepressão se apresenta como um recurso para compensar a menor 

transferência de oxigênio no biorreator airlift. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a 

influência da pressão, dentre outras variáveis, sobre as produtividades de biomassa e 

da proteína recombinante (PspA). Os experimentos foram conduzidos em biorreator 

airlift de cilindros concêntricos (5 L) equipado com controle automático de pressão, 

pH, temperatura e concentração de oxigênio dissolvido. A pressurização do reator (2,5 

bar) possibilitou alcançar valores de produtividade em biomassa e em proteína 

recombinante de até 1,27 ± 0,06 gMS/L.h e 201 ± 8 mgPspA/gMS, respectivamente. 

Os resultados obtidos comprovam o efeito positivo da pressão sobre a transferência de 

oxigênio. 

  

1. INTRODUÇÃO 

Avanços nas áreas de microbiologia e biologia molecular trouxeram, nas últimas quatro 

décadas, grandes melhorias nos bioprocessos, em especial nas indústrias de biotecnologia, 

acarretando em aumentos de produtividade e de qualidade dos produtos (Vojinovic et al., 2006). 

Como consequência, desde então, há um crescente número de produtos biotecnológicos sendo 

lançados e comercializados como, por exemplo, nas áreas farmacêutica, de alimentos e de energia 

(Vojinovic et al., 2006). Nesse contexto, a Escherichia coli é um dos microrganismos mais 

utilizados para a produção de proteínas heterólogas, uma vez que há ampla caracterização 

metabólica e genética deste organismo e métodos precisos e rápidos para a modificação de seu 

genoma (Demain e Vaishnav, 2009). 

Com relação aos tipos de reatores utilizados em cultivos de E. coli, os estudos encontrados 

na literatura empregam, quase que exclusivamente, biorreatores convencionais (tanque agitado e 

aerado) (Korz et al., 1995; Shiloach e Fass, 2005; Horta, 2011; Santos, 2012; Silva et al., 2013). 

Mais recentemente, alguns estudos têm abordado o desenvolvimento de reatores não 

convencionais, tal como do tipo rocking motion (Glazyrina et al., 2010). Porém, cultivos de E. coli 

em reatores pneumáticos, em especial o biorreator airlift, que encontra grande aplicação industrial, 

têm sido pouco estudados (Kracke-Helmet et al., 1991; Janardhan et al., 2007), evidenciando um 
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amplo campo de pesquisa a ser explorado.  

Nesse cenário, o presente trabalho teve como objetivos estudar o cultivo em batelada de E. 

coli em biorreator airlift de circulação interna adaptado para operação em sobrepressão, avaliando-

se o efeito da pressão e de outras variáveis do processo sobre as produtividades de biomassa e da 

proteína recombinante (PspA). 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Microrganismo, Meio de Cultura e Biorreator 

Foi cultivado o bacilo gram-negativo Escherichia coli BL21(DE3)pET37b+/PspA4Pro, que 

expressa um fragmento da proteína imunogênica PspA (PspA4Pro) presente na parede celular do 

procarioto Streptococcus pneumoniae. Esta construção foi obtida no Laboratório de Biologia 

Molecular do Instituto Butantan pela pesquisadora Dra. Eliane N. Miyaji. O plasmídeo pET37b+ 

contém o promotor T7 (induzido por IPTG ou lactose) e gene de resistência à canamicina. 

Para a realização dos cultivos no biorreator, foi utilizado meio de cultivo complexo de 

autoindução (Studier, 2005) adaptado por Santos (2012), contendo glicose (10 g/L) e glicerol (60 

g/L) como fontes de carbono; Phytone (10 g/L) e extrato de levedura (5 g/L) como fontes de 

nitrogênio; lactose (20 g/L) como indutor da expressão da proteína recombinante; tiamina (45 

mg/L), canamicina (100 mg/L), propilenoglicol 30% v/v (1 mL/L) e sais diversos. Para a 

preparação das pré-culturas (inóculo e pré-inóculo), a composição do meio de cultura foi a mesma 

utilizada no cultivo em biorreator, com exceção da glicose (0,5 g/L), do glicerol (5 g/L) e da 

lactose (ausente). Todos os componentes foram previamente esterilizados por autoclavagem ou 

filtração (poro de 0,2 µm). 

Os ensaios foram realizados em biorreator encamisado airlift de cilindros concêntricos de 5 

L de volume útil (Badino et al., 2004) dotado de controle automático de pH, temperatura, 

concentração de oxigênio dissolvido (COD) (Campani et al., 2013) e pressão, dentre outras 

funcionalidades.  

2.2. Métodos Analíticos 

O crescimento celular foi avaliado através da absorbância em espectrofotômetro a 600 

nm (DO600nm) e por meio da medida de massa seca – Cx (gMS/L) –. A partir dos valores de 

Cx, calculou-se a produtividade de biomassa – Px (gMS/L.h). 

Concentrações de glicerol, lactose, glicose e metabólitos (ácidos acético, lático e 

fórmico) foram determinadas por HPLC (sistema Waters Co; bombas HPLC 510, injetor 

W717, refratômetro W410 e leitor de UV PDA W996) utilizando a coluna Aminex HPX-87H 

(Bio-Rad) como fase estacionária e uma solução de H2SO4 5 mM como fase móvel, a uma 

vazão de 0,6 L/min a 50°C.  

A estabilidade do plasmídeo foi estimada através do repique de unidades formadoras de 

colônia em meio sólido LB-ágar com e sem antibiótico (100 mg/L de canamicina) e a  

produção de proteína quantificada por SDS-PAGE e densitometria de banda (Campani, 2014). 

A partir de cada valor estimado para a concentração de PspA solúvel (CPspA), foi possível 
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calcular a produção específica – YPspA/X (mgPspA/gMS) – e a produtividade – PPspA 

(mgPspA/L.h) –, ambas de PspA solúvel. 

O comportamento reológico do caldo foi avaliado durante a fase de indução do cultivo 

de E. coli no biorreator airlift pressurizado utilizando reômetro de cilindros concêntricos 

(Brookfield®, modelo DC-III+). Através de regressão não linear pelo método dos mínimos 

quadrados (Marquardt, 1963), o modelo descrito pela lei das potências (Equação 1) foi 

ajustado aos dados de velocidade de cisalhamento ( ̇) e tensão de cisalhamento (τ) medidos. 

Com isso, foram obtidos os valores dos índices de escoamento (n) e de consistência (K) para 

cada amostra. Finalmente, através da Equação 2 e dos índices estimados, foi calculado μap 

adotando  ̇ correspondente à condição de operação do biorreator.  

     ̇                                                                                                                          (1) 

       ̇
                                                                                                                    (2) 

A fim de complementar a análise reológica, foi realizado o acompanhamento da 

morfologia celular em microscópio ótico (Olympus®, modelo BX50) utilizando amostras do 

caldo retiradas no decorrer do cultivo e tratadas pelo método de Gram (Kyle et al., 2012). As 

imagens das lâminas bacteriológicas foram obtidas sob uma ampliação de 400 vezes através 

de sistema acoplado de aquisição digital de imagens. 

2.2. Procedimento Experimental 

Para a realização dos cultivos, uma suspensão de células de E. coli 

BL21(DE3)pET37b+/PspA4Pro estocadas a -80 °C com 10% v/v de glicerol foi inicialmente 

estriada em placa de Petri com LB-ágar e 100 mg/L de canamicina. Em seguida, a placa foi 

incubada por 24 h a 37°C, sendo, então, transferida uma colônia para o pré-inóculo 

(erlenmeyer estéril de 500 mL contendo 30 mL de meio de cultura). Este foi incubado em 

câmara rotativa a 270 rpm e 37°C por cerca de 5 h até uma DO600nm próxima de 2,5. O cultivo 

do inóculo foi iniciado com a adição de 5 mL do pré-inóculo em cada um dos três 

erlenmeyers estéreis de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura.  A suspensão foi 

incubada a 270 rpm e 37°C por cerca de 4 h até uma DO600nm próxima de 2,5, quando foi 

transferido todo o volume do inóculo (0,3 L) para o biorreator airlift, dando início ao cultivo. 

As condições de cultivo empregadas foram: temperatura inicial de 31°C (reduzida 

progressivamente), pH de 6,7 (fase crescimento) e 6,9 (fase de indução) controlado através da 

adição de NH4OH ou HCl, pressão absoluta de até 2,5 bar e COD entre 20 e 50% de saturação 

(ar à pressão atmosférica e 31°C).  

Amostras foram retiradas ao longo dos experimentos para a determinação de densidade 

ótica, estabilidade do plasmídeo, reologia, morfologia e concentrações de biomassa, 

metabólitos, açúcares e da proteína de interesse. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dois cultivos de E. coli foram realizados no biorreator airlift, sendo um experimento de 

referência, conduzido sob pressão atmosférica, e o outro em sobrepressão. 
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3.1. Ensaio em Biorreator Airlift sem Pressurização 

No cultivo de E. coli de referência (sem pressurização), obteve-se o perfil de 

crescimento celular apresentado na Figura 1,  com Cx inicial de 0,16 ± 0,01 gMS/L e final de 

20 ± 1 gMS/L, após 35 h, quando o cultivo foi interrompido devido à insuficiência do 

fornecimento de oxigênio para o caldo de cultivo frente à alta demanda celular,  obtendo-se  

Px de 0,57 ± 0,03 gMS/L.h. Essa produtividade é bastante inferior à alcançada em biorreator 

convencional (tanque agitado e aerado), de 2,3 ± 0,1 gMS/L.h, relatada por Santos (2012) 

para o mesmo microrganismo. A explicação para o baixo valor de Px obtido no biorreator 

airlift é o crescimento celular mais lento em virtude das baixas temperaturas empregadas 

(mínima de 15°C). A redução gradual de temperatura até 15°C a partir de 12 h de cultivo (3 h 

antes do início da fase de indução) foi um recurso adicional empregado nesse experimento na 

tentativa de manter a COD nos níveis desejados através da redução da demanda celular por 

oxigênio. Quanto à formação de metabólitos, verificou-se um baixo acúmulo de ácidos 

orgânicos (ácidos lático, fórmico e acético), todos abaixo de 1,5 g/L, indicando o correto 

balanceamento dos nutrientes presentes no meio de cultivo e a ausência de metabolismo 

fermentativo, ou seja, o fornecimento adequado de oxigênio para as células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Concentrações de biomassa (Cx), glicose, glicerol e lactose ao longo do 

cultivo em batelada de E. coli em biorreator airlift. As barras de desvio padrão apresentadas se 

referem a medidas de Cx em triplicata. 

A fase de indução, com duração de 17 h, teve início com o esgotamento da glicose em 

18 h de cultivo, quando começou o consumo mais intenso da lactose e do glicerol, conforme 

destacado na Figura 1. O YPspA/X foi de 47 ± 1 mgPspA/gMS, sendo bastante inferior àquele 

alcançado em biorreator convencional (Santos, 2012), de 239 ± 7 mgPspA/gMS. 

Possivelmente, essa baixa produção de PspA solúvel se deve à reduzida atividade metabólica 

das células nas baixas temperaturas empregadas durante a indução (inferiores a 20°C), o que 

naturalmente também resulta em menor velocidade de síntese da proteína recombinante. Esse 

fato já havia sido constatado por Santos (2012) em cultivo conduzido a 25°C, no qual o 

YPspA/X foi 50% inferior ao observado a 31°C. Como consequência da menor produção de 

proteína, do reduzido acúmulo de biomassa e do elevado tempo total de cultivo (35 h, ao 
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invés das 17 h necessárias em biorreator convencional), o PPspA obtido (27 ± 2 mgPspA/L.h) 

foi significativamente inferior  ao alcançado em biorreator convencional (550 ± 40 

mgPspA/L.h). A estabilidade plasmidial se manteve elevada durante a fase de indução, sendo 

superior a 90%, indicando um baixo estresse metabólico nas células. 

3.2. Ensaio em Biorreator Airlift Pressurizado 

Através do cultivo de E. coli no biorreator airlift operado sob pressurização, atingiu-se, 

a partir de um Cx inicial de 0,106 ± 0,006 gMS/L, um Cx final de 30 ± 2 gMS/L, após 23,5 h 

de cultivo (Figura 2). O valor final de Px foi de 1,27 ± 0,06 gMS/L.h, que é superior ao 

alcançado no airlift sem pressurização (0,57 ± 0,03 gMS/L.h), mas inferior ao obtido no 

biorreator convencional (2,3 ± 0,1 gMS/L.h) (Santos, 2012). A explicação para isso se deve à 

temperatura mínima empregada durante o cultivo no biorreator airlift pressurizado, de 26°C. 

Essa redução da temperatura acarretou em menor Px em relação ao cultivo controle em reator 

convencional à 31°C (Santos, 2012). Entretanto, em relação ao ensaio em biorreator airlift 

sem pressurização, o maior Px se deve à menor redução da temperatura, de 31 para 26°C no 

airlift pressurizado, ao invés da redução de 31 para 15°C no ensaio sem pressurização. A 

estratégia de controle da COD adotada foi sequencial (Figura 2), manipulando primeiramente 

a vazão de ar (QAR), seguida pela pressão, vazão de oxigênio puro (QO2) e, finalmente, a 

temperatura, possibilitando uma menor utilização de oxigênio puro, bem como uma redução 

menos drástica da temperatura. Com o aumento da pressão, foi preciso elevar a vazão mássica 

de gás, de acordo com a lei dos gases ideais, a fim de manter a vazão volumétrica do gás 

constante dentro do biorreator. As baixas concentrações acumuladas dos ácidos lático, 

fórmico e acético, com valores abaixo de 0,7 g/L, refletem a efetividade do sistema de 

controle da COD adotado. 
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Figura 2 - Concentrações de biomassa (Cx), glicose, glicerol e lactose e perfil de resposta da 

COD com respeito à manipulação de QAR (Etapa 1), pressão (Etapa 2), QO2 (Etapa 3) e 

temperatura (Etapa 4) no cultivo em batelada de E. coli em biorreator airlift pressurizado. Os 

valores de QAR e QO2 apresentados são relativos à condição padrão de 1 atm e 21,1°C.  As 

barras de desvio padrão apresentadas se referem a medidas em triplicata. 
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Figura 3 - (a) Cx, acompanhamento reológico (n, K e µap) e (b) imagens de microscopia ótica 

(ampliação de 400x) de amostras retiradas ao longo da fase de indução do cultivo em batelada 

de E. coli em biorreator airlift pressurizado. As barras de desvio se referem ao desvio padrão 

das medidas em triplicata de Cx e ao erro padrão das estimativas de n, K e µap. 

Por outro lado, a retenção do plasmídeo caiu de 87% no tempo 0 h de indução para 

48,1% no fim da fase de indução, após 14 h. Essa menor estabilidade plasmidial, em relação à 

alcançada no cultivo em biorreator airlift sem sobrepressão (superior a 90%), reflete o estresse 

metabólico celular decorrente da superexpressão da proteína recombinante (PspA) pelas 

células. De fato, o YPspA/X máximo obtido no biorreator airlift pressurizado, após 12 h de 

indução, foi bastante superior, de 201 ± 8 mgPspA/gMS contra 47 ± 1 mgPspA/gMS 

alcançado no biorreator airlift sem pressurização, ou seja, um aumento de 4,3 vezes. Esse 

valor de 201 ± 8 mgPspA/gMS está próximo ao obtido no ensaio controle em reator 

convencional à 31°C (239 ± 7 mgPspA/gMS) (Santos, 2012). Novamente, como ocorrido com 

Px, a redução da temperatura para um valor intermediário (26°C) entre a redução efetuada no 

biorreator airlift sem pressurização (para 15°C) e a temperatura empregada no reator 

convencional (31°C) explicam esses resultados de YPspA/X. Como consequência dos valores de 

Px e YPspA/X alcançados no biorreator airlift pressurizado, obteve-se um PPspA (260 ± 20 

mgPspA/L.h) intermediário entre o atingido no airlift sem pressurização (27 ± 2 mgPspA/L.h) 

e no reator convencional (550 ± 40 mgPspA/L.h) (Santos, 2012).  

Neste ensaio, foi feito também um acompanhamento da reologia do caldo de cultivo e 

da morfologia das células ao longo da fase de indução. O fluido apresentou comportamento 

não Newtoniano do tipo pseudoplástico (n<1), com os valores de n, K e µap mostrados na 

Figura 3. As estimativas de µap foram baseadas em  ̇ médio de 4000 s
-1

, valor alcançado no 

biorreator airlift de cilindros concêntricos (5 L) operado com fluido não Newtoniano 

(K=0,180 Pa.s
n
 e n=0,461) e vazão de gás de 21 L/min (Cerri et al., 2008). Possivelmente, o 

comportamento pseudoplástico do caldo se deve à filamentação das células (Figura 3), que, 

segundo Jeong e Lee (2003), está relacionada à superexpressão de proteínas recombinantes. 

Considerando o erro padrão associado às estimativas de µap verifica-se que este parâmetro não 

sofre alteração no decorrer da fase de indução. Portanto, pode-se afirmar que o crescimento 

celular e a síntese da proteína recombinante durante a fase de indução não afetam a 

viscosidade do caldo de cultivo e, de acordo com Cerri et al. (2008), a transferência de 

0 h de indução 14 h de indução 

(a) (b) 
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oxigênio. 

4. CONCLUSÕES 

Através dos resultados obtidos, comprovou-se que a elevação da pressão é uma forma 

promissora de controlar a COD em biorreator airlift de cilindros concêntricos. A 

pressurização do reator melhorou a transferência de oxigênio, possibilitando uma menor 

redução da temperatura no controle da COD, em relação ao cultivo sem sobrepressão, o que 

proporcionou aumentos de 2,2 e 9,6 vezes nas produtividades de biomassa e proteína 

recombinante (PspA), respectivamente.  

Foi possível também constatar que a reologia do caldo de cultivo permaneceu 

praticamente inalterada durante a fase de indução, para a faixa de concentrações celulares 

estudadas e nas condições de indução empregadas. Isso significa que, mesmo com a 

superexpressão da proteína recombinante PspA, o efeito do aumento da concentração celular 

até 30 gMS/L é praticamente irrelevante para a viscosidade do caldo e a velocidade de 

transferência de oxigênio.   

O desenvolvimento de um ambiente de cultivo baseado no biorreator airlift adaptado 

para operar em sobrepressão é igualmente útil em cultivos de outros microrganismos, 

contribuindo para o desenvolvimento de bioprocessos de um modo geral. A elaboração futura 

de um sistema robusto de controle da COD envolvendo pressões superiores proporcionariam 

produtividades ainda maiores no biorreator airlift.  
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