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RESUMO

A enzima L-asparaginase (L-ASNase) catalisa a hidrolise do aminoacido asparagina
em acido aspartico e aménio. Devido ao seu mecanismo de agao, esta enzima é
utiliza no tratamento da leucemia linfocitica aguda, pois quando a L-ASNase é
administrada no plasma sanguineo causa o esgotamento do aminoacido resultando
na apoptose seletiva das células cancerigenas. A enzima L-asparaginase néo é
produzida no Brasil, devido ao desabastecimento ocorrido em 2013 no mercado
brasileiro desta enzima viu-se a necessidade de uma produgdo nacional da L-
ASNase. Buscando alternativas viaveis de produgdo desta enzima, este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento de processos para a produgdo em escala da
enzima L-ASNase pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) AspB. Para a
quantificacdo da enzima L-ASNase foram comparados os métodos de Nessler e o
método de B-hidroxamato aspartico (AHA), sendo escolhido o AHA devido sua baixa
interferéncia com a amoénia livre. Foram testados trés meios de cultivo, o meio
definido, o meio semi-definido e 0 meio complexo. O meio definido foi 0 que obteve
menor custo de producdo e a maior atividade de L-ASNase. Para a fase de
producdo da enzima, dois indutores foram comparados, a lactose e seu analogo
IPTG. Das concentracbes testadas para os indutores as que obtiveram a maior
atividade da enzima foi de 10 g L' para a lactose e 0,45 mmol L' para o IPTG. O
momento da curva de crescimento que obteve a maior atividade da L-ASNase para
o inicio da inducdo foi no meio da fase exponencial. A atividade da L-ASNase foi
acompanhada durante o intervalo de 10-24h, nos tempos 18 e 20h ndo houve
diferenca estatisticas entre os indutores. A lactose foi escolhida como indutor para a
continuidade dos experimentos devido a semelhanca entre as atividades da L-
ASNase com ambos os indutores, baixa toxicidade e baixo custo. Nos estudos em
biorreator, foram feitos cultivos em batelada e batelada alimentada tendo como
objetivo a alta densidade celular para depois iniciar a indugéo do cultivo. Os cultivos
de batelada alimentada o peso seco final foi de 69,90 g L-'. A produgéo da enzima L-
ASNase em batelada alimentada induzida com 30 g L' a que apresentou a melhor
producdo da enzima com 43.954,79 U L-'. A producdo da enzima L-ASNase foi
realizada com sucesso em agitador orbital e biorreator, trazendo avangos para a

producédo de uma enzima L-ASNase nacional que seja viavel economicamente.

Palavras-chave: L-asparaginase; Escherichia coli; IPTG; Lactose; biorreator.



ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase (L-ASNase) catalyzes the hydrolysis of the amino acid
asparagine in aspartic acid and ammonium, due to its mechanism of action this
enzyme is used in the treatment of acute lymphocytic leukemia, because when L-
ASNase is administered in the blood plasma it causes the depletion of the amino acid
resulting in the selective apoptosis of cancer cells. There are commercial L-ASNases,
but none produced in Brazil, due to the shortage in 2013 in the Brazilian market of
this enzyme, there was a need for a national production of L-ASNase. Searching for
viable alternatives for the production of this enzyme, the objective the development of
processes for the scale production of the L-ASNase enzyme by Escherichia coli
BL21 (DE3) AspB. For the quantification of the enzyme L-ASNase, the methods of
Nessler and the method of B-hydroxamate aspartic (AHA) were compared due to its
low interference with free ammonia. Three culture media were tested, the defined
medium, the semi-defined medium and the complex medium. The defined medium
the lowest production cost and the highest L-ASNase activity. Two inducers were
compared, lactose and its IPTG analogue. Of the concentrations tested for inductors,
those that obtained the highest enzyme activity were 10 g L' for lactose and 0.45
mmol L for IPTG. The time of the growth curve that obtained the highest L-ASNase
activity for the beginning of the induction was in the middle of the exponential phase.
The activity of L-ASNase was monitored during the interval of 10-24h, at times 18
and 20h there was no statistical difference between the inductors. Lactose was
chosen as an inducer for the continuity of the experiments due to the similarity
between the activities of L-ASNase with both inductors, low toxicity and low cost. In
the bioreactor studies, batch and fed batch cultures were carried out with the
objective of high cell density and then start the culture induction. The fed batch
cultures were carried out, the final dry weight was 69.90 g L'. The enzyme L-
ASNase in batch fed induced with 30 g L' presented the best enzyme production
with 43,954.79 U L. The production of the enzyme L-ASNase was successfully
carried out in a shaker and bioreactor. , bringing advances to the production of a
national L-ASNase enzyme that is economically viable.

Keywords: L-asparaginase; Escherichia coli; IPTG; Lactose; bioreactor.
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1. INTRODUGAO

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) € uma doenca maligna que se
caracteriza pela multiplicagdo descontrolada de blastos (1). A proliferacdo destas
células imaturas pode resultar em meningite leucémica, anemia, insuficiéncia
hepatica e renal e por fim pode levar o paciente a 6bito (2). A incidéncia dessa
neoplasia é maior em criangas chegando a representar 76% dos casos de leucemias
em pacientes menores de 15 anos (3). Desde 1961, o medicamento a base da
enzima L-ASNase juntamente com os medicamentos danorubicina, vincristina e
prednisolona vem sendo utilizada no tratamento de LLA. Esse protocolo terapéutico
tem proporcionado a sobrevivéncia de 80% dos pacientes pediatricos e de até 50%
dos pacientes adultos (4,5).

Neste tratamento, a L-ASNase é responsavel por catalisar a hidrélise da
asparagina em acido aspartico e aménio. O aminoacido asparagina € utilizado nos
ciclos metabdlicos das células. A célula cancerigena ndo tem a capacidade ou
possui capacidade reduzida de producdo deste aminoacido sendo dependente da
asparagina que esta presente no plasma sanguineo. No tratamento da LLA, a L-
ASNase é administrada por via intramuscular ou intravenosa, hidrolisando toda a
asparagina presente no plasma sanguineo levando a células cancerigenas a

apoptose (6,7).

As L-ASNase liberadas para uso clinico sdo provenientes dos procariotos,
Escherichia coli e Erwinia Chrysanthemi (atualmente conhecida como Dickeya
dadantii). As formulagdes de E. coli, nativa e a peguilada, vém sendo utilizadas
como primeira linha de tratamento e a enzima de E. Chrysanthemi (também
chamada de Dickeya dadantii) é utilizada como segunda linha de tratamento a
pacientes que apresentaram reacdes de hipersensibilidade a enzima proveniente de
E. coli (8-10). Atualmente ndo temos uma produc&o nacional deste medicamento
sendo necessaria a sua importacdo. Diante de um histérico de risco de
desabastecimento deste medicamento no Brasil e de sua necessidade para o
tratamento dos pacientes leucémicos (11), vé-se a necessidade de se buscar



alternativas de producdo nacional da enzima L-ASNase de maneira viavel

economicamente.

A combinacgao da producado de proteinas recombinantes e dos processos de
cultivo em larga escala vem tornando possivel que proteinas com baixa
produtividade sejam obtidas em quantidades que seriam dificimente ou até
impossiveis a partir de fontes naturais (12). A utilizagdo da E. coli como hospedeiro
possui vantagens por apresentar uma genética e fisiologia bem elucidadas, rapido
crescimento, baixo custo de meio de cultura e permitir altos niveis de expressao de

proteinas viabilizando assim a produ¢ao em industrial desta enzima. (13,14).

Este estudo propbs-se o desenvolvimento de um processo para a producao
em escala de até 3L da enzima L-ASNase por Escherichia coli BL21(DE3) AspB.

1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Leucemia

Leucemia € uma doenga maligna que € caracterizada pela proliferagéo
descontrolada dos leucdcitos (globulos brancos), podendo envolver a medula dssea,
os leucdcitos circulantes e érgéos, como bago e linfonodos (1,2). Os leucdcitos se
desenvolvem a partir de células-tronco da medula 6ssea. Ocasionalmente, uma
célula imatura sofre mutagdo genética, que pode resultar na interferéncia no controle
normal da divisdo celular, tendo como consequéncia a multiplicagcdo descontrolada
ou resistente a morte celular natural levando dessa maneira a leucemia (2).
Podemos dividir a leucemia em 12 tipos, sendo os mais frequentes: leucemia
mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia Linfocitica aguda e leucemia

Linfocitica cronica (1).

1.1.1.1.  Leucemia Linfocitica Aguda
A LLA afeta as células linféides que se multiplicam de forma incontrolavel
produzindo um excesso de linfécitos imaturos (blastos), os quais impede que a
medula éssea funcione normalmente (1). As células leucémicas entram na corrente
sanguinea e sdo levadas para o figado, o bago, os linfonodos, o cérebro e os

testiculos, onde podem continuar a crescer e se multiplicar. O acumulo destas



células pode causar meningite leucémica, anemia, insuficiéncia hepatica e renal,

entre outras complicagdes (2).

Esse quadro leucémico pode ocorrer em pessoas de todas as faixas etarias,
porém existem dois picos de frequéncia, o primeiro acontece em pacientes na idade
de 2 a 6 anos e o segundo pico acontece em pacientes acima dos 60 anos. A maior
incidéncia de diagndsticos acontece em pacientes com idade inferior a 15 anos,
correspondendo a 76% dos casos de leucemias diagnosticadas nessa faixa etaria. A
LLA em adultos representa 20% das leucemias agudas, sendo mais comuns em

homens e caucasianos (3).

Os pacientes podem apresentar febre, fadiga, hemorragia, dores Osseas e
articulares, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia entre outros sintomas.
Esses sintomas sao reflexos da insuficiéncia da medula déssea, da infiltracdo extra

medular e da agudizag&o da doenca (3).

Para o tratamento de LLA, desde 1961, é utilizada a enzima L-ASNase
combinada com daunorubicina, vincristina e prednisolona e tem se mostrado
eficazes durante todo o tratamento da doenca. Atualmente a taxa de sobrevivéncia &
de 80% em pacientes pediatricos e em pacientes adultos fica entre 38% a 50% o
que é considerada uma taxa baixa de sobrevivéncia (4).

1.1.2. L-asparaginase

A L-asparagina amino-hidrolase (L-asparaginase, EC 3.5.1.1) catalisa a
hidrolise do aminoacido asparagina em acido aspartico e aménio (15). Esta enzima
foi descoberta em 1904 por Lang em tecidos bovinos (16) e foi ratificada por Furth e
Friedmann (1910) que confirmaram sua presenga em érgéos de cavalo e porco (17).
Clementi (1922) demonstrou sua atividade em cobaias (18), mas sua atividade
antitumoral so foi descoberta em 1952 por Kidd (19,20). Mashburn e Wriston (1964)
constataram que a L-ASNase apresentava atividade inibitoria em tumores de ratos
(21). Broome (1965) elucidou o mecanismo de dependéncia nutricional das células
malignas da L-asparagina do plasma (22).

A estrutura cristalografica da enzima L-ASNase nativa de E. coli foi
determinada por Swain e colaboradores (1993), sendo um homotetramero, onde



cada monémero é formado por 330 aminoacidos (23). Os mondmeros sao capazes
de se associar fortemente, formando dimeros intimos que sdo mantidos
principalmente forgas de van der Waals e interagdes eletrostaticas, os dois dimeros
sdo ligados por ligagdes semelhantes, sendo ativa apenas na conformagao
tetramérica (7,23). Os sitios ativos desta enzima esta localizada entre as
subunidades nos dimeros intimos, cada dimero apresenta dois sitios ativos (23).Por
seu mecanismo essa enzima tem sido usada amplamente na industria alimenticia e

farmacéuticas.

A enzima L-ASNase vem sendo aplicada no tratamento de diferentes tipos de
neoplasias como Leucemia Linfoide Aguda e linfoma de Hodgkin (15). L-ASNase faz
parte do protocolo de tratamento da LLA em criangas (5). A infusdo de L-ASNase,
tem como objetivo o rapido esgotamento da asparagina plasmatica, seguido pelo
efluxo de asparagina intracelular privando as células da asparagina circulante no
plasma. O esgotamento da asparagina plasmatica é importante nessa fase do
tratamento, pois as células saudaveis possuem a enzima asparagina sintetase, que
converte aspartato e glutamina em asparagina e glutamato, essa asparagina sera
usada para os ciclos metabolitos das células. No entanto, uma grande parte das
células cancerigenas ndo possuem ou possuem baixa expressdo da enzima
asparagina sintetase sendo dependente da asparagina plasmatica, resultando na
apoptose das células cancerigenas por falta de nutrientes esséncias para essas

células (24).

A Figura 1 mostra o mecanismo de acdo da L-ASNase que € a hidrolise da
asparagina em acido aspartico e amodnia. As células cancerigenas sao incapazes de
sintetizar ou produzem em baixa quantidade a asparagina, na falta deste aminoacido
acontece o bloqueio de ciclos metabdlicos da célula, levando de maneira seletiva a

apoptose das células cancerigenas (6,7).
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Figura 1. Mecanismo simplificado da agdo da L-ASNase. Fonte: Adaptado de
Badoei-Dalfard (2016)(19).

A L-ASNase é produzida amplamente por varios organismos, mas na pratica
clinica s&o aplicadas no tratamento humano as enzimas derivadas de Escherichia
coli e de Erwinia chrysanthemi (9). Duas formulagdes s&o derivadas da E. coli, nativa
e peguilada, e s&o a primeira linha de tratamento para pacientes com LLA (10). As L-
ASNase nativa, possuem nomes comerciais como: Elspar®, Kidrolase®, Crasnitin®,
Leunase®, Asparaginase Medac®, Leuginase®, Spectrila® e a versdo da L-ASNase
peguilada é a L-ASNase com propilenoglicol que aumenta a meia vida da enzima,
sendo seu nome comercial Oncaspar®. A L-ASNase de E. chrysanthemi foi nomeada
de Erwinase® e ¢é utilizada como tratamento de segunda escolha, sendo
preferencialmente administrado em pacientes que apresentaram reacgdes de
hipersensibilidade L-ASNase de E.coli (8—10).

O regime de tratamento envolve inje¢cdes com uma grande quantidade de
proteinas por via intravenosa ou intramuscular. A dosagem utilizada para L-ASNase
de E. coli nativa € de 5.000 Ul/m? de superficie corporal (9), em contrapartida a
dosagem da L-ASNase de E. chrysanthemi é de 25.000 Ul/m? (25) sendo ambas
administradas trés vezes por semana (9). Essa diferenca de dosagem de 5 vezes
entre as duas L-ASNases se deve ao tempo reduzido de meia-vida da enzima de E.
chrysanthemi, que € 15 horas, comparado a enzima de E. coli, que € de 24 a 30

horas. Uma solu¢do encontrada para esse curto tempo de meia vida foi a peguilagao



da enzima de E. coli, que resultou na diminuigdo da dose para 2.500 UI/m?(7) e uma
duracdo de meia vida de 7 dias aproximadamente (9).

Entretanto, a terapia com L-ASNase tem o potencial para desencadear a
resposta imune produzindo anticorpos anti-asparaginase que s&o frequentemente
associados a reacgdes de hipersensibilidade, como anafilaxia, anormalidade da
coagulagao, trombose, disfuncdo hepatica, pancreatite, hiperglicemia e disfungao
cerebral. Os efeitos adversos podem também ser assintomaticos podendo provocar
a inativacéo rapida da L-ASNase resultando em uma diminuigdo da sua acgéo (26—
29).

Uma alternativa seria a utilizagdo de enzimas de origem eucariotica. Neste
sentido, um estudo publicado por Belén e colaboradores (2020), apresentou
avaliacdo in silico comparando nove enzimas L-ASNase de origem fungica e uma
enzima L-ASNase proveniente da E. coli. O estudo avaliou as possiveis respostas
imunologicas através da frequéncia dos epitopos de célula T alergénicas na
estrutura de cada enzima e o grau de imunogenicidade. Ao realizar a analise das
frequéncias relativas dos epitopos de célula T alergénicas verificou que Penicillium
digitatum e do Aspergillus terréeus apresentavam a mais alta densidade epitdpica. O
grau de imunogenicidade ndo apresentou diferenga significativa entre as nove L-
ASNase fungicas, mas o grau de imunogenicidade das enzimas fungicas foi
equivalente ou maior do que o relatado para a bacteriana, como foi o caso da L-
ASNase de Penicillium digitatum. Esses resultados contradizem o esperado de que
as L-ASNase de eucariotos seriam mais seguras do que a de procariotos (30).

Na industria alimenticia, a L-ASNase é usada para reduzir a formagao de
acrilamida. A acrilamida € formada no processo de cozimento e frituras de alimentos
ricos em amido através da reagdo de Maillard (19). Esta reacdo ocorre quando o
alimento €& aquecido e o grupo carbonila interage com o grupo amino dos
aminoacidos ou proteinas, sendo responsavel pela cor e pelo aspecto caracteristico
do cozimento (31). A redugédo da produgédo de acrilamida é relevante, pois € uma
neurotoxina que é classificada como potencial cancerigena para humanos (15). A
cadeia amina que esta presente na estrutura da acrilamida € proveniente do

aminoacido asparagina que esta presente naturalmente na matéria prima inicial,



sendo assim possivel reduzir em mais de 99% a acrilamida produzida utilizando L-

ASNase antes de fritar ou assar os alimentos (32).

Na Tabela 1 estdo presentes as propriedades bioquimicas da enzima L-
ASNase nas diferentes fontes microbianas. O pH 6timo e a temperatura 6tima sao
as condi¢cdes em que a enzima € mais ativa e varia de acordo com cada enzima
(33). A constante de Michaelis (Kuv) representa a afinidade da enzima com o
substrato para aquelas enzimas que obedecem a equacdo de Michaelis-Menten,
quanto menor o Km maior é a afinidade da enzima pelo substrato (34). O ponto
isoelétrico (pl) é o valor de pH onde a carga total da proteina é igual a zero (35). A
atividade especifica € a atividade da enzima divida pelo peso total das proteinas
(36).

Tabela 1- Propriedades bioquimicas da enzima L-ASNase em diferentes fontes
microbianas. Tabela retirada de Kumar e Sobha (2012) (37)

Fonte microbiana pH Temperatura Kwm (M) pl Atividade Peso
6timo 6tima especifica  molecular
(umol/min/ (kDa)*
mg)
Pseudomonas aeruginosa 9 37 0.147 x 10’3 - - 160
Pseudomonas stutzeri 9 37 1.45x 10* 6.38 732.3 34
Pseudomonas fluorescens  8-9 - 4.1x10* 4.5 - 70
Azotobacter vinelandii 8.6 48 1.1x10* - 2.47 84
E.coli 7-8 37 1.25x10° 4.9 - 141
Serratia marcescens 6.8 - 1.0 x 10* 5.2 255 171-180
Tetrahymena pyriformis 8.6 - 2.2x 103 6.8 - 230
Erwinia aroideae 7.5 - 3x103 6.8 256 155
Erwinia carotovora 8 50 1.8 x 10° - - 125-145
Saccharomyces ASNase 8.5 - 7.4x10°3 - - 400
cerevisiae I
ASNase 6.8 - 35x10* - - 800
Il
Corynebacterium 7 40 2.5x103 - - 80
glutamicum
Cylindrocarpon 7.4 37 1x10°3 5.5 - 216
obtusisporum
Mycobacteriun phlei 8.8- - 0.7x 103 - - 126
9.2
Bacillus coagulans 8.5- 55 4.7x10 - 10.9 85
9.5
Fusarium tricinctum 7.5- - 5.2x10% 5.18 - 161-170
8.7
Vibrio succinogenes 7.3 - 4.78x10° 8.74 202 146
Proteus Vulgaris 7-8 57 26x10°5 5.08 300 -

* O peso molecular teérico é a soma de todos os pesos moleculares dos

aminoacidos presentes na proteina.



No historico da L-ASNase como medicamento no Brasil, até 2013 o Ministério
da Salde realizava a compra da Elspar® fabricada pelo laboratério Bago®, que
obtinha o registro sanitario na ANVISA. A Bago®, em dezembro de 2012, anuncia a
descontinuagédo da fabricagdo por insustentabilidade mercadolégica. Em janeiro de
2013 ocorre um desabastecimento do medicamento nos hospitais brasileiros
culminando em uma compra emergencial em margo de 2013 da Asparaginase
Medac®, mesmo o medicamento ndo tendo registro na ANVISA, seguida de uma
nova compra emergencial em 2014. Somente em 2017, um novo medicamento
obteve aprovacdo do registro pela ANVISA. Em 2017, o registro da enzima
peguilada Oncaspar® foi aprovado. Diante deste quadro, viu-se a necessidade de
estudar a producio dessa enzima visando apoiar a producao nacional.

1.1.3. Produgao de proteinas recombinantes
Proteinas nativas e recombinantes vém sendo utilizadas na industria
farmacéutica desde 1922 quando Banting e Best produziram a primeira proteina
farmacéutica, a insulina. Em 1927, a penicilina foi descoberta, porém sua producao

foi iniciada apenas no inicio da década 1940 (38).

A produgédo de enzimas industriais teve sua notéria evolugdo nos anos de
1980 a 1990, quando se iniciou a utilizacdo de enzimas microbianas. Anteriormente
eram utilizados como fonte de enzimas os animais e as plantas, no entanto estas
enzimas tinham uma baixa disponibilidade e precos elevados levando a sua baixa
utilizacdo. Quando as enzimas microbianas comegaram a serem utilizadas, os
cultivos eram mais simples e mais rapidos do que as enzimas de animais e 0s
organismos eram facilmente manipulados geneticamente, mostrando-se uma

alternativa economicamente favoravel (38).

Apoés alguns anos, a tecnologia do DNA recombinante veio para trazer
grandes avangos na produgdo de enzimas, pois enzimas que eram de organismos
dificeis de serem de cultivados ou manipulados passaram a ser produzidas por
organismos geneticamente modificados, como a insulina humana, albumina,
horménio do crescimento humano, vacinas, anti-inflamatérios entre outros (39,40).
Esta tecnologia possibilitou o aumento da estabilidade, atividade enzimatica,

especificidade da enzima e o aumento da producdo enzimatica. Atualmente, a



engenharia proteica resultou na producdo de enzimas com qualidade superior as
enzimas nativas devido a mudangas unicas na sequéncia dos aminoacidos
resultaram em mudanca de pH 6timo, termoestabilidade, inibicdo de feedback,

especificidade ao substrato (38).

Para ser possivel fazer a expressdo de uma proteina recombinante, a escolha
do sistema de expresséo e do vetor de clonagem sdo de grande importancia, sendo
discutido nos toépicos abaixo:

1.1.3.1. Sistema de expressao
Existe uma ampla variedade de sistemas de expressao para a producio de
proteinas. As proteinas podem ser expressas em culturas celulares de bactérias,
leveduras, fungos, mamiferos, plantas, insetos, animais transgénicos e in vitro. Para
se escolher um sistema de expressao é importante levar em consideragcdo a
quantidade de proteinas produzidas, funcionalidade, velocidade de producédo e o
rendimento (38). As caracteristicas dos diferentes sistemas hospedeiros de

expressao estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas dos diferentes sistemas hospedeiros de expressao. Tabela
adaptada de Nagesh e Shrivastava (2019)(39)

Sistema de Caracteristicas

expressao

Células de Boa dobragem de proteinas, padrdo de glicosilagdo humanizada, boa secrecéo,
mamifero taxa de crescimento lenta, livre de pirogénio, alto custo de producao total, longo

tempo de produgdo, propagacao dificil, rendimento médio para alto do produto,
alta qualidade do produto, capacidade de expansdo muito baixa, alto custo de

purificagao, alto risco de contaminacao (virus, prions, DNA oncogénico).

Escherichia coli Baixo custo geral, baixo tempo de produgdo, facilidade de cultivo, facil
propagacao, producdo de proteinas ndo-glicosiladas, alta taxa de crescimento,
baixa capacidade de secrecdo das proteinas, risco médio de contaminacao
(endotoxinas), facilidade de modificagdo do genoma, modificagbes no genoma,
rendimento médio do produto, baixa qualidade do produto, alta capacidade de

aumento de escala, alto custo de purificagao, livre de virus.

Continua
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Sistema de Caracteristicas
expressao
Leveduras Custo total médio, boa dobra de proteinas, produgdo de proteinas glicosiladas,

tempo médio de produgao, propagacao facil, taxa de crescimento rapido, alto
rendimento do produto, qualidade média do produto, facilidade de modificagdo
do genoma, boa capacidade de secrecdo das proteinas, livre de pirogénio,
facilidade de cultivo, alta capacidade de aumento de escala, baixo risco de
contaminacgao, custo médio de purificagao.

Células de Boa dobragem de proteinas, baixa taxa de crescimento, alto rendimento do
insetos produto, custo geral médio, propagacao viavel, dificil de cultivar, tempo médio de
producdo, producdo de proteinas glicosiladas, boa capacidade da secregcédo de

proteinas, custo médio de purificagéo, risco muito baixo de contaminagao, alta

capacidade de aumento de escala, produto médio qualidade.

Planta Boa dobragem de proteinas, producéo de proteinas glicosiladas, custo geral
transgénica muito baixo, tempo médio de producéao, capacidade de aumento de escala muito
alta, facil propagacao, alto rendimento do produto, alta qualidade do produto,

baixo risco de contaminacgao, alto custo de purificagdo.

Animais Alto custo total, alto tempo de producédo, baixa capacidade de aumento de
transgénicos escala, propagacao viavel, alto rendimento do produto, alta qualidade do
produto, risco muito alto de contaminacéo (virus, prions, DNA oncogénico), alto

custo de purificagao.

A escolha do hospedeiro sera de acordo com a propriedade da proteina de
interesse. O sistema de expressao escolhido neste trabalho foi a Escherichia coli
que sera discutido abaixo:

1.1.3.1.1. Escherichia coli
A E. coli € uma bactéria gram-negativa, sendo um dos hospedeiros mais
utilizados para a producao de proteinas heterdlogas nao glicosiladas. Isso se deve
diversas vantagens com relagao a expressao de proteinas, dentre essas vantagens
destacasse que é o hospedeiro melhor caracterizado geneticamente e
fisiologicamente, tem um rapido crescimento, os meios de cultura podem ser feitos

facilmente e com baixo custo e permitindo altos niveis de expressao de proteinas
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(13,14). Existem algumas limitagcbes para expressdo em E. coli como as
caracteristicas estruturais a serem expressas, como a glicosilada, estabilidade e
eficiéncia translacional do mRNA, dobramento das proteinas, acdo de proteases da
célula do hospedeiro e possibilidade dos cdédons da proteina de interesse serem
toxicas para o hospedeiro (41).

A E. coli foi utilizando como sistema de expressao de diversos medicamentos
que estdo no mercado. A insulina humana foi o primeiro medicamento aprovado nos
Estados Unidos da América em 1982. A aprovacdo do horménio do crescimento
bovino em 1994 estabeleceu um novo padrao para a fabricacdo pela sua relagao
custo-beneficio. Além dos medicamentos citados acima, podemos encontrar outros
medicamentos presentes no mercado como interferon a2b, interferon a2a, filgrastim,
interferon B-1b, ranibizumabe, hormdnio paratiredide humano, hormdnio da

paratireoide entre outros (42).

Neste trabalho foi utilizado a bactéria E. coli da linhagem BL21 (DE3) esta é
uma células competente deficiente de algumas proteases e produz pouco acetato e
€ adequada para a expressdo de genes néo toxicos (43). As proteases deficientes
nessa cepa € a OmpT e a Lon, a OmpT faz parte de uma familia de proteases de
membrana externa as omptinas, que sao responsaveis pela viruléncia das bactérias
gram-negativas patogénicas (44). A protease Lon faz parte da superfamilia de
proteases ATNases associadas a diversas atividades celulares sendo responsavel
pela degradacao seletiva de proteinas mutantes e anormais (45).

1.1.3.2. Vetor de expressao pET

Encontra-se uma grande variedade de vetores de expressao para E. coli,
onde diferem em sua capacidade de solubilidade, purificacdo, sequéncias de
clivagem de proteases e na regulagdo de niveis de expressao (46). Um dos
vetores de expressao mais utilizados € o pET que tem como promotor o T7, este
promotor € capaz de induzir uma grande quantidade de mRNA resultando em
uma grande quantidade de proteinas (47).

O vetor de expresséo utilizado no presente trabalho foi o vetor pET-15b, que

apresenta em sua composi¢cdo o promotor T7 e o operador lacO. O promotor T7 é a
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regido onde a RNA polimerase se liga para fazer a transcricdo. Como demonstrado
na Figura 2, operador lacO apresenta um mecanismo de repressdo, em que a
proteina codificada pelo gene lacl, chamada de repressor lac, se liga ao operador
lacO e a inibe a transcricdo das proteinas, pois nao permite que a RNA polimerase
se ligue ao operador. Na presenga de lactose ou do seu analogo IPTG, essa se liga
a proteina lacl mudando a conformacao e liberando lacO para ocorre a transcricéo
(48).

Gene ndo expresso

- Lactose Z Y A
A
@xpressao do gene
+ Lactose P
B

Figura 2. Mecanismo de ac¢do do repressor lac. Fonte: Imagem retirada e adaptado
de Matthaei (2004) (48).

A expressdo do gene da enzima L-ASNase de E. coli no sistema de
expressao E. coli ja foram explorados em alguns trabalhos como demonstrado na
Tabela 3, mas em nenhum destes artigos houve o escalonamento do processo ou a

busca pelo cultivo de alta densidade celular.
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Tabela 3- Artigos em que o gene da L-ASNase de E. coli no sistema de expresséo

E. coli

Sistema de Vetor Meio de cultura Indutor Referéncia
expressao
E. coli BL21 (DE3) pET-15b Meio LB IPTG (49)
E. coli BL21 star pET-26b Meio definido IPTG (50)
(DE3)
E. coli JM109 pKA Meio LB - (51)
E. coli JM105, pBV220 e Meio LB Temperatura (52)
JM109, pUC19
DH5a e TG1
E. coli cepas JM105, pKP2, Meio LB IPTG (53)
BL21 e CU1783. pPQWE1 e
pTWE1

1.1.4. Escalonamento de bioprocessos
No processo de desenvolvimento de producdo de um produto, € necessario
encontrar condicbes adequadas que permita produtividade e rendimento de
proteinas economicamente viavel (47,54). Como demonstrado na Figura 3,
processos fermentativos sao divididos em trés escalas: a de bancada, a piloto e a
industrial (54).

Industrial

Piloto

Bancada

200 - 400 mL 50 — 200 —500 L

Figura 3. Esquema das escalas de trabalho de processos fermentativos. Fonte:
Imagem adaptada de Schmidell (2001) (54).
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A escala de bancada é a que apresenta a maior flexibilidade e menor custo.
Nesta escala sera definido microrganismo, o meio de cultura, temperatura, pH e
velocidade de consumo do oxigénio do processo. Fazem parte dessa escala os
cultivos feitos em agitador orbital (shaker) e biorreatores até 10 litros de capacidade.
Apos se definir esses parametros pode-se ampliar a escala para um reator piloto,
neste momento as variaveis estudadas na escala de bancada serdo mantidas. Na
escala piloto sera fixado um critério de ampliagdo de escala, sendo uma grandeza
que tem que ser fixa em todas as escalas. E na escala industrial visara operar o
biorreator de maneira similar a escala piloto visando a produgao em alta escala (54).
Neste trabalho a escala de trabalho foi a de bancada, pois foi feito um processo de
triagem em agitador orbitar seguido por biorreator de até 3 litros de capacidade.

1.1.4.1. Processos fermentativos em biorreatores

Os biorreatores sao reatores onde ocorrem reagdes quimicas catalisadas por
enzimas ou células vivas. Essas células vivas podem ser microbianas, animais ou
vegetais. O processo fermentativo pode ser classificado em: descontinuo,
semicontinuo, descontinuo alimentado e continuo (54). Sendo assim o processo
descontinuo ou batelada, onde um meio de cultura asséptico € inoculado com o
microrganismo de interesse, no decorrer do processo sO é adicionado oxigénio,
antiespumante, acido e/ou base para controle do pH (55). No processo descontinuo
alimentado ou batelada alimentada, onde um ou mais nutrientes sdo adicionados ao
biorreator e ndo é retirado do produto antes do final do processo. No processo
semicontinuo, ocorre primeiramente uma batelada simples onde no final retira-se
uma parte do meio de cultura fermentado e um novo meio de cultura € adicionado
aproveitando o mosto. E por fim, a fermentacdo continua é caracterizada pela
alimentagdo constante e uma vazao constante, sendo assim o volume sempre é
constante (54). Neste trabalho foi utiliza a batelada alimentada para se obter uma
maior quantidade de biomassa.

1.1.4.1.1. Batelada alimentada
As fermentagdes em batelada alimentada iniciam-se com uma batelada

simples e apos o término da fonte de carbono € iniciada a alimentagdo da
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fermentagdo. Existem algumas finalidades para a alimentagdo do cultivo durante a
fermentagao algumas delas estao descritas abaixo:

e Minimizar os efeitos do controle do metabolismo celular, os
microrganismos dispdem de mecanismos regulatérios para que nao
haja uma superprodugdo de produtos e sintese de enzimas
desnecessaria, o processo de batelada alimentada pode ser util para
contornar alguns desses mecanismos (54,55);

e Prevenir a inibicdo por substrato ou precursores, pois qualquer fonte de
nutriente pode se tornar inibitéria por sua concentragdo, do
microrganismo ou condi¢do do cultivo (55);

¢ Minimizar a formacao de produtos de metabolismo téxicos, esse ponto
é critico quando o objetivo é chegar em altas densidades celulares(54);

e Superar problemas de estabilidade como contaminagdo, mutacado e
instabilidade do plasmideo (54).

e Quando se deseja estudar a cinética dos processos fermentativos &
possivel controlar a velocidade da alimentacdo deixando o substrato
em baixas concentragdes por longo periodo de tempo o que ajuda na
estimativa dos calculos cinéticos (54).

Foram desenvolvidos métodos a fim de conseguir suprir a demanda de
nutrientes, especialmente da fonte de carbono. Para isso foram desenvolvidos trés
meétodos de alimentacdo: taxa constante, taxa gradual e taxa exponencial. A
alimentacdo de taxa constante € o método mais simples de alimentagcdo, pois €
definido uma taxa fixa de alimentacdo e essa taxa sera constante durante todo o
cultivo. A desvantagem desse método € que chegara em determinado momento da
fermentagdo que a quantidade de nutrientes ndo sera suficiente para concentragéo
celular, diminuindo assim a velocidade de crescimento especifica continuamente
(12). Alimentacdo com taxa gradual € o método em que o nutriente limitante do
cultivo é alimentado exponencialmente para acompanhar o crescimento das células,
levando a um crescimento exponencial durante todo o cultivo. Alimentagdo com taxa
exponencial foi desenvolvida a fim de controlar a velocidade de crescimento

especifico através da velocidade da alimentagdo. Uma vantagem deste tipo de
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alimentagcdo € manter abaixo do valor critico de formagdo de acetato. Em
fermentagdes de E. coli é desejavel manter a baixa concentragao de acetato pois em
altas concentragbes o acetato ira inibir o crescimento e a produgcédo de proteinas
recombinantes. Sendo mantida a velocidade de crescimento especifica (i) entre 0,1
a 0,3 h'(12).

Para iniciar a alimentagdo no momento adequado foram desenvolvidos
mecanismos de feedback direto e indireto. Os métodos de feedback indiretos fazem
correlagdes entre parametros fisicos e a alimentagao do cultivo como os métodos de
DO-stat, pH-stat, taxa de evolugao de dioxido de carbono e a concentracéo celular.
O método de DO-stat baseia-se no momento em que a oxigénio dissolvido tem
aumento acentuado sendo indicativo que o substrato esta esgotado. O método de
pH-stat tem como embasamento que no momento que a principal fonte de carbono
se esgota ha um aumento no pH do cultivo, decorrente dos ions de aménio
secretados pelas células. O método de evolugcdo de dioxido de carbono é outro
indicador, pois no momento de crescimento as células liberam CO. sendo o
consumo da fonte de carbono proporcional a liberacdo de CO.. O método de
concentragdo celular onde a alimentacdo € determinada de acordo com a
concentracao celular. A concentragao celular pode ser determinada por turbidimetria.
Como método de feedback direto é a quantificagdo da fonte de carbono principal
(12).

A Figura 4 exemplifica uma batelada alimentanda, onde no primeiro momento
acontece uma batelada simples e apos o termino da glicose ocorre um pico do
oxigénio dissolvido (OD). A alimentac&o é feita em uma taxa constante, resultando

no aumento da peso seco (X) (56).
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Figura 4. Esquema de uma fermentagdo em batelada alimentada. Fonte: Imagem
retirada e modificada Krause (2016) (56).

Buscando maximizar a produtividade volumeétrica, foi desenvolvido os cultivos
de alta densidade celular que tem como vantagem a possibilidade de volumes
reduzidos em reatores, agua residual reduzida, maior facilidade de separagao celular
e melhor rendimento do produto (57,58). Para alcangar alta densidade celular &
necessario uma alimentagcado continua dos substratos para a produg¢do de produtos
intracelulares e extracelulares (59). Na Tabela 4 estdo trabalhos onde foi alcangada
a alta densidade celular em E. coli com suas respectivas massa seca, o meio de
cultivo, o indutor, a estratégia para a alimentagdo, o mecanismo de feedback para

inicio da alimentacao e volume do biorreator utilizado.
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concentragéo celular acima de 100 g L' de massa seca
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Cultivos de alta densidade celular utilizando Escherichia coli com

Microrganismo Massa Meio de Indutor Estratégia Mecanismo de Volume do Referéncia
seca (g/L) cultivo da feedback biorreator (L)
Alimentacao
E. coli BL21 119 Complexo Lactose Método direto 5 (60)
(DE3-)
E. coli BL21 100/120 Complexo/ Lactose Exponencial - 5 (61)
(DE3) Definido
E. coli 110 Definido - Exponencial Método direto 50 (62)
E. coli BL21 103,4 Definido IPTG Exponencial pH-stat - (63)
(DE3)
E. coli K12 101 Definido - Exponencial pH-stat 2,5 (64)
E. coli BL21 100 Definido IPTG Exponencial pH-stat 2 (65)
(DE3)
E. coli BL21 183 Complexo IPTG - pH-stat 5 (66)
(DE3)
E. coli JM105 110 Definido Arabinose  Exponencial - 3 (67)
E. coli K12 145 Definido IPTG Exponencial Método direto 10 (68)
RV308
E. coliTG1 148 Definido - Exponencial DO-stat 5 (69)
E. coli TG1 110 Definido - Exponencial DO-stat 72 (57)

O cultivo de alta densidade celular ja foi utilizado para a produgao de

peptideos (60), proteinas e enzimas como a penicilina G acilase (61), ciclodextrina

glicosiltransferase (63), interferon Y (65) entre outros. Neste trabalho foi feita

batelada alimentada com alimentagdo com taxa exponencial utilizando como

feedback a DO-star visando utilizar a estratégia do cultivo de alta densidade celular

para aumentar o rendimento da enzima L-ASNase e reduzir os custos de producao

para torna possivel a producéo nacional desta enzima.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver processos para produgao
em escala até 3L da enzima L-ASNase por Escherichia coli BL21(DE3) AspB.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que o objetivo geral fosse alcangado foi necessario estabelecer os
objetivos especificos descritos abaixo:

e Comparar e definir o método de quantificacdo da atividade da enzima L-
ASNase;

e Definir o meio de cultura a ser utilizado nos cultivos;

e Definir o indutor utilizado, IPTG ou lactose;

e Avaliar o custo dos meios de cultivos e dos indutores;

e Definir parametros para cultivo em biorreatores;

e Alcancar cultivos de alta densidade celular;

e Produzir da enzima L-ASNase em biorreator de 3 litros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  MICRORGANISMO

Os experimentos neste trabalho foram realizados utilizado L-ASNase de
Escherichia coli (GenBank KY305877) expressa no hospedeiro E. coli BL21 (DE3)
tendo como vetor de expressido o pET-15b, que contém uma sequéncia de sinal de
exportagdo para o espago periplasmatico e gene de resisténcia a ampicilina como
marcador seletivo. Essa cepa foi denominada no presente trabalho como E. coli
AspB. A cepa modificada foi cedida pela professora Dra. Gisele Monteiro do
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Biotecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo e pelo
professor Dr. Adalberto Pessoa do Departamento de Bioquimica e Tecnologia
Farmacéutica da Universidade de S&do Paulo.

3.2. PREPARO DO ESTOQUE DE CELULAS DA E. coli AspB

Para o preparo do estoque padronizado, uma coldnia isolada foi inoculada em 50
mL de meio LB (triptona (10 g L"), extrato de levedura (5 g L") e NaCl (10 g L),
suplementado com ampicilina (100 yg mL') em um Erlenmeyer de 250 mL e
incubados em agitador orbital (incubador shaker series Innova 44%®) & 37°C e 180
rom. A cada duas horas foi retirado assepticamente uma aliquota de 500 pL de
amostra. Essa aliquota foi centrifugada a 10.000 g, 10 minutos, 4°C, descartado o
sobrenadante e o precipitado ressuspenso em 1 mL de NaCl 0,85%. Em seguida foi
realizada a leitura da densidade 6ptica a 600nm (DOeoonm) dessa suspensédo. Foi
considerado o valor de diluicdo da amostra (1:2). Quando a densidade estava entre
1,5 e 2,0 o cultivo foi interrompido. Uma aliquota de 40 mL do cultivo foi transferido
para um tubo tipo cdnico estéril de 50 mL e centrifugado a 10.000g, 10 minutos, 4°C,
o sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi suspendido com 40 mL de
meio de criopreservagao, que continha 34 mL de meio LB estéril e 6 mL de glicerol
estéril (85% meio LB e 15% glicerol). Aliquotas de 500 uL da suspensao de células

foram estocadas em criotubo estéril. Os criotubos foram armazenados a -80°C.
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Foram preparados trés meios de cultivo para E. coli AspB diferentes: meio

definido (57), meio semi-definido (70) e o meio complexo (71). A composi¢céo destes

meios esta descrita Tabela 5:

Tabela 5- Composi¢cao dos meios de cultivo definido, semi-definido e complexo

Meio definido Meio semi-definido Meio complexo
Glicose 509 L Glicose 509 L Glicose 50g L
KH_PO - Extrato de -1 Extrato de -

13,3gL 10gL 50gL

2 ¢ levedura Y levedura Y

(NH4)2HF>O4 4,0 g L_1 KH2P04 13,0 g L_1 Triptona 10,0 g L_1
Acido citrico 17gL" K,HPO, 100gL" NaCl 100gL"
MgSO,7H,0 4,4 (NH,),HPO, 30gL" KH,PO, 8342gL"
Citrato de Ferro  gq mg L NaH,PO,.H,0 464 L K,HPO, 6,742 g L
1] " ’ ’
MnC|2.4H20 15’0 mg L_ MgSO47H20 2,0 g L_1 MgSO47H20 0,5 g L_1
1
Zn(CH3COO)2 8’0 mg L_1 FeC|3.HZO 81,0 mg L_ CaC|22HZO 50’0 mg L_
HZO 1 L
H,BO, 3,0mgL’ ZnCl, 39mgL’ H,BO, 0,1mgL’
N82M004. 2’5 mg |_"I COC|26HZO 6,0 mg L_'I COC|26HZO 0’1 mg L_'I
2HZO
COC|2.6H20 2,5 mg L_1 CaC|22H20 73,8 mg L_ ZnSO47H20 25,0 mg L_
1 1
CUC|2'2HZO 1’5 mg L_1 CUC|22HZO 3,81 mg L_ MnC|24HZO 4’0 mg L_1
1
EDTIB\Na2 8,4 mg L_1 H3BO3 1,5 mg L_1 NaZMOO4.2H20 0,1 mg L_1
Tiamina.HCI 4’5 mg |_"I A|2(SO4)316H20 4,8 mg L_'I CUSO45HZO 1,8 mg L_'I
MnSO4.H20 20,4 mg L- FeSO47H20 20,0 mg L-
1 1
NaZMOO4.2HZO 6.0 mg L_1 N|SO46HZO 01 mg L_1

O custo de cada meio de cultivo foi analisado realizando busca de preco em 3

empresas nacionais, entre os dias 02 a 08 de maio de 2018.
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3.4. PREPARO DO MEIO DEFINIDO
Para formulacdo do meio defino foram preparadas solug¢des individuais como

descrito abaixo:

3.4.1. Solugao de elementos traco
Foram preparados 500 mL da solucdo de elementos tracos, para isso cada

reagente foi pesado separadamente como descrito na Tabela 6:

Tabela 6- Composicao da solugao de elementos tracos

Componente Massa Concentragéo
(9) QL")
Citrato de Ferro 3,00 6,0
m
MnCl..4H.0 0,75 1,5
Zn(CH3:C00)2.H.O 0,40 0,8
H:BO; 0,15 0,3
Na:Mo0,4.2H,0 0,125 0,25
CoCl,.2H.0 0,125 0,24
CuCl,.2H.0 0,075 0,15
EDTA.Na; 0,45 0,84

Os componentes do meio foram solubilizados individualmente e apds a
solubilizacdo completa os sais foram misturados em baldo volumétrico o volume
completado com agua ultrapura para 500 mL. A solugao foi esterilizada com filtragdo
esterilizante em membrana de 0,22 ym e armazenada a temperatura ambiente e

abrigo da luz por até 12 meses.

3.4.2. Solugao de glicose
A solucdo de glicose foi preparada em trés diferentes concentragées foram
elas5gL", 10gL"'e 27,5¢g L™ O volume final da solugdo foi de 80 mL e a solugdo

foi autoclavada para posteriormente ser adicionado ao meio.

3.4.3. Solugao de sulfato de magnésio
Foram preparados 20 mL da solugdo de sulfato de magnésio, na
concentragdo de 60 g L e posteriormente essa solugédo foi autoclave para uso
(Tabela 7).
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Tabela 7- Composicéo da solugdo de sulfato de magnésio

Componente Massa Concentragéo

(9) (gL
MgS0O..7H:O0 1,2 60

3.4.4. Solugao de tiamina
Foram preparados 25 mL de solugéo de tiamina na concentragao de 4,5 mg L-
'. Descrito na Tabela 8.

Tabela 8- Composicao da solugao de tiamina

Componente Massa Concentragao

(mg) (mg L™
Tiamina.HCI 1125 4.5

A solucéo foi esterilizada com filtragdo esterilizante através de membrana de
0,22 ym. Foram feitas aliquotas da solu¢do em microtubos estéreis e armazenados
a-20°C.

3.4.5. Solugao de ampicilina
Foram preparadas 25 mL de solugdo de ampicilina na concentracédo de 100
mg L' (Tabela 9).

Tabela 9- Composic¢ao da solugdo de ampicilina

Componente Massa Concentragéao
(mg) (mgL™)
Ampicilina 2500 100

A solucado foi esterilizada com filtracdo esterilizante através membrana de
0,22 uym. Foram feitas aliquotas da solugdo em micro tubos estéreis e armazenados
a -20°C.

3.4.6. Solugao de sais
Foram preparados 900 mL da solugdo de sais em pH 6,8. Foram pesados

separadamente os seguintes componentes:
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Tabela 10- Composicao da solugao de sais

Componente Massa Concentragéao

(9) QL")

KH2PO4 13,3 14,78
(NHa}HPO, 4,0 4,44
Acido 1,7 1,89

citrico

Os componentes foram solubilizados em 800 mL de agua destilada. Apos a
solubilizacdo completa foi adicionado 10 mL da solucédo de elementos trago e o pH
ajustado para 6,8 com NaOH 5,0 M. O volume foi completado para 900 mL com

agua destilada e por fim esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121°C.

3.4.7. Formulagao final do meio definido
A formulacédo final do meio de cultivo foi preparada dentro de um frasco
Schott® estéril, onde foram adicionadas as solugbes estoque de acordo com a

composicao na .
Tabela 11.

Tabela 11- Formulagao final do meio definido a partir das solu¢des estoques

Componente Volume (mL)
Solugao de sais 900
Solugao de glicose 80
Solugao de sulfato de magnésio 20

As solugdes estoques foram transferidas para o frasco Schott®, misturadas e

armazenadas a temperatura ambiente e abrigo da luz por até um més.

Apos fracionar o meio para realizagdo do cultivo foram adicionados 1000 pL
da solugao estoque de timina e 1000 uL da solucéo estoque da ampicilina para cada
1,0 L de meio definido.

3.5. PREPARO DO INOCULO
O indculo foi preparado em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL

(relac&o volume de meio: volume do frasco = 1:10) de meio e 250 pL do estoque de
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células descrito no item 3.2 e incubado no agitador orbital a 37°C e 180 rpm por até
16 horas.

3.6. BIORREATOR

Os cultivos em biorreator foram realizados em equipamento New Brunswick
BioFlo®/CelliGen® 115 (Eppendorf®). Para os cultivos em batelada foi utilizado o
biorreator com capacidade 1,3 L e para as bateladas alimentadas o biorreator com
capacidade de 3 L. Os biorreatores foram equipados com termémetro, o sparger
(responsavel pela entrada dos gases), tubo de coleta, condensador, sensor de
oxigénio dissolvido, eletrodos de pH, entrada para base, alimentagdo e indutor. A
temperatura foi mantida constante com o auxilio da jaqueta de agua e a

homogeneidade da fermentagdo com o sistema de agitagao.

Os parametros definidos para a fermentagao foram: temperatura a 37°C, pH a
6,8, ndo foi necessario a adi¢cdo de acido, apenas de base (NH4OH 3 M). O oxigénio
dissolvido de 40%, quando o percentual de oxigénio ficava a baixo de 40% a cascata
de agitacdo era ativada que variava de 200 a 900 rpm e 2 vvm de ar
comprimido/oxigénio. Para os cultivos realizados em biorreator de 1,3 L de
capacidade utilizado 500 mL de meio de cultura e para os cultivos com biorreator de
3 L de capacidade contendo 800 mL de meio de cultura.

3.6.1. Alimentagao exponencial
Para a realizacdo da alimentagdo exponencial, foi necessario obedecer ao
modelo matematico derivado do balango de massas supondo rendimento celular
constante e crescimento em exponencial (12). A equacéo esta descrita na Equagéo
1:

Equagdo 1. Determinacdo da taxa de fluxo da alimentacdo para o método de

alimentagao exponencial:

F = (Y" ; m)X(to)V(to)exP[#(Set) (t—to)]
x/s

Onde, F é taxa de fluxo da alimentagéo (L h''), u € a taxa de crescimento especifica
real e p(set) taxa de crescimento especifica desejada, Yxs € coeficiente
biomassa/substrato (g g'), m € o coeficiente de manutencgao especifico (g g' h™), X
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(to) € a concentragdo de biomassa no inicio da alimentagdo (g L") e V volume do
cultivo no inicio da alimentacéo (L) e t-to € o tempo de alimentagéo decorrido.

3.6.1.1. Calibragdo da bomba

Para conhecer o volume da alimentagcdo que seria bombeado para o
biorreator foi necessario fazer a calibracdo da bomba. Com o sistema de
alimentagdo, que envolve a bomba, a garrafa e as mangueiras por onde é
bombeada a solugdo de alimentagao, foi feita a calibragdo. Com o auxilio de uma
proveta, a bomba foi ativada por um minuto em diferentes porcentagens (5, 10, 30,
50, 70 e 100%) e em triplicata. O volume que foi bombeado em um minuto foi
multiplicado por 60, para saber o volume bombeado em 1 hora e plotado no grafico.
A inclinagdo da reta foi utilizada no calculo do fluxo de alimentagdo. Como
demonstrado na Figura 5.

300 -

250 4 Yy =2,6161x
R?=0,9975

200 -

150 -

100 -

Volume (mL/h)

50 -

O =1 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Bomba %

Figura 5. Grafico de calibragdo da bomba para alimentacdo. Onde foi feita a
correlagdo entre a porcentagem de ativagdo da bomba e o volume da alimentagao

bombeada para dentro do biorreator.

3.6.1.2. Solugao de alimentacao
No cultivo de batelada alimentada, apdés o consumo da glicose do meio, foi
adicionada a solucao de alimentagcado de acordo com o fluxo descrito no item 3.6.1.
Os componentes foram solubilizados em agua destilada e esterilizados por calor
umido. A com composicao da solugédo de alimentagdo (72) esta descrito na Tabela
12:
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Tabela 12- Composic¢ao da solugao de alimentacao

Componente Concentracgdo
QL")
Glicose 600
MgS04.7H.0 20
EDTA 0,813
Citrato de Ferro 0,04
(1)
CoCl..2H.0 0,004
MnCl..4H.0 0,0235
CuCl..2H.0 0,0023
H:BO; 0,0047
Na:Mo0,.2H,0 0,004

Zn(CH;COO)..H;0 0,016

3.7. ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da enzima L-ASNase foi determinada por duas metodologias, método
do acido L-aspartil-B-hidroxamato (AHA) (73) e método de Nessler (74). A
asparagina é hidrolisada pela L-ASNase em acido aspartico e ambnia como
demonstrado na Figura 6, o método AHA utiliza o acido aspartico para quantificar a
atividade da L-ASNase (73). Alternativamente o método de Nessler utiliza a aménia

livre no meio para quantificar a atividade da L-ASNase (74).

L-asparaginase (0] I’\]
——~ o Ny
OH H \
OH NH, + H
L-asparagina Acido aspartico aménia

Figura 6. A L-ASNase hidrolisa a asparagina em acido aspartico e amoénia.

3.7.1. Método do acido L-aspartil-B-hidroxamato (AHA)
Como ja citado, um dos produtos da reag¢ao de hidrolise da asparagina pela L-
ASNase € o0 acido aspartico. O acido aspartico quando em contato com a
hidroxilamina, na presenga da L-ASNase, forma (-hidroxamato aspartico e essa

reacdo € parada com acido tricloroacético (TCA), HCI e cloreto férrico (FeClz). O
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cloreto férrico ira se complexar com o B-hidroxamato aspartico sendo o reagente
colorimétrico da reagdo que sera lida no espectrofotbmetro a 500 nm, como

demonstrado na Figura 7 (73).

O 1
HoN L- i HO
OH asparaginase | OH + NHs
NH, O NH,
asparagina acido aspartico
0 (|)|-| 0
HO L-asparaginase |
Py o won A
O NH, O NH,
acido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
OH 0 o) 0
n HCl i B
OH + FeCls , NOH Fe
p-hidroxamato aspartico p-hidroxamato aspartico férrico

Figura 7. Mecanismo de reag&o da quantificagdo da atividade da enzima L-ASNase

pelo método do acido L-aspartil-B-hidroxamato.

Preparo das solugdes:

3.7.1.1. Tampao Tris-HCI 50 mmol L
O Tris foi pesado 6,057 g e solubilizado em 1 litro de agua destilada, o pH foi
ajustado para 8,6 com HCI 1 mol L. O tampéo foi armazenado em geladeira até o

uso.
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3.7.1.2. Solugéo de asparagina 0,1 mol L’
Foi pesado 0,132 g de asparagina e solubilizado em 9 mL de agua destilada e
o volume foi ajustado com o auxilio de baldo volumétrico qgsp 10 mL. A preparagao

da asparagina foi extemporanea em todos os ensaios.
3.7.1.3. Solugéo de hidroxilamina 1 mol L™’

3.7.1.3.1. Solugéo estoque de cloridrato de hidroxilamina 2,0 mol L™
O cloridrato de hidroxilamina foi pesado 1,39 g e solubilizado em 10 mL de

agua ultra purificada. A solugao foi armazenada a 5°C.

3.7.1.3.2. Solugéo estoque de hidroxido de sédio 2 mol L
Foram pesados 8 g de NaOH e solubilizados em 100 mL de agua ultra pura.

Essa solugéo foi armazenada em temperatura ambiente.

As duas solugdes foram misturadas momentos antes do ensaio nas

proporgdes 1:1.
3.7.1.4. Solugao de cloreto férrico/TCA/HCI

3.7.1.4.1. Solugéo de cloreto férrico
O cloreto férrico (FeClz.6H20) foi pesado 1,648 g e solubilizado em 10 mL de

agua destilada.

3.7.1.4.2. Solugéo de TCA e HCI
Em um baldo volumétrico de 10 mL foram adicionados 700 yL de HCl e 2 mL
de TCA 6,1 M, o volume do bal&do foi completado com agua destilada gqsp 10 mL.

As solucbes de cloreto férrico e TCA/HCI foram misturadas e foram

armazenados em frasco amba e a solugao foi mantida a 5°C.

3.7.1.5. Construcao da curva padrao de B-hidroxamato aspartico
Para fazer a curva padréao foi usado um padrao de B-hidroxdmato aspartico da
marca Sigma-Aldrich®. Foi pesado 7,4 mg do padro e solubilizado em 9 mL de agua
ultra pura e com auxilio de um baldo volumeétrico o volume completado de 10 mL, a
concentragdo da solugdo mae é de 5,0 mmol L. A curva foi construida como

descrito na Tabela 13:
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Tabela 13- Preparo das solugdes padrao para o método de B-hidroxamato aspartico

Solugdo Moles B-hidroxamato Tampéo Tris-HCI Cloreto
padrao (umol) aspartico pH 8,6 férrico/TCA/HCI
5 mmol L™ (20 mmol L") (mL)
(uL) (mL)

Branco 0,0 0 2,000 0,50
Padréao 1 0,1 20 1,980 0,50
Padrao 2 0,25 50 1,950 0,50
Padrao 3 0,50 100 1,900 0,50
Padrao 4 0,75 150 1,850 0,50
Padrao 5 1,0 200 1,800 0,50
Padrao 6 1,5 300 1,700 0,50
Padrao 7 2,0 400 1,600 0,50
Padrao 8 3,0 600 1,400 0,50

Os padrdes foram feitos em triplicata e apds adicionar solugdo de cloreto
férrico/TCA/HCI, as amostras foram lidas no espectrémetro a 500 nm. Os resultados

foram plotados resultando a curva apresentada na Figura 8.

1.00 -

0.30 1 y =0.2967x + 0.0058

0.80 R?=0.9957
0.70

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

Absbancia 500 nm

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Concentragdo (umol)

Figura 8. Curva padrao do 3-hidroxamato aspartico versus a absorbancia a 500nm.
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3.7.1.6. Procedimento de quantificacdo de L-ASNase pelo método de AHA

Os ensaios foram realizados em tubo cénico de 5 mL e em triplicata. Cada
ensaio foi composto por 200 pL de L-asparagina 0,1 mol L', 200 upL de
hidroxilamina, 1,5 mL de tampéo tris-HCI 50 mmol L' e 100 yL de amostra. O
branco da amostra foi composto por 1,9 mL de tampao tris-HCI 50 mmol L' e 100 uL
de amostra. Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Decorrido
os 30 minutos, foram adicionados 500 pL da solugcdo FeCls/TCA/HCI. As amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm durante 5 minutos e 4°C e a leitura foi realizada

em espectrofotdmetro a 500 nm.

3.7.1.7. Calculo da atividade da enzima L-ASNase em U gcei’ pelo método
AHA.

Para a quantificagcdo da atividade de L-ASNase, a biomassa foi suspendida em
solugdo NaCl 0,85% para uma concentragao final de 0,05 g mL™" (célula umida) e o
volume adicionado da suspensdo ao ensaio foi de 100 puL. A Equacédo 2 demostra o

calculo da atividade da enzima L-ASNase.
Equacgéo 2. Célculo da atividade da enzima L-ASNase em U gceir! pelo método AHA.

(umol B — hidroxamato aspartico)

U
g de ASNase = (peso da amostra)(tempo da reagio)

3.7.2. Método de Nessler
O método de Nessler foi executado em duas etapas, como demonstrado na
Figura 9, a primeira com a presenca do substrato asparagina e da L-ASNase, em
condigdes favoraveis para reagao enzimatica. A segunda etapa com os produtos da
primeira etapa e na presenca do o reagente de Nessler. O reagente de Nessler é
uma solugéo alcalina de tetraiodomercurato(ll) de potassio que complexou com a
amoénia livre produzida na primeira etapa do ensaio, formando uma coloragéo

amarelo-acastanhado que foi lida no espectrofotdbmetro a 436 nm (74).
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L-asparaginase o

% N”’"'l:
o) ~ "H
OH H
OH NH, + H
L-asparagina Acido aspartico Amobnia
i\] |\ 2.
Tigy [ >I
/ “""H _____ I i /Hg \ /,“ [
Hg: + - 0 N '+ 71+ 2H20
H |
Amoénia Reagente de Nessler

Figura 9. Reacdes do ensaio do método Nessler. O ensaio do método de Nessler é
dividido em duas etapas, na primeira etapa ocorre a hidrélise catalisada pela enzima
L-ASNase do aminoacido L-asparagina em acido aspartico e amdnia e na segunda
etapa, onde o reagente colorimétrico Nessler interage com a aménia proveniente da

primeira etapa do ensaio.

As solugdes utilizadas no ensaio estao listadas a baixo:

3.7.2.1. Tampao Tris-HCI 50 mmol L
O Tris foi pesado 6,057 g e solubilizado em 1 L de agua destilada, o pH foi
ajustado para 8,6 com HCI 1 mol L. O tampéo foi armazenado em geladeira até o

uso.

3.7.2.2. Solugao de asparagina 189 mmol L
A asparagina foi pesada 0,249 g e solubilizado em 9 mL de agua ultra pura,
com o auxilio de um baldo volumétrico o volume foi completo para 10 mL. A

asparagina era preparada momentos antes do inicio do ensaio.

3.7.2.3. Solugdo de TCA 1,5 mmol L™
O TCA foi pesado 12,255 g e solubilizado em 50 mL de agua destilada. O

TCA foi armazenado em geladeira até o uso.
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3.7.2.4. Reagente de Nessler
O reagente de Nessler € uma solucdo de tetraiodomercurato(ll) de potassio
que foi adiquirido pronto para o uso da marca Merck®.

3.7.2.5. Construcao da curva padrao de sulfato de aménio
A solucdo mae de sulfato de amdnio em uma concentragdo de 6 mmol L' que
equivale a 12 mmol L' de amoénia livre foi preparada. Para isso foram pessados
79,28 mg e solubilizado em 100 mL de agua ultra pura.

A primeira etapa do ensaio foi feito em tubos e foi preparado como descrito na
Tabela 14:

Tabela 14- Primeira etapa da curva padrao do método de Nessler

Solugdo Moles Solugdo 12 mmol L™ Agua ultra Tampao Tris-HCI pH 8,6

padrao umol de aménio pura (mL) (20 mmol L")
(uL) (mL)
Branco 0,0 0,0 1,100 1,00
Padrao 1 0,11 100 1,000 1,00
Padrao 2 0,16 150 0,950 1,00
Padrao 3 0,27 250 0,850 1,00
Padrao 4 0,55 500 0,600 1,00
Padrao 5 1,1 1000 0,100 1,00

Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. Apds esse tempo, foi
adicionada 0,1 mL a solugédo de parada TCA 1,5 mol L.

Os tubos foram centrifugados 10000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante
utilizado para segunda etapa.

Em novos tubos de ensaio foram adicionados as solugdes como descrito na
Tabela 15:

Tabela 15- Segunda etapa da curva padréo do método de Nessler

Solugdo Moles Volume do sobrenadante da Agua ultra Reagente de
padrao pumol 1° etapa pura (mL) Nessler
(ML) (mL)
Branco 0,0 200 4,3 0,5
Padrao 1 0,11 200 4,3 0,5
Padrao 2 0,16 200 4,3 0,5
Padrao 3 0,27 200 4,3 0,5
Padrao 4 0,55 200 4,3 0,5
Padrao 5 1,1 200 4,3 0,5

ApOs agitagado por inversao, a coloragao formada foi lida depois de 1 minuto
em espectrofotometro a 436 nm.
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3.7.2.6. Procedimente de quantificacdo de L-ASNase pelo método de Nessler
A primeira etapa do ensaio foi realizado em tubos conicos de 5 mL. Em cada
tubo foi preparado como descrito na Tabela 16:

Tabela 16- Primeira etapa do ensaio do método de Nessler

Solugéo padrao Volume da Agua ultra Tampéo Tris-HCI pH 8,6  Asparagina
amostra pura (mL) (20 mmol L-1) (mL)
(WL) (mL)
Branco da 100 0,900 1,00 0,1
amostra
Amostra 100 0,900 1,00 0,1

Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. Apos esse tempo, foi
adicionada 0,1 mL da solugéo de parada TCA 1,5 mol L.

Os tubos foram centrifugados 10000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante
utilizado para segunda etapa. Em novos tubos de ensaio foram adicionados as
solucdes como descrito na Tabela 17:

Tabela 17- Segunda etapa do ensaio do método de Nessler

Solugdo  Volumedo Agua Reagente

padrdo sobrenadante ultra de
da1°etapa pura Nessler
(ML) (mL) (mL)
Branco 200 4,3 0,5
da
amostra
Amosra 200 4,3 0,5

Apos agitagdo por inversdo, a reagao foi lida depois de 1 minuto em
espectrofotometro a 436 nm.

3.7.2.7. Calculo da atividade da enzima L-ASNase em U mL-! pelo método de

Nessler

A atividade da enzima L-ASNase foi mesurada em suspensao celular ou apos
0 processo de extragdo da enzima com o sonicador. A concentragdo da suspensao
celular foi de 0,05 g mL™". A descrigdo do célculo da atividade da enzima L-ASNase

pelo método de Nessler esta descrito na Equacéao 3.
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Equacédo 3. Célculo da atividade da enzima L-ASNase em U mL™" pelo método de

Nessler

U (umol de amonio da amostra) x (volume da etapa 1)

mL (volume da etapa 1 para etapa 2)x (tempo de reagio etapa 1)x (volume da amostra)

3.8. QUANTIFICACAO DE PROTEINA
Para quantificacdo de proteina foi utilizado o Kit de Ensaio de Proteina BCA
da Thermo Scientific Pierce que se baseia-se na reagao de Biureto que é a reducéo

de Cu?* para Cu' em condigbes basicas.

O reagente colorimétrico € o acido bicinconinico que é especifico para Cu'.
Duas moléculas de acido bicinconinico reagem com um ion de cobre Cu'*, assim
sendo proporcionalmente a coloragao produzida pelo reagente e a concentragédo das
proteinas. A coloragao produzida € a purpura que foi lida no espectrofotémetro a 562
nm (75).

O ensaio foi realizado em placa de 96 pogos, onde 25 puL da amostra ou do
padrao foram pipetados em triplicata e 200 pL do reagente foram adicionados. A
placa foi inserida no leitor de microplaca onde ocorreram 30 segundos de shaker, 30
minutos de incubagdo a 37°C e leitura a 562 nm. A quantidade de proteina foi
estimada através de uma curva padrao feia com padrao de albumina composta por
nove pontos (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL). Resultando na

curva demostrada na Figura 10.
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Figura 10. Curva padrao do ensaio de proteina pelo Kit de Ensaio de Proteina BCA.

Nos casos que a absorbancia foi maior do que a plotada na curva foi realizada

a diluicdo da amostra e nova leitura.
3.9. QUANTIFICACAO DE GLICOSE

3.9.1. Sistema enzimatico de glicose enzimatica liquida
A quantificacdo de glicose para os experimentos em Erlenmeyer foram
realizadas pelo sistema enzimatico de glicose enzimatica liquida (Doles), onde o
principio € composto de duas reagdes utilizando as enzimas Glucose oxidase (GOD)
e o peroxidase (POD), como descrito na Equagao 4:

Equacao 4. Sistema enzimatico de glcose enzimatica liquida.
Glicose + O+ H20 S9P, Acido Gluconico + H202
2 H20; + 4-aminoantipirina P22 4-antipirliquinonimina + 4 H,O

O produto formado, 4-antipirliquinonimina, que tem uma coloragao
avermelhada, onde a sua intensidade é diretamente proporcional a concentragao de

glicose da amostra (76).

O kit é composto pela solugdo padréo de glicose e o reagente colorimétrico.
Em tubo cénico de 2 mL foram preparados o0s ensaios com o0s seguintes
componentes descritos na Tabela 18:

Tabela 18- Ensaio de glicose enzimatica liquida

Componentes Branco Teste Padrio
Reagente iTmL 1mL 1mL
colorimétrico
Padrao - - 10 L
Amostras - uL -

Os tubos foram agitados e incubados por 5 minutos a 37°C. E a leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro em 510nm. A cor final é estavel por 20 minutos. O
branco foi utilizado para zerar o espectrofotdbmetro e a concentragdo da glicose foi

calculada como esta descrito na Equacgao 5:
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Equacgéao 5. Quantificacdo da glicose pelo sistema enzimatico de glicose enzimatica
liquida:

x 100

m Absorbicia teste
Glicose (_g)

dL/ ~ absorbancia padrao

3.9.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo da glicose, acetato e lactose para os experimentos em
biorreator foram realizadas utilizando o cromatografo Prominence UFLC
(Shimadzu®) equipado com bomba de alta precisdo, auto-injetor ultra-rapido e dois
detectores SPD-20A (Shimadzu®) e RI(Shimadzu®). O SPD-21A é um detector
ultravioleta que detecta na faixa de absorbancia 190 a 700 nm foi utilizado para a
deteccdo do acetato. O RID-10A é um detector de indice de refracdo que foi utilizado
para detectar a glicose e a lactose. A coluna de exclusao idnica utilizada foi a Shim-
Pack SCR-101H (7,9 mm x 30 cm, Shimadzu). A analise ocorreu durante 30 minutos
a 60°C e a vazao da fase movel igual a 0,6 mL min'. A fase movel constituiu em
uma solugdo de acido sulfurico a 5 mmol L' em modo isocratico e volume de injegao
de 20 uL. As amostras retiradas do biorreator foram diluidas (1:4) e filtradas em filtro
de PVDF de 0,22 uym e 13 mm de diametro.

Para a quantificagdo dos substratos (glicose e lactose) e do produto (acetato),
foi feito curva padrdo com 6 pontos, a cada corrida foi feita uma nova curva padrao,
como descrito na Tabela 19:

Tabela 19- Pontos da curva padrao da glicose, lactose e acetato (g L")

Niveis Glicose Lactose Acetato(g

gL (@@L L")
P1 1,562 0,312 0,092
P2 3,125 0,625 0,187
P3 6,25 1,25 0,375
P4 12,5 2,5 0,75
P5 25 5 1,5
P6 50 10 3
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3.10. MEDIDAS DE CRESCIMENTO

3.10.1. Determinacao do peso seco

A medida do peso seco constitui 0o processo basico de medida de massa
microbiana presente na amostra, podendo ser utilizado para padronizagao de outros
metodos (77). Para determinacédo de peso seco foram utilizados tubos conicos de
50 mL que foram lavados com agua destilada e secos na estufa a 70 °C por 24
horas. Apos resfriados a temperatura ambiente, pesados em balanca analitica e
anotados o peso dos tubos, que foi denominado como a “massa A”. Uma aliquota de
50 mL do cultivo foi transferida para o tubo previamente pesado, e centrifugado por
10 minutos a 1000 g, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi lavado
com 5 mL de agua destilado e novamente centrifugado e desprezado o
sobrenadante. Os tubos foram colocados para secar em estufa a 70°C até peso
constate, que foi denominado como a “massa B”. Para determinar a massa celular,

calculou-se a diferenga entre a massa “A” e “B”, como demonstrado na Equacéo 6.

Equacgao 6. Determinacdo do peso seco:

(”lb'”la)
_1 .
X (g L") = ——="1000

Onde, my é Peso inicial do tubo cdnico vazio (g),m, € Peso final do tubo conico +
biomassa seca (g) eAl é volume da aliquota inicial (mL).

3.10.2. Densidade 6ptica 600 nm
A densidade optica 600nm (DOeocorm) € a medida da turvagdo de uma
suspengao microbiana. Essa turbidez esta relacionada a massa de microrganismo
presente na amostra e sua medida a absorbancia foi medida no espectrofotdmetro a
600 nm (78). Solugbes com absorbancias acima de 0,4 foram diluidas com agua
destilada.

3.10.3. Curva de crescimento
A curva de crescimento dos microrganismos utilizando os trés meios citados

no item 3.3 foram construidas. No inicio do cultivo foi inoculado uma DOgsponm de 0,1
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em cada Erlermeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio em agitador orbital a 37°C
e 250 rpm, a cada duas horas foi retirado assepticamente uma aliquota de 0,5 mL e
medido a DOsoonm afim de acompanhar o crescimento. O volume total retirado do

cultivo foi menor que 10% do volume inicial.

3.10.4. Curva peso seco x DOgoonm

Com o cultivo de meio definido, apds 24 horas a 37°C e 200 rpm as células
foram recolhidas por centrifugagcdo a 4000g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram suspendidas com 10 mL de solugdo de NaCl 0,85%.
Essa suspensdo foi utilizada para fazer diluicbes na faixa de 0,1 até 1,6, em
triplicada, em baldes volumétricos de 50 mL. A DOsoonm foi verificada de acordo com
o item 3.10.2. O peso seco foi realizado de acordo com a determinagdo de massa
seca descrito no item 3.10.1. Os resultados foram correlacionados e obteve-se a
equacao da reta y = 1,7242x + 0,0745 com o]
de R? = 0,9902 em agitador orbital. Uma nova equacdo da reta foi feita para os
experimentos em biorreator, com 32 pontos que variam a DOgsoonm entre 28 e 158,
resultando na equagéo y = 2,2081x + 7,7349 com o R? = 0,9806 correlacionando a

densidade optica a 600 nm e o peso seco (g L™").

3.11. METODO DE ROMPIMENTO CELULAR

As células microbianas em suspensdo (0,05 g mL' de NaCl 0,85%) foram
submetidas a ruptura por ultrassom (Vibra-Cell®). A suspensdo foi colocada em
tubos conicos de 50 mL e em banho de gelo para evitar a desnaturagdo de
proteinas. As células foram sonicadas por 7 minutos, sendo 30 segundos de pulso e
45 segundos de sem pulso e amplitude de 30%. Apds a sonicagéo, a suspenséo foi
centrifugada a 4000 g por 15 minutos (79). O sobrenadante foi analisado quanto a
atividade da enzima L-ASNase.

3.12. INDUTORES
Foram utilizados dois indutores neste trabalho, a lactose e o analogo isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG). A solugdo estoque de lactose foi preparada na
concentragdo de 200 g L' em agua destilada e esterilizada por calor imido. A
solugdo estoque de IPTG foi preparada na concentragdo de 1,0 mol L' em agua

destilada e esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 um.
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3.13. VELOCIDADE DE CRESCIMENTO ESPECIFICA (ux)
A ux foi calculada na fase exponencial de crescimento, em que a velocidade
especifica de crescimento é constante e maxima (ux = um)(54). A equagédo utilizada
para calcular o uxesta descrita na Equagao 7

Equacgao 7. Calculo do ux

X
lnX_O = ux-(t - tO)

Onde X é concentragéo celular final no meio (g L™"),Xo é concentragdo celular

inicial no meio (g L") e(t-to) € o intervalo de tempo (h).

3.14. FATOR DE CONVERSAO DE SUBSTRATO EM CELULA (Yys)
Para o calculo do fator de conversédo de biomassa em produto foi considerado
o crescimento celular (X) e o consumo do substrato (S), que foram relacionados pela
Equacao 8(54)

Equacao 8. Calculo doYys:

Y _X_XO
x/s SO_S

Onde X é concentragdo celular final no meio (g L™),Xo é concentragdo celular inicial
no meio (g L'),S é Concentragdo do substrato final do meio (g L") e 0So é
Concentragao do substrato inicial do meio (g L™").

3.15. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism®
Version 6.01. A distribuicdo de dados foi avaliada quanto a normalidade da
distribuicdo. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal foi aplicado teste
paramétrico de analise de variancia (ANOVA)-Dunnet, e os dados foram
representados por média e desvio padrao. Os dados que apresentaram distribuicdo
nao normal foram aplicados teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, e os dados
representados por mediana e intervalos interquartis. A diferenca significativa foi
considerada para os valores de p<0,05.



41

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
O objetivo deste trabalho foi desenvolver processos para produgéo em escala
de até 3L da enzima L-ASNase por E. coli AspB, com a finalidade de contribuir para
uma possivel produg¢ao nacional desta enzima. Para isso, busca-se definir o meio de
cultivo, indutor e parédmetros para a produgdo da enzima L-ASNase em agitador

orbital e em biorreator.

4.1. DETERMINACAO DO PESO SECO DE E. coli AspB E A CORRELACAO
COM A DENSIDADE OPTICA A 600 nm.
Com os dados obtidos através da avaliagao do peso seco da E. coli AspB, foi

possivel correlacionar peso seco com a DOsoonm.

Como pode ser observado na Figura 11, o coeficiente de determinagdo (R?)
foi de 0,9902 demonstrando que a equacao explica a correlagao da densidade optica
e do peso seco. Sendo a correlagdo DOgoonm X peso seco de 0,54, esse valor
significa que no momento em que a DOsoonm igual a 1 equivale a 0,54 g L. Esse
resultado corrobora com o encontrado por Baig e colaboradores (2008), que
encontrou a correlagdo de 0,50 para E. coli MG1655 (80).
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Figura 11. Correlagdo do peso seco (X) da biomassa celular e a densidade optica a

600nm (DOseoonm), lida em equipamento Biomate 3S Thermo Scientific.
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4.2. ATIVIDADE DE L-ASNase

4.2.1. Método para quantificagao da atividade da enzima L-ASNase.
Existem diversos métodos para a quantificacdo da atividade da L-ASNase,
incluindo cromatografia liquida de alta performance (CLAE), ensaios de eletroforese,
e determinag&o por ensaios colorimétricos como o reagente de Nessler e método do

acido L-aspartil-B-hidroxamato e o indofenol (81).

Foram testados dois métodos colorimétricos, o método de Nessler e o0 método
do acido L-aspartil-B-hidroxamato (AHA). Ambos os métodos sdo métodos indiretos,

pois ndo quantificam a enzima L-ASNase, mas os produtos da reagao enzimatica.

Na Figura 12, pode ser visto que o método de Nessler quantificou atividade de
L-ASNase com média de 7,15 + 1,5 U mL"' e o método AHA apresentou uma
atividade de L-ASNase média de 4,26 + 0,4 U mL"'. Esses valores corroboram com o
encontrado por Magri e colaboradores (2018), onde ao comparar os resultados
encontrados pelo método de Nessler e AHA, foi possivel concluir que o método de
Nessler superestima em 17% a atividade de L-ASNase e enquanto o método AHA
subestima em 67% a atividade de L-ASNase, quando comparado a quantificagao da

enzima realizada em CLAE (81).
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Figura 12. Comparagdao da quantificacdo da atividade da enzima L-ASNase pelo
meétodo de Nessler e pelo método do acido L-aspartil-B-hidroxamato (AHA). Os
resultados das atividades de L-ASNase(U mL-") foram expressos por média e desvio
padrao e comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma via com pdés-teste
de Dunnet (*,p < 0,05).

Em uma revisdo publicada por Freitas e colaboradores (2019), discutiu-se
como a amodnia proveniente do meio de cultura ou do processo fermentativo
interferia na quantificacdo da atividade de L-ASNase pelo método de Nessler, pois
algumas publicagdes utilizavam o extrato bruto para as quantificacdes da atividade
enzimatica, quantificando ndo somente a amodnia proveniente da reacdo da L-
ASNase, mas a amoénia livre total presente no meio de cultivo apos o processo de
fermentagdo. A utilizagdo do meétodo de Nessler é indicada para enzimas
purificadas, onde n&o estariam presentes interferentes. Para quantificagdo em
extrato bruto seria recomendavel utilizar outro método de quantificagado da atividade
enzimatica de L-ASNase que apresentasse menos interferentes (82). O método AHA
apresenta uma baixa interferéncia com amdnia (81,82). Sabendo que a enzima
produzida neste trabalho nido foi purificada foi utilizado o método de AHA na
continuidade deste trabalho, reduzindo assim o viés da interferéncia da aménia na

metodologia.

Na Tabela 20 estdo os trabalhos publicados sobre a produgao da enzima L-
ASNase de forma recombinante e com o sistema de expressao E. coli. Dentre as
informagdes apresentadas na tabela estdo a origem do gene da enzima L-ASNase,
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o método de quantificacdo da enzima, o valor da atividade encontrada e qual o

indutor utilizado no cultivo.

Tabela 20- Trabalhos publicados com sistema de expressdo Escherichia coli para a

producdo da enzima L-ASNase (*= Atividade especifica; A= Extrato bruto; O= Enzima

purificada; ITC= Calorimetria de titulagdo isotérmica; AHA= Acido L-aspirtil-B-hidroxamato)

Origem do gene Método de Atividade da L- Indutor Referéncia
quantificagao ASNase
Pseudomonas Nessler 38,88 UlmL"' A IPTG (83)
resinovorans
Anoxybacillus flavithermus Nessler 165U mg'* 0 IPTG (84)
Acinetobacter soli Nessler 400 Umg™ 0 IPTG (85)
Thermococcus Nessler 767 Umg™ 0 IPTG (86)
kodakarensis
Cobetia amphilecti Nessler 778 Umg™ 0 IPTG (87)
Lactobacillus casei Nessler 0,419 Umg™ 0 IPTG (88)
Saccharomyces cerevisiae Nessler 225,6 Ul geeiis' A IPTG (89)
Bacillus sp Nessler - IPTG (90)
Pyrobaculum calidifontis Nessler 20,13UL" A IPTG (91)
Vibrio cholerae nessler 2120 U mg™ 0 IPTG (92)
Pseudomonas fluorescens Nessler 26 Umg™ o IPTG (93)
Aspergillus terréus Nessler 42,46 Umg™ 0 IPTG (94)
Halomonas elongata Nessler 1510 U mg™ 0 IPTG (95)
Escherichia coli Nessler - IPTG (49)
Paenibaeillus barengoltzii Nessler 352Umg™ o IPTG (96)
Synechococcus elongatus Nessler 45U mg™ o IPTG (97)
Saccharomyces cerevisiae Nessler 110,1 Ul mg™ O IPTG (98)
Saccharomyces cerevisiae Nessler 196,2U mg™ O IPTG (99)
Erwinia carotovora Nessler 12,5U mg™ 0 IPTG (100)
Mesoflavibacter Nessler 687,1 Umg™ 0 IPTG (101)
zeaxanthinifaciens
Escherichia coli Nessler 40,8 U mL"™ A IPTG (50)
Pseudomonas fluorescens AHA 0,95 Ul mg™o0 IPTG (102)
Rhodospirillum rubrum Nessler 210 U mg'*0 Lactose (103)
Escherichia coli Nessler 190 Umg™ o0 IPTG (104)
Staphylococcus sp Nessller 113,06 Umg™ 0 IPTG (105)
Erwinia carotovora Nessler 0,72 Ul mg™ A IPTG (106)
Erwinia carotovora ITC 9,6 kcal mol' 0 IPTG (107)
Yersinia Nessler - Arabinose (108)
pseudotuberculosis
Yersinia Nessler 62,7 Umg™ 0 Arabinose (109)
Pseudotuberculosis
Withania somnifera L. Nessler 55Ul mg™ 0 IPTG (110)
Yersinia Nessler 62,7 Ulmg™ 0 Arabinose (111)
pseudotuberculosis
Flammulina velutipes HPLC 16 UmL"A IPTG (112)
Glycine max Nessler - IPTG (113)
Escherichia coli Nessler 130 UmL"A - (51)
Erwinia carotovora Nessler 0,72U mg™a IPTG (114)
Erwinia carotovora Nessler 630 Ul mg™™ 0 IPTG (115)
E. coli AS1.357 SDS 228U mL"'A  Temperatura (52)

Continua
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Origem do gene Método de Atividade da L- Indutor Referéncia
quantificagao ASNase
Escherichia coli AHA 91 Umg™o IPTG (53)
Escherichia coli AHA 1,08 U mg™ A Lactose Este
trabalho

4.2.2. Quantificagao da atividade de atividade da L-ASNase em suspensao
celular x enzima extraida.

Como demonstrado na Figura 13, a quantificagdo em suspensao celular
resultou uma atividade mediana de 86,32 U gcai' € na enzima extraida atividade
mediana de 82,74 U gear’. A amplitude dos resultados foi maior na suspensao,
sendo justificado pela maior dificuldade de manter a homogeneidade da suspenséao
em comparagéo a enzima extraida. Os resultados foram semelhantes ao encontrado
por Barati e colaboradores (2016), que concluiram que a suspensédo celular € um
meétodo alternativo ao sonicador por apresentarem resultados semelhantes (116).

Suspensao celular x Extragao
150~

Atividade de asparaginase

Figura 13. Comparacéao entre a quantificagdo da atividade da enzima L-ASNase em
suspensao celular e da enzima extraida. Os resultados das atividades de L-ASNase
(U geei™!) foram expressos como mediana e intervalo interquartii comparado por

Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn'’s.

A hipotese € que o substrato consiga penetrar no interior das células
bacterianas e a L-ASNase hidrolise o substrato. Os produtos da reag&o, acido
aspartico e amonia, retornem para o meio da reagdo onde sao quantificados (116). A
utilizacdo da suspensao celular pode ser util no momento de triagem, com o intuito

de reduzir o tempo e o custo necessario para analise dos resultados.
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4.3. DEFINICAO DO MEIO DE CULTIVO PARA CULTIVO DA E. coli AspB
Foram testados trés meios de cultivo o definido, semi-definido e um meio
complexo. Para cada um deles foram calculadas as seguintes variaveis
caracteristicas dos processos fermentativos: conversido de substrato em células,

peso seco final e a velocidade especifica dos processos.

4.3.1. Curva de crescimento

Foram construidas curvas de crescimento da E. coli AspB com os diferentes
meios avaliados como demonstrado Figura 14 “A”. Os resultados foram expressos
por média e desvio padrdo, sendo o desvio padrao muito pequeno, ndo sendo
possivel observar a barra do desvio padrédo no grafico. Para essas curvas a fonte de
carbono em comum, a glicose, foi fixada em 5 g L. Na Figura 14 “B” esta
representada a atividade da L-ASNase nos meios de cultivo avaliados. O meio
definido apresentou atividade de 94,77 + 10 U geai”’, seguido pelo meio complexo

com atividade 58,18 + 5 U gce!, 0 meio semi-definido 39,27 + 10 U geei™.

Atividade de asparaginase
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Figura 14. “A” Curva de crescimento da E. coli AspB em meio definido, semi-definido
e complexo representado por média e desvio padrao. A linha roxa representa 0 meio
complexo, a linha azul representa o meio semi-definido e a linha vermelha
representa o meio definido. “B” Comparacao da atividade de L-ASNase em E. coli
AspB cultivadas nos meios definido, semi-definido e complexo. Os resultados das
atividades de L-ASNase (U gcei') foram expressos por média e desvio padrdo e
comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste de Dunnet
(*,p =0,05).
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O meio complexo foi 0 que apresentou a maior quantidade de biomassa final
com 3,24 g L, seguido pelo meio definido com 1,80 g L' e o meio semi-definido
com 1,48 g L', como ja citado na Figura 14. O px variou de 0,547 a 0,812 h™', sendo
0 que apresentou 0 menor px o meio definido, seguido pelo meio semi-definido e
complexo. Na Tabela 21 apresenta-se os dados calculados a partir da curva de

crescimento.

A fase log ou exponencial dos trés meios teve a duragdo de quatro horas, seguida
da fase estacionaria que foi alcangada mais tardiamente pelo meio definido, como

demonstrado na Figura 15.

A elevada concentragao celular do meio complexo pode ser explicada devido
ao fato que além da glicose, o meio complexo apresenta mais duas fontes de

carbono, o extrato de levedura e a triptona ocasionando assim o0 maior crescimento

celular.
Meio definido Meio semi-definido Meio complexo
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Figura 15. Curva logaritmica de crescimento da E. coli AspB nos meios definido,

semi-definido e complexo.

O maior valor de Yys foi obtido com o cultivo em meio complexo, seguido do
meio semi-defino e do meio definido. Para o calculo do Yys foi considerado apenas a
glicose como substrato, o meio complexo apresenta mais duas fontes de carbono, o
extrato de levedura e a triptona e o meio semi-definido apresenta o extrato de

levedura sendo explicado o maior valor de Yys do meio complexo.
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Tabela 21- Peso seco final (X), velocidade especifica de crescimento (ux) e fator de

conversao do substrato em célula (Yxs) dos meios definido, semi-definido e

complexo
Meio X(gL™") px (h™) Yus (9 97)
Definido 1,80 0,547 0,306
Semi-definido 1,48 0,699 0,397
Complexo 3,24 0,812 0,628

Em trabalho publicado por Ponce (1999), foi demonstrado a relagao linear
entre a producédo de acetato e a ux, nos permitindo inferir que 0 meio complexo € o
maior produtor de acetato (117). O acetato é um dos produtos do metabolismo da
fermentacdo da E. coli, sendo ele produzido pela oxidagdo do piruvato via acetil-
CoA. O acetato que tem sua produgédo durante a fase exponencial, onde a glicose
nao € limitante sera consumido apds a exaustdo da glicose (118). Em altas
concentragbes de glicose, os niveis intracelulares de cAMP s&o baixos e ndo a
expressao do acetil-CoA sintetase. Sem a expressao do acetil-CoA sintetase néo
ocorre 0 consumo do acetato para a produgédo de acetil-CoA (119). O excesso de
acetato inibe o crescimento celular e a produgdo de producdo de proteinas, nao
sendo desejavel em cultivos em que se pretende o alcango de altas densidade

celulares (120).

4.3.2. Andlise de custo dos meios
Foi realizada uma analise de custo de cada meio, o intuito era saber qual
seria o custo para se produzir um litro de cada meio. Os pregos médios obtidos

estio listados na Tabela 22.

Tabela 22- Custo por grama de cada componente presente nos meios definido,

semi-definido e complexo (*sigma; **dinamica)

Componente Preco Preco por
(R$) grama (R$)
Acetato de zinco (Zn(CH;C0OO0),.2H,0)** 30,00 0,06
Acido bérico (H;BO3)* 153,00 0,31
Acido citrico* 157,00 1,57
Ampicilina* 261,00 52,20
Citrato de ferro lll (CcHsFeO7)** 653,00 1,31
Cloreto de calcio (CaCl..2H,0)* 301,00 0,60

Continua
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Componente Preco Preco por
(R$) grama (R$)

Cloreto de cobalto Il (CoCl..6H.0)** 45,00 0,45
Cloreto de cobre Il (CuCl.. 2H.0)* 149,00 0,46
Cloreto de manganés (MnCl..4H.0)* 199,00 1,99
Cloreto de sédio (NaCl)* 223,00 0,89
Cloreto de zinco (ZnCl)** 15,00 0,03

Cloridrato de tiamina* 228,00 22,80

EDTA* 194,00 1,94

Extrato de levedura* 638,00 1,28

Fosfato de amoénio dibasico (NH4):HPO4* 206,00 2,06
Fosfato de potassio dibasico (K:HPO,)* 224,00 2,24
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4)* 153,00 1,53
Fosfato de s6dio monobasico 213,00 2,13

(NaH2P04.H20)*

Glicose** 17,00 0,03

Molibdato de sédio (NazMoO.. 2H,0)* 288,00 2,88
Sulfato de aluminio (Al2(S04);.16H.0)* 218,00 2,18
Sulfato de cobre Il (CuSO,4.5H.0)* 171,00 1,71
Sulfato de ferro Il (FeS04.7H.0)* 231,00 0,92
Sulfato de magnésio (MgS04.7H.0)* 598,00 5,98
Sulfato de manganés (MnS04.H,0)** 22,00 0,02
Sulfato de niquel (NiSO,).6H.0* 70,00 0,70
Sulfato de zinco (ZnS0,4.7H.0)* 170,00 1,70
Triptona* 329,00 1,32

Apoés calcular o valor por grama de cada componente foi estimado quanto
custaria para preparo de 1 litro de cada meio de acordo com a composig¢ao descrita
no item 3.3. O custo foi obtido em Reais (R$). O meio que seria mais oneroso é o
meio semi-definido (R$ 77,08), seguido do meio complexo (R$ 64,80), sendo que o
menos oneroso o meio definido (R$ 44,06). O custo do meio de cultivo deve ser
levado em consideragdo no momento da escolha do meio de cultura, pois o intuito
do trabalho seria 0 aumento de escala, em um biorreator com 1 L de meio a
diferenca do custo entre o meio definido e o meio complexo é de R$20,74.

Para ser viavel um processo fermentativo, 0 meio de cultivo tem que ser o
mais barato possivel, sem menosprezar fatores como a produtividade e o
rendimento (77). A escolha feita em cada etapa do processo fermentativo vai
impactar em toda cadeia de producao, por exemplo se aumentassemos a escala das
fermentagdes para a escala piloto onde seria necessario 125 L de meio de cultivo, a

diferenga de culto entre o meio definido e o meio complexo que é de R$20,74 por
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litro de meio de cultivo iria para R$2.592,50 encarecendo todo o processo de
producao e assim o produto final.

Ao final da analise dos meios de cultura foi possivel concluir que apesar do
meio definido ndo ser o que mais induziu o crescimento celular, foi 0 meio que
induziu a maior atividade de L-ASNase em contra partida ao menor custo de
producédo. Como o objetivo deste trabalho € o aumento da escala para biorreatores,
outro importante fator que influenciou na escolha do meio para darmos continuidade
ao trabalho, foi a propria composicdo dos meios testados. No meio complexo estao
presentes o extrato de levedura e a triptona e no meio semi-definido esta presente o
extrato de levedura, esses componentes nao tem uma féormula fixa, variando entre
os lotes do produto a concentragdo de um ou outro componente o que pode
ocasionar alteragdes na produgdo da enzima de interesse (121). Outro fator
relevante, € que a triptona e o extrato de levedura quando presentes em biorreatores
ocasionam um maior volume de espuma no meio, sendo necessaria a adigdo mais
frequente de antiespumante durante o cultivo e € sabido que o antiespumante em
grande quantidade é toxico para algumas células (122). Neste contexto o meio
escolhido para prosseguir o trabalho foi o meio definido.

4.4. OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE

Para a comparagdo dos meios a glicose foi fixada em 5 g L', apds a deciséo
de prosseguir com o meio definido foi otimizado a concentragdo de glicose para
que fosse alcangada a maior biomassa em agitador orbital com o meio definido.
Foram avaliadas 3 concentragdes de glicose, adicionadas ao meio definido, 5 g
L7,10gL"e20gL"

Na Figura 16 estao presentes trés curvas de crescimento com concentragdes
diferentes de glicose, sendo as concentragdes 5 gL', 10 gL' e 20 g L. O cultivo
de 5 g L™ foi o que apresentou menor DOsgoonm igual a 3,16. Os cultivos com as duas
maiores concentragcdes de glicose n&o tiveram diferenga entre as suas curvas de
crescimento, chegando a mesma DOeoonm final igual a 4,20, que equivale a biomassa
de 2,50 g L-*. No cultivo com 20 g L™, o esperado era que resultasse em uma maior
biomassa final, mas este ndo foi o resultado alcangado. Alguns fatores podem ter

influenciado neste resultado, como a limitagcdo de oxigénio, pois em cultivo em
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agitador orbital ndo ha o acréscimo de oxigénio. Outro fator relevante é a produgao
de produtos inibitorios, como o acetato que em altas concentragdes de glicose pode
haver uma maior producédo de acetato levando a inibicado do crescimento celular. E
uma terceira hipétese é o esgotamento de nutrientes essenciais, como uma fonte de
nitrogénio (54). Assim, no restante dos ensaios em agitador orbital foi utilizado o

meio definido com 10 g L' de glicose.

Concentragdo de glicose

(3]
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Figura 16. Otimizagdo da concentracdo de glicose. A linha roxa representa o cultivo
com 5 g L' de glicose, a linha azul representa o cultivo com 10 g L' de glicose e a

linha verde o cultivo com 20 g L' de glicose.

45. OTIMIZACAO DA INDUCAO EM AGITADOR ORBITAL
Para o estudo de inducdo foram utilizados dois indutores a lactose e o seu
analogo o IPTG. Para isso foi testado a melhor concentragédo, o tempo ideal para

induzir e o tempo ideal para finalizar o cultivo.

4.5.1. Concentragao do indutor

Para cada indutor foram testadas trés concentragdes. As concentracdes do
IPTG testadas foram 0,1 mmol L*, 0,45 mmol L' e 1,0 mmol L' e a lactose foram 10
gL' 14 gL"'e 18 g L. As concentragdes de IPTG testadas foram escolhidas com
base em artigos onde as concentragdes se encontravam no intervalo entre 0,1 mmol
L' e 1,0 mmol L' (123-126). A mesma conduta foi adotada para a lactose, foram
encontrados artigos com as mais variadas concentragdes de lactose sendo utilizado
entre 10 gL"'a 18 g L' (60,127,128). Para a avaliagdo da indugéo os cultivos foram
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realizados em Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio definido. Os cultivos
foram inoculados com a DOeoonm 0,1 € ap0s 5 horas foram induzidos e apos 24 horas
da inducdo o cultivo foi interrompido e a atividade da enzima L-ASNase foi

quantificada.

Na Figura 17 “A”, das trés concentracdes testadas a que menos induziu a
producdo da enzima L-ASNase foi a concentragdo de 0,1 mmol L' com uma
atividade mediana de 82,74 U gcar''. As concentragdes de 0,45 mmol L' e 1,0 mmol
L' induiziram a atividades estatisticamente iguais. Sendo assim escolhida a

concentracgéo 0,45 mmol L' para a continuidade dos experimentos.

Como demonstrado na Figura 17 “B”, a concentragao de lactose que induziu
melhor a produgéo da enzima L-ASNase foi a de 10 g L' com atividade média de L-
ASNase de 74,15 + 21 U geei!, seguido da concentragdo de 14 g L' com 28,02 + 12
U geei”! € @ que apresentou a menor indugédo da enzima de interesse foi a de 18 g L™
com 15,73 = 6 U gear’. Essa redugdo da atividade da L-ASNase em maiores
concentracdes da lactose pode ter ocorrido pela supressao da producédo da enzima

em altas concentragdes da lactose.
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Figura 17. “A” Indugdo da E. coli AspB com diferentes concentragcdes de IPTG.
Foram comparadas trés concentragdes de IPTG (0,1 mmol L', 0,45 mmol L' e 1,0
mmol L"). Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcai’') foram expressos
como mediana e intervalo interquartil comparado por Kruskal-Wallis com pds-teste
de Dunn’s (*p < 0,05). “B” Inducéo da E. coli AspB com diferentes concentragbes de
lactose. Foram comparadas trés concentragdes de lactose (10 gL', 14gL"'e 18 g
L-"). Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcei') foram expressos por média
e desvio padrdo e comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma via com

pos-teste de Dunnet (*p < 0,05).

Outros trabalhos apresentaram essa mesma concentracdo de IPTG para a
inducdo. Em trabalho publicado por Chua e colaboradores (2018) foi realizada a
indugdo com IPTG 0,4 mmol L' para a producéo proteina estreptavidina em E. coli
BL21 com o vetor de expressdo pET21a (126). Em outro trabalho Saha e
colaboradores (2018) utilizou a indugdo com IPTG 0,5 mmol L' para a producgéo de

protease com o vetor de expressdo pET41a (125).

Em trabalho publicado por Tian (2011), o resultado foi semelhante ao
encontrado no presente trabalho, onde em concentragdes superiores a 10 g L™’
houve a supressdo da proteina alvo (128). Diante dos resultados apresentados a

concentragéo de 10 g L™ foi a escolhida para a continuidade dos experimentos.
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4.5.2. Custo do indutor

Apos definir qual a concentracdo necessaria para a indugdo de um litro de
meio foi necessario determinar a viabilidade de custo para cada meio, como
demonstrado na Tabela 23.

Tabela 23- Custo por grama dos indutores

Componente Preco (R$) Preco por grama (R$)
Lactose 469,00 0,2345
IPTG 249,00 249,00

Considerando que os dois indutores utilizados possuiam a mesma
procedéncia e mesma marca, o valor para induzir um litro de meio com 10 g de
lactose foi calculado em R$ 2,35 e para induzir com 0,45 mmol de IPTG é de
R$26,67, demonstrado na Figura 18.

Custo por indutor/L
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Figura 18. Custo dos indutores para necessario para induzir um litro de meio com 10
g de lactose e 0,45 mmol de IPTG. Lactose e IPTG foram cotados da mesma

empresa, sendo o mesmo fabricante dos produtos.

Quando se comparou os dois indutores foi possivel concluir que é necessaria
uma quantidade noventa e trés vezes maior de lactose (10 g L") para a indugéo de
um litro de meio em comparagéo ao IPTG (0,11 g L") para se chegar a atividades de
L-ASNase semelhantes. Essa diferenca de concentracdo se deve ao fato de a
lactose ser consumida como fonte de carbono sendo necessaria uma concentragao

maior para ele conseguir desempenhar a fungdo de indutor. Quando foi realizada a
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comparagao de custo, apesar de se utilizar uma quantidade muito maior de lactose o
seu custo € onze vezes menor que o do IPTG. Como ja explicitado na escolha do
meio de cultura, a intensdo do trabalho seria 0 aumento de escala do processo

sendo importante a avaliagao dos custos de cada etapa.

4.5.3. Tempo para o inicio da indugao

Os cultivos foram induzidos em momentos diferentes da curva de
crescimento, sendo a inicial DOeoonm 0,1. A concentracao utilizada para a inducao foi
de 0,45 mmol L' para o IPTG e 10g L para a lactose. Os cultivos foram induzidos
em quatro momentos, o primeiro momento foi 3 horas apds o inicio do cultivo,
quando comecgava a fase exponencial, para a cepa utilizada neste trabalho, com a
DOeoonm entre 0,4 a 0,6. O segundo momento foi apds 5 horas do inicio do cultivo,
onde marcava-se o meio da fase exponencial, com a DOsoonm entre 1,5 a 2,5 e
terceiro momento foi apds 7 horas do inicio do cultivo, sendo considerado o final da
fase exponencial, com a DOgsoonm entre 3,8 a 4,0 e por ultimo o cultivo celular foi
induzido ja na fase estacionaria em 9 horas de cultivo € DOgoonm entre 4,15 a 4,6. O
cultivo foi interrompido apds 24 horas da indugdo e a atividade de L-ASNase foi
quantificada.

Na Figura 19, podemos observar que o momento que foi possivel quantificar a
maior atividade da enzima L-ASNase foi no meio da fase exponencial apds 5 horas
do inicio do cultivo, o IPTG induziu a uma atividade de L-ASNase de 119,66 U gcai”,
a lactose induziu uma producgdo de L-ASNase de 78,98 U gear'. Sendo utilizado o
meio da fase exponencial (5 horas) para a indugao nos demais experimentos.
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Figura 19. O cultivo de E. coli AspB foi induzido com IPTG ou lactose em diferentes
momentos da curva de crescimento, sendo 3 horas o inicio da fase exponencial, 5
horas o meio da fase exponencial, 7 horas o fim da fase exponencial e 9 horas na
fase estacionaria. Os resultados das atividades de L-ASNase (U geei') foram
expressos como mediana e intervalo interquartil comparados por Kruskal-Wallis com

pos-teste de Dunn'’s (*p < 0,05).

Em estudos anteriores, o tempo escolhido para a indug¢ao foi quando a DO
estava entre 0,4 e 0,8 (50,84,96,100,101). No entanto, o IPTG € tdxico para as
células, quando adicionado no inicio do cultivo, ha uma perda na concentragao final

de biomassa (128).

4.5.4. Tempo apés a indugao
Um ponto importante na inducdo é quanto tempo é necessario para que
ocorra a indug&o do cultivo. Para isso os cultivos tiveram a DOeoonm inicial igual a 0,1
e foi feito a indugéo dos cultivos quando a DOeoonm estava entre 1,5 a 2,5, com 0,45
mmol L' para o IPTG ou 10 g L para a lactose. A atividade da L-ASNase foi

acompanhada das 10 horas até as 24 horas apés a inducéo.

Na Figura 20 A, esta representada a curva com as atividades de L-ASNase
apos a indugdo com IPTG, do tempo 16h a 24h foi formado um platd onde as
atividades de L-ASNase nao apresentaram diferenca estatisticas entre elas, com
média de atividades de 109 U gear’. Na Figura 20 B, esta a curva com o indutor
lactose onde as melhores atividades de L-ASNase foram encontradas entre os
pontos de 18h e 20h, sem diferenga estatistica entre elas, com média das atividades
de 99 U geai ™.
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Figura 20. Acompanhamento da atividade da enzima L-ASNase apo6s a indugdo com
IPTG e lactose durante o intervalo de 10-24h. Os resultados das atividades de L-
ASNase (U geei') foram expressos como mediana e intervalo interquartil comparado

por Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s (*p < 0,05).

Nos trabalhos citados na Tabela 20, foram utilizados trés indutores nos
cultivos, sendo eles o IPTG, a arabinose e a lactose. A lactose e o IPTG induzem o
operon lac (48) e a arabinose induz o operon arabinose (129). O IPTG foi o indutor
utilizado com maior frequéncia e a lactose foi utilizada em apenas dois trabalhos,
sendo grande parte destes experimentos realizados em agitador orbital. Na Tabela
4, esta mostrando que a maior parte dos cultivos continuam sendo induzidos com
IPTG, mas existe um aumento na frequéncia da utilizagdo da lactose como indutor
em cultivos de alta densidade celular, sendo estes cultivos realizados em
biorreatores. Essa tendéncia de substituicdo da IPTG para a lactose em escalas
maiores demonstram que custo e a toxicidade do indutor torna-se mais relevante no
aumento da escala, pois esses fatores impactam no sucesso do cultivo de alta

densidade celular e viabilidade econémica do processo (127,128).

Como demonstrado na Figura 21, as curvas com ambos os indutores
apresentaram comportamento semelhante, tendo atividade sem diferenga estatistica
(p = 0,05) nos pontos de 18 e 20h.
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Figura 21. Comparagcdo do acompanhamento da atividade da enzima L-ASNase
apods a inducdo com IPTG e lactose durante o intervalo de 10-24h. Os resultados
das atividades de L-ASNase (U gcer'') foram expressos como mediana e intervalo

interquartil comparados por Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s.

Em trabalhos feitos anteriormente foi realizada a comparagdo entre os
indutores lactose e IPTG. Tian e colaboradores (2011) realizaram a comparagao da
inducdo com IPTG e lactose, a concentragédo de IPTG utilizada n&o foi descrita, mas
foi comparada com concentragdes de lactose que variaram entre 2 a 50 g L™, sendo
a concentragdo de 10 g L' a que apresentou a maior atividade do fator de
crescimento de queratindcito humano recombinante-2 (128). Em outro trabalho
publicado por Bashir e colaboradores (2016), foi realizada novamente a comparagao
de IPTG versus a lactose, foram utilizadas trés concentragdes de IPTG 1 mmol L,
1,5 mmol L' e 2,5 mmol L' e a concentragbes de lactose foram 2 a 16 g L. Sendo
concluido que a concentragédo de 14 g L-' de lactose apresentou o mesma indugdo
da concentragéo 1,5 mmol L' de IPTG (127).

A utilizacdo da lactose como indutor apresenta vantagens e desvantagens.
Dentre as vantagens para sua utilizagdo esta sua origem natural, ter um custo
menor, ser menos toxica e a baixa velocidade de indugado sendo um beneficio para a
producédo de proteinas mais soluveis (127,128). E como desvantagem da lactose
sera sua utilizagcdo como fonte de carbono durante a fermentagdo, o que torna o
processo mais dificil de ser controlado (128). Por esses motivos detalhados o indutor

escolhido para dar continuidade ao trabalho foi a lactose.
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4.6. CULTIVO EM BIORREATOR
AplOs os estudos em agitador orbital, foram iniciados os estudos com
biorreatores de 1,3 L e 3 L. O meio utilizado foi o meio definido com a glicose inicial
foi de 27,5 g L' (57).

4.6.1. Batelada
Como demonstrado na Figura 22, a biomassa maxima alcangada no cultivo foi
de 11 g L™, o cultivo foi interrompido quando a DOsoonm cOmego a decair. A glicose
foi completamente consumida e a quantidade maxima de acetato produzida foi de
0,20 g L. Foi calculado o px de 0,79 h”' e o Yys foi de 0,45 g g.

Batelada
15+ 25 .- X (g |_'1)
| g —* Glicose
-+ Acetato
- 15

=10 ©

X(gL"

Tempo (h)

Figura 22. Cultivo em batelada da E. coli AspB em biorreator. A linha azul
representa o crescimento da biomassa (g L"), a linha rosa representa o consumo da

glicose (g L") e a linha verde representa a produgéo de acetato (g L™).

Em trabalho publicado por Kim e colaboradores (2019), onde utilizaram E. coli
BL 21 para a producao de peptideo na fase de batelada foi calculado o px de 0,74 e
a concentragdo de acetato ficou abaixo de 0,5 g L' (60). Este resultando é

semelhante ao encontrado no presente trabalho.

No artigo de Riesenberg e colaboradores(1991), que foi a referéncia para o
meio definido utilizado neste trabalho, na fase de batelada a biomassa alcangada foi
de 12 g L, resultado semelhante com o encontrado de 11 g L-'. A producgio de
acetato no artigo foi de 1 g L' sendo maior do que a encontrada no presente
trabalho de 0,20 g L1 (57).
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4.6.2. Batelada alimentada
Ap0Gs se conhecer a cinética do cultivo em batelada foi iniciada a alimentagéo.
O cultivo foi inoculado com a DOsoonm 0,01, apds 12 horas a glicose foi totalmente
consumida e ocorreu o pico da OD (DO-stat). Neste momento foi iniciada a
alimentacdo. O método de escolha foi a alimentacdo exponencial para que fosse
controlada a producéo do produto acetato durante a alimentacéao.

Lee SY (1996), descreveu que pset ideal seria entre 0,1 e 0,3, para que a
producéo de acetato durante a alimentag&o ndo inibisse o crescimento celular (12).
Levando em consideracdo esses valores foram avaliados dois pset, 0,20 e 0,30. O
peso seco maximo alcangado no presente trabalho foi de 69 g L', sendo alcangados
pelos dois pset avaliados, os cultivos foram interrompidos quando houve o

decaimento da biomassa.

Na Figura 23, esta demonstrado o crescimento da biomassa (g L") durante a
alimentagdo. Os pontos da batelada nao foram coletados, pois ja tinham sido bem
descritos nos experimentos anteriores. Apds o pico da OD, foi iniciada a
alimentacgao e foram coletados pontos a cada hora. Chegou-se a0 mesmo peso seco
maximo nos dois pset, mas em tempo diferentes, quando o0 pset usado foi de 0,30
alcangou a biomassa maxima de 69 g L, foi obtida com 8 horas de alimentagéo e
quando o0 uset usado foi de 0,20 alcangou a biomassa maxima foi obtida com 12
horas de alimentagdo. A produgdo maxima de acetato do pset 0,20 foi de 1,60 gL' e
0 uset 0,30 foi de 2,37. O oxigénio foi um fator limitante nos dois cultivos, foi
adicionado uma mistura de 2 vvm ar comprimido e oxigénio puro. A proporgéo dessa

mistura foi sendo ajustada de acordo com a necessidade da fermentagao.
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Figura 23. Avaliagdo do pset 0,20 e 0,30 durante alimentagdo exponencial no peso
seco (g L"). Na figura a linha verde esta representado a curva de crescimento como

uset 0,20 e a linha azul esta representado a curva de crescimento como pset 0,30.

Na Tabela 4 estao listados trabalhos cujo o objetivo era alcangar o cultivo de
alta densidade celular, e os valores de biomassa seca final foram superiores a 100 g
L-'. Para alcangar o cultivo de alta densidade celular a maior parte dos trabalhos
apresentados na tabela utilizou o meio definido e a estratégia de alimentagao foi a
exponencial que foram semelhantemente utilizadas no presente trabalho. Trés
trabalhos citados conseguiram alcangcaram valores de biomassa superiores a 100 g
L' com biorreatores com capacidade igual ou inferior a 3 L (64,65,67). Neste
trabalho, sugere-se que nao foi possivel alcangar maiores concentragdes celulares
devido a limitagdo de oxigénio, pois foi adicionado o maximo de oxigénio permitido
pelo equipamento utilizado e ao final do cultivo houve a caréncia de oxigénio, sendo
possivel contornar essa caréncia do oxigénio com o aumento da capacidade do
biorreator e reduzindo proporcionalmente o volume inicial do cultivo e aumentando a
entrada do oxigénio, desta maneira sera sugere-se ser possivel aumentar a
disponibilidade de oxigénio fazendo que o cultivo alcance maiores concentra¢des de

biomassa.

Ha poucos artigos em que ocorre o escalonamento da produgao da enzima L-
ASNase recombinante tendo como sistema de expressdo Escherichia coli. Dentre
esses estudos, utilizaram biorreator com capacidade de 2 litros e a DOsgoonm
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alcancada foi 6 em cultivo em batelada (83). Em outro trabalho, alcangou 30 g L' de
peso seco utilizando biorreator com capacidade de 2 litros (107). E o trabalho em
gue mais se aproximou o valor da biomassa alcangcada neste trabalho, alcangou
53,3 g L' de peso seco (130). O presente trabalho alcangou o 69 g L' (DOsoonm
158).

4.6.3. Producao da enzima L-ASNase em biorreator

A indugdo da enzima L-ASNase foi realizada com trés concentragdes de
lactose 10 g L*, 20 g L' e 30 g L. O cultivo foi induzido com lactose no momento
em chegou em alcangou 50 g L' de peso seco e foi interrompido quando iniciou o
decaimento do peso seco. O aumento da concentracao da lactose como indutor em
biorreator foi necessaria, pois no momento em que houve a indugao do cultivo com
10 g L' de lactose a concentragéo celular estava mais alta do que a alcangada nos
experimentos em agitador orbital ndo sendo a concentragdo de lactose o suficiente

para a indugado do meio devido a alta concentracéo celular no momento da indugéo.

Na Figura 24 “A”, estda a comparagdo das trés curvas de crescimento de
cultivos que foram induzidos com diferentes concentragdes de lactose e na Figura
24 “B” a atividade de L-ASNase referente a cada indugdo em U geai'. O cultivo que
foi induzido com 10 g L' de lactose foi o que apresentou maior concentragao celular
(69 g L"), mas foi o que apresentou a menor atividade de L-ASNase (11,79 U geei ).
O cultivo que foi induzido com 20 g L' a maior concentragéo celular alcangada foi de
58 g L', mas houve um aumento no valor de atividade de L-ASNase (22,56 U gcei").
E o cultivo que foi induzido com 30 g L' de lactose teve sua concentragédo celular
maxima 59 g L' e a maior atividade de L-ASNase (41,68 U gcei ™).
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Figura 24. Indugdo em biorreatores com trés concentragdes de lactose 10 gL, 20 g
L' e 30 g L". Na figura “A” esta representado as trés curvas de crescimento em
peso seco (g L") e na figura “B” esta representado a atividade de L-ASNase induzida
por cada concentracédo de lactose. A cor azul esta representando o cultivo induzido
com 10 g L' de lactose, a cor vermelha esta representando o cultivo induzido com
20 g L' de lactose e a cor verde esta representando o cultivo induzido com 30 g L'
de lactose. Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcei') foram expressos por
média e desvio padrdo e comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma via

com pos-teste de Dunnet (*p < 0,05).

A menor concentragdo celular nos cultivos de 20 e 30 g L' de lactose pode
ser atribuido a baixa solubilidade da lactose. A lactose tem solubilidade de 216 g L™
sendo assim necessario um volume cada vez maior para se chegar a concentragéo
desejada de lactose no cultivo, esse volume alto resulta na dilui¢do da cultura. Vélez
e colaboradores (2014) utilizaram pulsos de 400 mL de lactose (200 g L) para
induzir o cultivo para a producdo de Penicilina G acilase, para contornar a baixa

solubilidade da lactose (61).

Na Figura 25, esta representada a biomassa produzida durante a alimentagao
e os dados obtidos através da analise em CLAE. O cultivo induzido com 30 g L' de
lactose foi 0 que a maior produgdo de acetato (5,25 g L), seguido por 20 g L' (1,10
g L") e por ultimo 10 g L (0,96 g L"). Este resultado, indica que em todas as
concentragbes a quantidade de oxigénio esta limitando a fermentag&o, pois o
acumulo de acetato € inversamente proporcional aos niveis de oxigénio, isso se

deve a menor atividade do ciclo TCA e dos niveis alterados de transcricdo de genes
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associado ao metabolismo da glicose e acetato (131). O unico cultivo que foi
interrompido sem o consumo completo da glicose foi o de 30 g L. Este resultado
poderia ser explicado pela hidrélise da lactose em glicose e galactose, aumentando
assim a concentragdo de glicose no meio de cultura, sendo que o excesso da
glicose é responsavel pela aumento da produgao de acetato e a alta concentragao
de acetato causa a reducgéo da velocidade de crescimento (120,132).
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Figura 25. Representacdo do crescimento da biomassa, o consumo de glicose e
producao de acetato em cultivos com diferentes concentragcdes de lactose. A linha
azul representa a biomassa (g L"), a linha rosa o consumo da glicose (g L"), a linha
verde a produgdo de acetato (g L) e a seta representa o momento da indugdo com
lactose.

Na Tabela 20, onde o sistema de expressao utilizado em todos os trabalhos
foi a E. coli, dois trabalhos que expressaram seu resultados em atividade especifica
no extrato bruto, ambos os estudos utilizaram gene da L-ASNase de Erwinia
carotovora, e alcangaram a atividade especifica de 0,72 U mg™' (106,114), sendo
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estes resultados inferiores ao encontrado no presente trabalho que foi de 1,08 U mg-
. Em trabalho publicado por Lopes e colaboradores (2019), utilizando o gene da L-
ASNase de Saccharomyces cerevisiae a atividade encontrada de foi de 225,6 U gcer
', essa atividade € superior ao que encontrado no presente trabalho 41,68 U geeii™”
(89). Em outro trabalho publicado por Chohan e colaboradores (2018), utilizando o
gene da L-ASNase de Pyrobaculum calidifontis a atividade volumétrica encontrada
de 20,13 U L' sendo inferior ao encontrado no presente trabalho de 43.954,79 U L
(91).

Em trabalho publicado por Khushoo e colaboradores (2005), buscou-se a
producdo de enzima L-ASNase extracelular no sistema de expressao E. coli BLR
(DE3), os cultivos foram realizados com meio complexo em biorreator de 2 litros de
capacidade e induzido com 1 mmol L' de IPTG. A atividade volumétrica de
850.000 U L' da enzima L-ASNase no meio extracelular (130). A atividade
enzimatica encontrada foi superior ao encontrado no presente trabalho, porém, o
método de quantificacdo da atividade da enzima L-ASNase foi o método de Nessler,
a escolha do método de quantificagao traz duvidas sobre a real atividade da enzima,
uma vez que a enzima esta no meio extracelular e o meio de cultivo apds o processo

de fermentativo interfere na metodologia (82).

Na Figura 26, esta explicitada as diferengas entre os cultivos em agitador
orbital e biorreator. A concentragido de maxima de lactose utiliza foi de 30 g L, ndo
induzindo o cultivo na mesma proporgao obtida em experimentos em agitador orbital.
A atividade da L-ASNase maxima alcangado em agitador orbital foi de 99 U gcei™
comparado ao 41,68 U gcar' alcangada em biorreator. A atividade especifica do
extrato bruto foi de 1,08 U mg™', sendo atividade volumétrica maxima alcangada de
43.954,79 U L' em biorreator. A concentragdo celular alcangada em biorreator foi 27
vezes mais alta do que em agitador orbital.
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1,08 U mg!
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Figura 26. Comparacgéo entre os cultivos realizados em agitador orbital e biorreator.

Para a continuidade dos estudos de inducdo seria necessario que a
concentracdo de lactose fosse aumentada até alcangcar o mesmo nivel de inducao
do agitador orbital. O aumento da concentracdo de lactose dentro do biorreator traz
a limitagcao do volume, pois como a lactose possui baixa solubilidade, € necessario
adicionar um volume cada vez maior da solugao de lactose, causando a diluicdo da
cultura, podendo tornar inviavel o seu escalonamento na industria, sendo necessaria
a busca de estratégias para melhorar a indugdo com a lactose, como a lactose ser
adicionada em pulsos (61) e a redugao da temperatura do cultivo durante a indugao
para a producdo das enzimas seja mais lenta, mas de forma constante (133).
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5. CONCLUSAO

A produgao da enzima L-ASNase foi realizada em agitador orbital e biorreator
de 3L, utilizando como meio de cultivo o meio definido e como indutor a lactose.
Apds o processo de escalonamento de agitador orbital para biorreator a
concentragdo celular aumentou significativamente, resultando no aumento da
produtividade volumétrica da enzima de interesse. Apesar de ter sido realizada a
producao da L-ASNase em biorreator, € necessario o aprofundamento dos estudos
de indugéo, para se obter uma maior produtividade da enzima L-ASNase.
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