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RESUMO - Diversas proteinas sdo produzidas em Escherichia coli recombinante
empregando reatores convencionais (tanque agitado e aerado), mas ha poucos estudos
envolvendo o biorreator airlift, cujas vantagens sdo: menor complexidade de
construcdo, baixo risco de contaminacao e maior eficiéncia energética na transferéncia
de oxigénio. Devido ao alto consumo de oxigénio caracteristico dessa bactéria, a
operagcdo em sobrepressdo se apresenta COMO UM recurso para compensar a menor
transferéncia de oxigénio no biorreator airlift. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a
influéncia da presséo, dentre outras varidveis, sobre as produtividades de biomassa e
da proteina recombinante (PspA). Os experimentos foram conduzidos em biorreator
airlift de cilindros concéntricos (5 L) equipado com controle automatico de pressao,
pH, temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido. A pressurizacdo do reator (2,5
bar) possibilitou alcancar valores de produtividade em biomassa e em proteina
recombinante de até 1,27 £ 0,06 gMS/L.h e 201 + 8 mgPspA/gMS, respectivamente.
Os resultados obtidos comprovam o efeito positivo da pressao sobre a transferéncia de
oxigénio.

1. INTRODUCAO

Avancos nas areas de microbiologia e biologia molecular trouxeram, nas uUltimas quatro
décadas, grandes melhorias nos bioprocessos, em especial nas inddstrias de biotecnologia,
acarretando em aumentos de produtividade e de qualidade dos produtos (Vojinovic et al., 2006).
Como consequéncia, desde entdo, hd um crescente nimero de produtos biotecnoldgicos sendo
lancados e comercializados como, por exemplo, nas areas farmacéutica, de alimentos e de energia
(Vojinovic et al., 2006). Nesse contexto, a Escherichia coli € um dos microrganismos mais
utilizados para a producdo de proteinas heterdlogas, uma vez que ha ampla caracterizagédo
metabolica e genética deste organismo e métodos precisos e rapidos para a modificacdo de seu
genoma (Demain e Vaishnav, 2009).

Com relacdo 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 tém abordado o desenvolvimento de reatores nao
convencionais, tal como do tipo rocking motion (Glazyrina et al., 2010). Porém, cultivos de E. coli
em reatores pneumaticos, em especial o biorreator airlift, que encontra grande aplicagdo industrial,
tém 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 cendrio, o presente trabalho teve como objetivos estudar o cultivo em batelada de E.
coli em biorreator airlift de circulacdo interna adaptado para operacao em sobrepresséo, avaliando-
se 0 efeito da pressdo e de outras variaveis do processo sobre as produtividades de biomassa e da
proteina recombinante (PspA).

2. MATERIAIS E METODOS

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 proteina imunogénica PspA (PspA4Pro) presente na parede celular do
procarioto Streptococcus pneumoniae. Esta construcdo foi obtida no Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto Butantan pela pesquisadora Dra. Eliane N. Miyaji. O plasmideo pET37b+
contém o promotor T7 (induzido por IPTG ou lactose) e gene de resisténcia a canamicina.

Para a realizacdo dos cultivos no biorreator, foi utilizado meio de cultivo complexo de
autoinducéo (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
nitrogénio; lactose (20 g/L) como indutor da expressdo da proteina recombinante; tiamina (45
mg/L), canamicina (100 mg/L), propilenoglicol 30% v/v (1 mL/L) e sais diversos. Para a
preparacdo das pré-culturas (indculo e pré-indculo), a composi¢do do meio de cultura foi a mesma
utilizada no cultivo em biorreator, com excecdo da glicose (0,5 g/L), do glicerol (5 g¢g/L) e da
lactose (ausente). Todos os componentes foram previamente esterilizados por autoclavagem ou
filtracdo (poro de 0,2 um).

Os ensaios foram realizados em biorreator encamisado airlift de cilindros concéntricos de 5
L de volume util (Badino et al., 2004) dotado de controle automatico de pH, temperatura,
concentracdo de oxigénio dissolvido (COD) (Campani et al., 2013) e pressdo, dentre outras
funcionalidades.

2.2. Métodos Analiticos

O crescimento celular foi avaliado através da absorbancia em espectrofotdmetro a 600
nm (DOgoonm) € por meio da medida de massa seca — Cx (QMS/L) —. A partir dos valores de
Cx, calculou-se a produtividade de biomassa — Py (QMS/L.h).

Concentracbes de glicerol, lactose, glicose e metabdlitos (&cidos acético, latico e
formico) foram determinadas por HPLC (sistema Waters Co; bombas HPLC 510, injetor
W717, refratdmetro W410 e leitor de UV PDA W996) utilizando a coluna Aminex HPX-87H
(Bio-Rad) como fase estacionaria e uma solugdo de H,SO4, 5 mM como fase mdvel, a uma
vazéo de 0,6 L/min a 50°C.

A estabilidade do plasmideo foi estimada através do repique de unidades formadoras de
colénia em meio solido LB-agar com e sem antibidtico (100 mg/L de canamicina) e a
producéo de proteina quantificada por SDS-PAGE e densitometria de banda (Campani, 2014).
A partir de cada valor estimado para a concentracdo de PspA soluvel (Cpspa), foi possivel
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calcular a producdo especifica — Ypsparx (MGPSPA/gMS) — e a produtividade — Ppspa
(mgPspA/L.h) —, ambas de PspA sollvel.

O comportamento reoldgico do caldo foi avaliado durante a fase de inducdo do cultivo
de E. coli no biorreator airlift pressurizado utilizando redmetro de cilindros concéntricos
(Brookfield®, modelo DC-I11+). Através de regressao nao linear pelo método dos minimos
quadrados (Marquardt, 1963), o0 modelo descrito pela lei das poténcias (Equacdo 1) foi
ajustado aos dados de velocidade de cisalhamento (y) e tensdo de cisalhamento (t) medidos.
Com isso, foram obtidos os valores dos indices de escoamento (n) e de consisténcia (K) para
cada amostra. Finalmente, através da Equacéo 2 e dos indices estimados, foi calculado pap
adotando y correspondente a condi¢cdo de operacédo do biorreator.

T=K.y" 1)

Uagp = K. ]-/n—l (2)

A fim de complementar a andlise reoldgica, foi realizado o acompanhamento da
morfologia celular em microscopio 6tico (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 laminas bacteriologicas foram obtidas sob uma ampliacdo de 400 vezes atraves
de sistema acoplado de aquisicao digital de imagens.

2.2. Procedimento Experimental

Para a realizacdo dos cultivos, uma suspensdo 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-agar e 100 mg/L de canamicina. Em seguida, a placa foi
incubada por 24 h a 37°C, sendo, entdo, transferida uma col6nia para o pré-indculo
(erlenmeyer estéril de 500 mL contendo 30 mL de meio de cultura). Este foi incubado em
camara rotativa a 270 rpm e 37°C por cerca de 5 h até uma DOggonm proxima de 2,5. O cultivo
do inéculo foi iniciado com a adicdo de 5 mL do pré-in6culo em cada um dos trés
erlenmeyers estéreis de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura. A suspensdo foi
incubada a 270 rpm e 37°C por cerca de 4 h até uma DOgyonm proxima de 2,5, quando foi
transferido todo o volume do indculo (0,3 L) para o biorreator airlift, dando inicio ao cultivo.

As condicdes de cultivo empregadas foram: temperatura inicial de 31°C (reduzida
progressivamente), pH de 6,7 (fase crescimento) e 6,9 (fase de indugéo) controlado através da
adicdo de NH4OH ou HCI, pressdo absoluta de até 2,5 bar e COD entre 20 e 50% de saturacdo
(ar a pressdo atmosférica e 31°C).

Amostras foram retiradas ao longo dos experimentos para a determinagéo de densidade
Otica, estabilidade do plasmideo, reologia, morfologia e concentracbes de biomassa,
metabdlitos, acucares e da proteina de interesse.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois cultivos de E. coli foram realizados no biorreator airlift, sendo um experimento de
referéncia, conduzido sob pressdo atmosférica, e o outro em sobrepresséo.
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3.1. Ensaio em Biorreator Airlift sem Pressurizagao

No cultivo de E. coli de referéncia (sem pressurizacdo), obteve-se o perfil de
crescimento celular apresentado na Figura 1, com Cy inicial de 0,16 + 0,01 gMS/L e final de
20 £ 1 gMSJ/L, ap6s 35 h, quando o cultivo foi interrompido devido a insuficiéncia do
fornecimento de oxigénio para o caldo de cultivo frente a alta demanda celular, obtendo-se
Px de 0,57 = 0,03 gMS/L.h. Essa produtividade é bastante inferior a alcancada em biorreator
convencional (tanque agitado e aerado), de 2,3 £ 0,1 gMS/L.h, relatada por Santos (2012)
para 0 mesmo microrganismo. A explicacdo para o baixo valor de Py obtido no biorreator
airlift é o crescimento celular mais lento em virtude das baixas temperaturas empregadas
(minima de 15°C). A reducdo gradual de temperatura até 15°C a partir de 12 h de cultivo (3 h
antes do inicio da fase de inducdo) foi um recurso adicional empregado nesse experimento na
tentativa de manter a COD nos niveis desejados através da reducdo da demanda celular por
oxigénio. Quanto a formacdo de metabolitos, verificou-se um baixo acimulo de éacidos
organicos (acidos latico, formico e acético), todos abaixo de 1,5 g/L, indicando o correto
balanceamento dos nutrientes presentes no meio de cultivo e a auséncia de metabolismo
fermentativo, ou seja, o fornecimento adequado de oxigénio para as células.
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Figura 1 - Concentracdes de biomassa (Cy), glicose, glicerol e lactose ao longo do
cultivo em batelada de E. coli em biorreator airlift. As barras de desvio padrdo apresentadas se
referem a medidas de Cy em triplicata.

A fase de inducédo, com duracdo de 17 h, teve inicio com o esgotamento da glicose em
18 h de cultivo, quando comegou 0 consumo mais intenso da lactose e do glicerol, conforme
destacado na Figura 1. O Ypspax foi de 47 = 1 mgPspA/gMS, sendo bastante inferior aquele
alcancado em biorreator convencional (Santos, 2012), de 239 + 7 mgPspA/gMS.
Possivelmente, essa baixa producéo de PspA soltvel se deve a reduzida atividade metabdlica
das células nas baixas temperaturas empregadas durante a inducédo (inferiores a 20°C), o que
naturalmente também resulta em menor velocidade de sintese da proteina recombinante. Esse
fato ja havia sido constatado por Santos (2012) em cultivo conduzido a 25°C, no qual o
Yesparx foi 50% inferior ao observado a 31°C. Como consequéncia da menor produgéo de
proteina, do reduzido acimulo de biomassa e do elevado tempo total de cultivo (35 h, ao
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invés das 17 h necessarias em biorreator convencional), 0 Ppsya 0btido (27 £ 2 mgPspA/L.h)
foi significativamente inferior ao alcangado em biorreator convencional (550 *= 40
mgPspA/L.h). A estabilidade plasmidial se manteve elevada durante a fase de inducéo, sendo
superior a 90%, indicando um baixo estresse metabolico nas células.

3.2. Ensaio em Biorreator Airlift Pressurizado

Através do cultivo de E. coli no biorreator airlift operado sob pressurizacdo, atingiu-se,
a partir de um Cy inicial de 0,106 + 0,006 gMS/L, um C, final de 30 £ 2 gMS/L, apds 23,5 h
de cultivo (Figura 2). O valor final de Py foi de 1,27 + 0,06 gMS/L.h, que é superior ao
alcangado no airlift sem pressurizagdo (0,57 = 0,03 gMS/L.h), mas inferior ao obtido no
biorreator convencional (2,3 = 0,1 gMS/L.h) (Santos, 2012). A explicacdo para isso se deve a
temperatura minima empregada durante o cultivo no biorreator airlift pressurizado, de 26°C.
Essa reducdo da temperatura acarretou em menor Py em relacdo ao cultivo controle em reator
convencional a 31°C (Santos, 2012). Entretanto, em relacdo ao ensaio em biorreator airlift
sem pressurizacdo, 0 maior Py se deve a menor reducdo da temperatura, de 31 para 26°C no
airlift pressurizado, ao invés da reducdo de 31 para 15°C no ensaio sem pressurizacdo. A
estratégia de controle da COD adotada foi sequencial (Figura 2), manipulando primeiramente
a vazdo de ar (QAR), seguida pela presséo, vazao de oxigénio puro (QO2) e, finalmente, a
temperatura, possibilitando uma menor utilizacdo de oxigénio puro, bem como uma reducéo
menos dréstica da temperatura. Com o aumento da presséo, foi preciso elevar a vazao massica
de gas, de acordo com a lei dos gases ideais, a fim de manter a vazdo volumétrica do gas
constante dentro do biorreator. As baixas concentracbes acumuladas dos &cidos latico,
formico 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 - Concentracgdes de biomassa (Cy), glicose, glicerol e lactose e perfil de resposta da
COD com respeito a manipulacdo de QAR (Etapa 1), presséo (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 s&o relativos a condigdo padrdo de 1 atm e 21,1°C. As
barras de desvio padréo apresentadas se referem a medidas em triplicata.
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Figura 3 - (a) Cy, acompanhamento reologico (n, K e Hap) € (b) imagens de microscopia otica

(ampliacdo de 400x) de amostras retiradas ao longo da fase de inducéo do cultivo em batelada

de E. coli em biorreator airlift pressurizado. As barras de desvio se referem ao desvio padrao
das medidas em triplicata de Cy e ao erro padréo das estimativas de n, K e Hap.

Por outro lado, a retencdo do plasmideo caiu de 87% no tempo 0 h de inducdo para
48,1% no fim da fase de inducdo, apds 14 h. Essa menor estabilidade plasmidial, em relacdo a
alcancada no cultivo em biorreator airlift sem sobrepressao (superior a 90%), reflete o estresse
metabolico celular decorrente da superexpressdo da proteina recombinante (PspA) pelas
células. De fato, 0 Ypspax Maximo obtido no biorreator airlift pressurizado, apds 12 h de
inducdo, foi bastante superior, de 201 + 8 mgPspA/gMS contra 47 + 1 mgPspA/gMS
alcancado no biorreator airlift sem pressurizagdo, ou seja, um aumento de 4,3 vezes. Esse
valor de 201 + 8 mgPspA/gMS esta proximo ao obtido no ensaio controle em reator
convencional a 31°C (239 + 7 mgPspA/gMS) (Santos, 2012). Novamente, como ocorrido com
Py, a reducdo da temperatura para um valor intermediario (26°C) entre a reducéo efetuada no
biorreator airlift sem pressurizacdo (para 15°C) e a temperatura empregada no reator
convencional (31°C) explicam esses resultados de Y pspa/x. COmo consequéncia dos valores de
Px e Ypspaix alcangados no biorreator airlift pressurizado, obteve-se um Ppspa (260 + 20
mgPspA/L.h) intermediario entre o atingido no airlift sem pressurizacdo (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 inducdo. O fluido apresentou comportamento
ndo Newtoniano do tipo pseudoplastico (n<1), com os valores de n, K e pg, mostrados na
Figura 3. As estimativas de pa, foram baseadas em y médio de 4000 s, valor alcancado no
biorreator airlift de cilindros concéntricos (5 L) operado com fluido ndo Newtoniano
(K=0,180 Pa.s" e n=0,461) e vazéo de gas de 21 L/min (Cerri et al., 2008). Possivelmente, o
comportamento pseudoplastico do caldo se deve a filamentacdo das células (Figura 3), que,
segundo Jeong e Lee (2003), esta relacionada a superexpressao de proteinas recombinantes.
Considerando o erro padréo associado as estimativas de pgp Verifica-se que este parametro ndo
sofre alteracdo no decorrer da fase de inducgéo. Portanto, pode-se afirmar que o crescimento
celular e a sintese da proteina recombinante durante a fase de indugdo ndo afetam a
viscosidade do caldo de cultivo e, de acordo com Cerri et al. (2008), a transferéncia de
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oxigénio.
4. CONCLUSOES

Atraveés dos resultados obtidos, comprovou-se que a elevacdo da pressdo é uma forma
promissora de controlar a COD em biorreator airlift de cilindros concéntricos. A
pressurizagcdo do reator melhorou a transferéncia de oxigénio, possibilitando uma menor
reducdo da temperatura no controle da COD, em relacdo ao cultivo sem sobrepressao, o que
proporcionou aumentos de 2,2 e 9,6 vezes nas produtividades de biomassa e proteina
recombinante (PspA), respectivamente.

Foi possivel também constatar que a reologia do caldo de cultivo permaneceu
praticamente inalterada durante a fase de inducdo, para a faixa de concentracdes celulares
estudadas e nas condi¢Ges de inducdo empregadas. Isso significa que, mesmo com a
superexpressdo da proteina recombinante PspA, o efeito do aumento da concentracdo celular
até 30 gMS/L é praticamente irrelevante para a viscosidade do caldo e a velocidade de
transferéncia de oxigénio.

O desenvolvimento de um ambiente de cultivo baseado no biorreator airlift adaptado
para operar em sobrepressdo € igualmente Gtil em cultivos de outros microrganismos,
contribuindo para o desenvolvimento de bioprocessos de um modo geral. A elaboragdo futura
de um sistema robusto de controle da COD envolvendo pressfes superiores proporcionariam
produtividades ainda maiores no biorreator airlift.

5. AGRADECIMENTOS:

Beneficiario de auxilio financeiro da CAPES (Brasil) e da FAPESP (Brasil).

6. REFERENCIAS

BADINO, A. C.; HOKKA, C. O.; CERRI, M. O. Biorreator pneumatico de circulacéo interna
e uso do mesmo. BR n. PI 0404703-6, 2004.

CAMPANI, G. Reator airlift operado em sobrepressdo: construcdo, caracterizagdo da
transferéncia de oxigénio e aplicacdo em cultivos de Escherichia coli recombinante.
2014. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) - Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, 2014.

CAMPANI, G.; SILVA, G. G.; BADINO, A. C.; GIORDANO, R. C.; ZANGIROLAMI, T.
C.; HORTA, A. C. L. Anadlise de variéveis para controle da concentracdo de oxigénio
dissolvido em biorreator airlift. In: SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS, 19.,
2013, Foz do lguagu. Anais... 1 DVD.

CERRI, M. O.; FUTIWAKI, L.; JESUS, C. D. F.; CRUZ, A. J. G.; BADINO, A. C. Average
shear rate for non-Newtonian fluids in a concentric-tube airlift bioreactor. Biochemical
Engineering Journal, v. 39, p. 51-57, 2008.

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Production of recombinant proteins by microbes and higher
organisms. Biotechnology Advances, v. 27, p. 297-306, 2009.

GLAZYRINA, J.; MATERNE, E. M.; DREHER, T.; STORM, D.; JUNNE, S.; ADAMS, T,

Area temética: Processos Biotecnoldgicos



WEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

GRELLER, G.; NEUBAUER, P. High cell density cultivation and recombinant protein
production with Escherichia coli in a rocking-motion-type bioreactor. Microbial Cell
Factories, v. 9, p. 1-11, 2010.

HORTA, A. C. L. H. Sistema automético de supervisdo e controle de cultivos de alta
densidade celular de E. coli recombinante. 2009. 170 f. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) - Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal de Sao Carlos,
Sédo Carlos, 2011.

JANARDHAN, S.; PANDIARAJA, P.; THIRUGNANAM, S.; BALAMURALI, M. N,
FERNANDO, K.; MODY, H. C.; DESAI, P. K.; MEENAKSHISUNDARAM, S.;
KALIRAJ, P. Production, purification and diagnostic application of filarial recombinant
protein WbhSXP-1 expressed in salt inducible Escherichia coli. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, v. 34, n. 10, p. 675-683, 2007.

JEONG, K. J.; LEE, S. Y. Enhanced production of recombinant proteins in Escherichia coli
by filamentation suppression. Applied and Environmental Microbiology, v. 69, n. 2, p.
1295-1298, 2003.

KRACKE-HELMET, H. A.; RINAS, U.; HITZMANN, B.; SHUGERL, K. Cultivation of
recombinant Escherichia coli and production of fusion in 60-L bubble column and
airlift tower loop reactors. Enzyme Microbiology Technology, v.13, p.554-564, 1991.

KORZ, D. J.; RINAS, U.; HELLMUTH, K.; SANDERS, E. A.; DECKWER, W. D. Simple
fed-batch technique for high cell density cultivation of Escherichia coli. Journal of
Biotechnology, v. 39, p. 59-65, 1995.

KYLE, S.; JAMES, K. A. R.;; MCPHERSON, M. J. Recombinant production of the
therapeutic peptide lunasin. Microbial Cell Factories, v. 11, n. 28, p. 1-8, 2012.

MARQUARDT, D. W. An algorithm for least-squares estimation of nonlinear parameters.
Journal of the Society for Industrial and Applied Mathematics, v. 11, n. 2, p. 431-441,
1963.

SANTOS, M. P. Avaliacdo da temperatura de inducéo e de fontes de nitrogénio na producéo
de proteina de superficie de Streptococcus pneumoniae em Escherichia coli
recombinante. 2012. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) -
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal de Sdo Carlos, Séo Carlos,
2012,

SHILOACH, J.; FASS, R. Growing Escherichia coli to high cell density: a historical
perspective on method development. Biotechnology Advances, v. 23, p. 345-357, 2005.

SILVA, A. J.; HORTA, A. C. L.; VELEZ, A. M.; IEMMA, M. R. C.; SARGO, C. R;
GIORDANO, R. L. C.; NOVO, M. T. M.; GIORDANO, R. C.; ZANGIROLAMI, T. C.
Non-conventional induction strategies for production of subunit swine erysipelas
vaccine antigen in rE. coli fed-batch cultures. SpringerPlus, v. 2, p. 322, 2013.

STUDIER, F.W. Protein production by auto-induction in high-density shaking culture.
Protein Expression and Purification, v.41, p. 313-322, 2005.

VOIJINOVIC, V.; CABRAL, J. M. S.; FONSECA, L. P. Real-time bioprocess monitoring —
Part I In situ sensors. Sensors and Actuators B, v. 114, p. 1083-1091, 2006.

Area temética: Processos Biotecnoldgicos





