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Estrutura da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de
Leuconostoc mesenteroides (dimero). O substrato G6P e a
coenzma NADP+ aparecem ligados a seus sitios
especificos (VOUGHT et al., 2000).

Concentracao celular (X) em funcao do tempo de cultivo
da etapa de in6culo para a primeira (-@®-), segunda (-H-) e
terceira (-A-) condi¢des de preparo do indculo.

Logaritmo neperiano da concentracdo celular (Ln X) em
funcdo do tempo de cultivo da etapa de inoculo, onde
verifica-se o periodo de fase de crescimento exponencial
(-) para a primeira ( ® ) (R?=0,9909), segunda ( W )
(R?=0,9753) e terceira ( A ) (R?=0,9830) condicdes de
preparo do in6culo.

Volume de solugéo de glicose (15 g/L) adicionada a dorna
em funcao do tempo de cultivo para os diferentes valores
de K, K (h") =02 (-#-), K=0,3 (-A-), K =0,5 (-l-),
K =107 (-O-) e K= 0,8 (-J-). O volume de glicose
adicionada foi calculado pela a equagéo 3.1.

Massa celular (Mx) em funcédo do tempo de cultivo para os
diferentes valores da constante de tempo K (h™') = 0,2
(-®-), K=0,3 (-A-), K=0,5(-l-), K=0,7 (-O-) e K= 0,8
(-00-).

Massa de glicose (Ms) em funcao do tempo de cultivo para
os diferentes valores da constante de tempo K (h'") = 0,2
(-¢-), K=0,3 (-A-), K=0,5(-1-), K=0,7 (-O-) e K= 0,8
(-0-).

Atividade de G6PDH em funcao do tempo de cultivo para
os diferentes valores da constante de tempo K (h) = 0,2
(--), K=0,3 (-A-), K=0,5(-1-), K=0,7 (-O-) e K=0,8
(-0-).

Curva de nivel da atividade especifica de G6PDH
(G6PDH/gpot) em fungdo dos valores codificados de
concentracao de adenina (X1) e uracila (X4).

Curva de nivel da atividade especifica de G6PDH
(G6PDH/gpot) em fungdo dos valores codificados de
concentragao de triptofano (Xz) e histidina (Xs).

Concentracao celular (X) (-@®-), concentragdo de glicose
(S) (-M-) e atividade de G6PDH por litro de meio cultivado
(G6PDH) (-®-) em fungao do tempo. Cultivo conduzido em
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FIGURA 4.4

FIGURA 5.1

FIGURA 5.2

FIGURA 5.3

FIGURA 5.4

agitador rotativo com a S.cerevisiae W303-181 para a
producédo de G6PDH usando um meio de cultivo otimizado,
composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4 ¢/L, adenina
68 mg/L, histidina 66 mg/L, uracila 47 mg/L e triptofano
80 mg/L.

Velocidade especifica de crescimento celular (ux) (—) e
velocidade especifica de produgcédo de G6PDH (ugsppH) (--)
em funcdo do tempo. Cultivo conduzido em agitador
rotativo com a S.cerevisiae W303-181 para a producéo de
G6PDH usando um meio de cultivo otimizado, composto
por glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina 68 mg/L, histidina
66 mg/L, uracila 47 mg/L e triptofano 80 mg/L.

Volume de solugéo de glicose (10 g/L) adicionada a dorna
em funcédo do tempo de cultivo para os diferentes valores
de K, na vazdo de alimentacdo exponencialmente
crescente, K (h™") = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentagao
exponencialmente decrescente, K (h") = 0,2 (-0-), K= 0,5
(-A-) e K= 0,8 (-0-). O cultivo em regime descontinuo
alimentado foi conduzido com S. cerevisiae W303-181 e a
de adicdo de glicose (substrato) foi calculada de acordo
com a equacdo 1 para a vazdo de alimentacdo
exponencialmente crescente e equagao 2 para a vazao de
alimentacao exponencialmente decrescente.

Concentragao celular (X) em funcdo do tempo de cultivo
para os diferentes valores de K, na vazao de alimentagéo
exponencialmente crescente, K (h™") = 0,2 (-O-), e na vazao
de alimentacéao exponencialmente decrescente,
K((h')=0,2(-0), K=0,5(-A-) e K=0,8 (-O-).

Concentracao de glicose (S) em funcdo do tempo de
cultivo para os diferentes valores de K, na vazdo de
alimentagdo exponencialmente crescente, K (h™") = 0,2
(-O-), e na vazdo de alimentacdo exponencialmente
decrescente, K (h") = 0,2 (-0-), K= 0,5 (-A-) e K= 0,8
(-<5-).

Atividade de G6PDH por litro de meio cultivado (G6PDH)
em funcdo do tempo de cultivo para os diferentes valores
de K, na vazado de alimentacdo exponencialmente
crescente, K (") = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentacéo
exponencialmente decrescente, K (h'") = 0,2 (-0-), K= 0,5
(-A-)e K=0,8 (-C-).
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FIGURA 5.5

FIGURA 6.1

FIGURA 6.2

FIGURA 6.3

FIGURA 6.4

FIGURA 6.5

FIGURA 6.6

Velocidade especifica de crescimento celular (-) e
velocidade especifica de producdo de G6PDH (--) em
funcdo do tempo de cultivo de S. cerevisiae W303-181 em
regime descontinuo alimentado nas vazdes de
alimentacdo. A: vazdo exponencialmente crescente
K=0,2 h'; B: vazdo de alimentagdo exponencialmente
decrescente, K = 0,2 h'; C: vazdo de alimentacdo
exponencialmente decrescente, K = 0,5 h™ e D: vazédo de
alimentacdo exponencialmente decrescente, K=0,8 h™.

Volume da solugdo de glicose a 80 g/L adicionada em
funcéo do tempo para os cultivos alimentados durante 5 h
(-)e 11 h(-).

Periodo de alimentacao (<), concentracao celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH
(-#-), velocidade especifica de crescimento celular (ux) (-)
e de producao de G6PDH (ugsppH) (--) em funcéo do tempo
para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.2A e
6.2B: referente ao cultivo C1 (alimentacdo nas primeiras
5 h com glicose 80 g/L.

Periodo de alimentacao (<), concentracao celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH
(-#-), velocidade especifica de crescimento celular (ux) (-)
e de producao de G6PDH (ugsppH) (--) em funcédo do tempo
para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.3A e
6.3B: referente ao cultivo C2 (alimentacao nas primeiras 11
h com glicose 80 g/L).

Volume da solugdo de glicose a 80 g/L adicionada em
funcéo do tempo para os cultivos alimentados durante 3 h

(-)esh(-)

Periodo de alimentacao («»), concentracao celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH
(-#-), velocidade especifica de crescimento celular (ux) (-)
e de producao de G6PDH (ugsppH) (--) em funcédo do tempo
para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.5A e
6.5B: referente ao cultivo C3 (inicio com 10 g/L de glicose
e alimentagdo com glicose a 50 g/L durante 3 h).

Periodo de alimentagdo («»), concentragéo celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH
(-®-), velocidade especifica de crescimento celular (ux) (-)
e de producao de G6PDH (ugsppH) (--) em funcédo do tempo
para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.6A e
6.6B: referente ao cultivo C4 (inicio com 10 g/L de glicose
e alimentacao com glicose a 50 g/L durante 5 h).
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FIGURA 6.7

FIGURA 6.8

FIGURA 7.1

FIGURA 7.2

Volume da solugdo de glicose a 80 g/L adicionada em
funcéo do tempo para os cultivos alimentados durante 5 h.

Periodo de alimentagao («»), concentragao celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH
(-®-), velocidade especifica de crescimento celular (ux) (-)
e de producao de G6PDH (ugsppH) (--) em funcéo do tempo
para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.8A e
6.8B: referente ao cultivo C5 (inicio com 5 g/L de glicose e
alimentacao com glicose a 65 g/L durante 5 h).

A: Concentracao celular (X); B: Teor de agucares redutores
totais (ART) e C: Atividade de G6PDH (G6PDH) em funcao
do tempo de cultivo de Saccharomyces cerevisiae em
agitador rotativo a 100 rpm e 30 °C por 24 h. (-O-) Cultivo
C1 (meio de cultivo G+YNB); (-UJ-) Cultivo C2 (meio de
cultivo G+YNB+ leucina 80 mg/L); (--) Cultivo C3 (meio
de cultivo G+YNB+ leucina 160 mg/L); (-A-) Cultivo C4
(meio de cultivo G+YNB+ leucina 240 mg/L) e (-X-) Cultivo
C5 (meio de cultivo ME+EL).

Velocidade especifica de crescimento celular (-) e de
producdo de G6PDH (--), em funcdo do tempo de cultivo
de Saccharomyces cerevisiae em agitador rotativo a 100
rom e 30 °C por 24 h. A: Cultivo C1 (meio de cultivo
G+YNB); B: Cultivo C2 (meio de cultivo G+YNB+ leucina
80 mg/L); C: Cultivo C3 (meio de cultivo G+YNB+ leucina
160 mg/L); D: Cultivo C4 (meio de cultivo G+YNB+ leucina
240 mg/L) e E: Cultivo C5 (meio de cultivo ME+EL).
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Algumas espécies de leveduras que apresentam interesse
biotecnoldgico.

Tempo de duracdo das seguintes etapas: ativagao celular
(Ativ.), pré-inéculo (P-in6c.), indculo (In6c.) e tempo total
de preparo do inéculo (tt) no primeiro, segundo e terceiro
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RESUMO

Este trabalho tem como finalidade estudar e estabelecer alguns parametros
no processo fermentativo descontinuo alimentado de uma levedura recombinante
Saccharomyces cerevisiae W303-181, visando aumentar a obtengcdo da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Foram feitas a padronizag¢ao e otimizacao
do preparo de inéculo de S. cerevisiae recombinante. Foram trés as condi¢cdes
estudadas. Reduziu-se o tempo de preparo do inéculo de 114 h, da primeira
condicao, para e 64 e 48 h para a segunda e terceira condicdes, respectivamente.
Essas duas ultimas condi¢cdes mostraram-se adequados para dar continuidade com
0s processos fermentativos. Foi feito um estudo de otimizacdo da concentracédo de
micronutrientes (adenina, histidina, triptofano e uracila) no meio de cultivo usando a
metodologia de superficie de resposta. Concluiu-se que, a0 empregar o meio de
cultivo cujas concentragdes dos micronutrientes tenham sido otimizadas, a atividade
especifica de G6PDH atingiu 7927 U/L, 3,2 vezes maior que para o meio controle.
Estudou-se a influéncia da constante de tempo (K), na sintese de G6PDH em
processo descontinuo alimentado com vazdo de alimentagdo exponencialmente
crescente e decrescente, utilizando meio de cultivo otimizado e nao otimizado. Os
valores estudados de K para vazdo de alimentacdo exponencialmente crescente
foram 0,2, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,8 h™' e, para a decrescente, foram 0,2, 0,5 e 0,8 h™.
Dentre os cultivos com vazao exponencialmente crescente e com meio de cultivo
ndo otimizado, encontrou-se para K=0,2 h™' uma atividade enzimatica (558 U/L) 4,1
vezes maior que para a levedura selvagem. Dentre os cultivos nas vazdes
exponencialmente crescente e decrescente, encontrou-se para a vazdo crescente e
K=0,2 h™" os maiores niveis de producdo de G6PDH (847 U/L). Foram estudados a
influéncia da concentragao inicial de glicose e o tempo de alimentacao do processo
descontinuo alimentado com vazao de alimentacao exponencialmente crescente e
K=0,2h™". Verificou-se que a concentracdo inicial de glicose ndo favoreceu a
formacao de biomassa ou a producdo de enzimas. Contudo, determina e as
maximas velocidades especificas de crescimento celular e de producdo de G6PDH,
com as maiores velocidades correspondendo as menores concentragdes iniciais. Por
fim, foi estudada a influéncia da concentracao de leucina na sintese da G6PDH e
verificou-se que teores de leucina entre 0-240 mg/L n&o influenciaram o crescimento

celular ou a produgéo de enzima nos cultivos estudados.
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ABSTRACT

The purpose of this work is to study and to establish some parameters in the
fed-batch process of a recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae, aiming to
increase the production the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH).
The recombinant S. cerevisiae inoculum preparation was standardized and
optimized. Tree methods were studied. The inoculum preparation time was reduced
to 114 h, from first method, to 64 and 48 h to second and third methods, respectively.
These two last methods were adequate in order to proceed with the fermentation
process. It was evaluated the best micronutrients (adenine, histidine, tryptophan and
uracil) concentration in the cultivation medium to produce G6PDH, using a response
surface methodology. We concluded that using cultivation medium witch optimized
micronutrients concentration, the G6PDH activity reach 7927 U/L, 3.2 fold higher than
to not optimized medium. The influence of time constant (K) on the G6PDH synthesis
was studied at fed-batch bioreactor under exponentially increasing and decreasing
feeding rates, using optimized medium cultivation and not optimized medium. The
values for K at increasing rates were 0.2, 0.3, 0.5, 0.7 and 0.8 h™!, and for decreasing
rates were 0.2, 0.5 and 0.8 h™". Among K values for exponentially increasing rates
with not optimized cultivation medium, K=02 h™" shows higher G6PDH production
(558U/L), 4.1 fold higher than wild yeast. Among cultivations proceeded with
exponentially increasing and decreasing feeding rates and using a optimized
medium, increasing rate and k=0.2 h™" shows the higher G6PDH production (847 U/L)
too. The initial glucose concentration and feeding time was studied at fed-batch
bioreactor under exponentially increasing feeding rate with K=0.2 h™'. It was verified
that initial glucose concentration do not favored mass or G6PDH production.
Although, it determines the maximum G6PDH production and the maximum growth
rates, with higher rates at lowest initial glucose concentration. At the end, the
influence of leucin at G6PDH production was evaluated. It was verified that
concentrations values between 0-240 mg/L did not showed influence at cell growth or
G6PDH production, at the studied cultivations.



INTRODUCAO

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC1.1.1.49) é a primeira enzima
do processo oxidativo da via das pentose-fosfato, sendo encontrada em células
animais, vegetais e microorganismos, podendo se destacar a levedura S. cerevisiae.

Essa enzima pode ser utilizada em kits para medidas de teores de glicose,
frutose, manose, ATP (BOROSS et al,1987; AGUERO,1998) e de atividade
enziméatica de hexoquinase e creatino-quinase (ABRAHAO-NETO et al., 1997).
Pode, também, ser utilizada para a determinacdo de glicose em sistema de reator
em fluxo continuo (MORI et al., 1999; FREY et al., 1999). Ainda, em biossensores,
pode ser usada para monitorar rapidamente a concentracdo sérica de glicose-6-
fosfato (BASSI et al.,, 1999). A comercializacdo da G6PDH ja existe ha varios anos,
pois esta enzima apresenta uma série de caracteristicas viaveis a sua aplicagéo. No
entanto, o desenvolvimento de tecnologia nacional para sua produgédo é de grande
interesse, uma vez que toda enzima consumida no pais é importada.

Contribuindo para o desenvolvimento de processos fermentativos para a
producédo de enzimas, o presente trabalho tem por objetivo dar continuidade a linha
de pesquisa do Laboratério de Enzimologia Industrial do Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Universidade de Sao Paulo. Esse
laboratério ja vem desenvolvendo, nos ultimos anos, processos fermentativos para a
obtencado da G6PDH a partir do cultivo, em biorreatores, de S. cerevisiae isolada de
fermento comercial de padaria (ABRAHAO-NETO et al., 1996; 1997; SILVA et al.,
2001). Esses estudos proporcionaram um ganho de produtividade através da
verificacdo da influéncia de variaveis importantes como pH, temperatura, K.a
(constante volumétrica de transferéncia de oxigénio), fontes de carbono e nitrogénio
(ABRAHAO-NETO et al., 1996; SILVA, 2000; SILVA et al., 2001).

Ganhos de eficiéncia mais significativos poderiam ser obtidos através da
modificagdo genética da levedura. Em fungéo disso, a Prof? Dra Carla Columbano de
Oliveira, do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP,
desenvolveu, com sucesso, uma cepa de S. cerevisiae geneticamente modificada
superprodutora de G6PDH. Essa nova cepa, a S. cerevisiae W303-181, carrega um
plasmidio contendo uma seqiiéncia que codifica a sintese de G6PDH sob regulacao
do promotor PGK1 (fosfogliceratoquinase 1) (LOJUDICE et al., 2001).



Em estudos recentes com a S. cerevisiae W303-181, LOJUDICE et al. (2001)
concluiram que os custos de producdo de G6PDH poderiam ser significativamente
reduzidos, uma vez que niveis de G6PDH 14 vezes maiores que a cepa disponivel
comercialmente puderam ser produzidas. ROSSI (2002) estabeleceu alguns
parametros de cultivo em agitador rotativo, aumentando a produtividade da enzima
em 21 vezes em relacdo a levedura selvagem. NEVES (2003) estudou o pH, a
relacdo carbono/nitrogénio, a agitacdo, a aeracao e as formas de conducdo do
processo em biorreator de bancada. DANESI et al. (2005) estudaram a relacéo
carbono/nitrogénio (C/N) empregando melaco de cana-de-agucar como fonte de
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Esses autores verificaram
que os maiores niveis de producao de G6PDH foram encontrados para relacao C/N
10. Além disso, verificaram que a produtividade em G6PDH era 3,7 vezes maior para
esses substratos do que para glicose como fonte de carbono e YNB (yeast nitrogen
base) como fonte de nitrogénio.

Contudo, a determinacado de condicbes operacionais étimas para processos
fermentativos usando microrganismos recombinantes € muito complexa, devido a
complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade estrutural do
plasmidio (SHENE et al., 2000).

Processos fermentativos em regime descontinuo alimentado, conduzidos em
reatores de tanque agitado, sdo freglentemente utilizados pela industria
(SCHINELLE et al., 1996; FURLAN et al., 2001). Desta forma, o presente trabalho
tem como finalidade estudar a producdo de G6PDH, em regime descontinuo
alimentado, usando a S. cerevisiae W303-181. Através de cultivos em biorreator de
bancada, serdo avaliadas diferentes vazdes e formas de alimentacdo do biorreator,
buscando aumentar a produ¢ao da enzima.



OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho € produzir a enzima glicose-6-fosfato

desidrogenase (G6PDH) por processo fermentativo descontinuo alimentado

utilizando a levedura S.cerevisiae W303-181. Com esta finalidade, os seguintes

objetivos especificos foram definidos:

Otimizar e padronizar das condi¢des de preparo do inéculo, visando reduzir o seu
tempo de preparo.

Testar o sistema em biorreator com volume variavel, alimentacdo somente com a
fonte de carbono no inicio do processo, vazao de alimentacao exponencialmente

crescente e decrescente, na forma de pulsos.

Otimizar o meio de cultivo de S. cerevisiae W303-181, visando determinar a
influéncia da concentracdo dos micronutrientes (adenina, histidina, triptofano e
uracila) na producao de G6PDH.

Estudar a concentracao inicial de substrato e o tempo de alimentacdo em
processo descontinuo alimentado, utilizando meio de cultivo otimizado e vazao
de alimentacdo exponencialmente crescente, visando aumentar a producao de
G6PDH;

Estudar a influéncia do aminodcido leucina na formacao de biomassa e producao
de G6PDH.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Utilizacao de leveduras em processos biotecnoldgicos

As leveduras sao fungos unicelulares que se encontram distribuidos nos mais
diversos ecossistemas. Tém um importante significado no ambito sdcio-econémico e
da saude. Sao descritas como o mais velho organismo domesticado pelo homem e
vém sendo empregadas na fabricacao de bebidas alcodlicas e de paes ha milénios.
Hoje em dia as leveduras tém numerosos outros papéis, ndo se limitando ao
tradicional fabrico de alimentos fermentados (WALKER, 1998).

A tecnologia de leveduras abrange todos 0s processos que exploram a
atividade das leveduras. Produtos biotecnoldgicos, obtidos de leveduras, abrangem
importantes setores como o de alimentos, bebidas, quimicos, enzimas industriais,
farmacéuticos, agricolas e ambientais. Varias sdao as espécies de leveduras de
interesse biotecnolégico, algumas delas estdo listadas na Tabela 1.1. A
biotecnologia de leveduras pode ser definida como exploracdo da fisiologia das
leveduras. A fisiologia e a biotecnologia de leveduras estédo intrinsecamente ligadas
e, dessa forma, somente um conhecimento aprofundado do crescimento celular e
processos metabdlicos das leveduras tornara possivel a sua aplicagdo industrial
(WALKER, 1998).

Até meados da década de 70, a biotecnologia, enquanto ciéncia, tinha como
principal objetivo desenvolver sistemas de produgédo de biomoléculas de interesse
comercial, geradas pelo metabolismo de microrganismos (CASTRO, BRANDAO,
2004). Contudo, a partir dessa década, novas tecnologias foram desenvolvidas,
permitindo o isolamento e a purificacdo de genes especificos num processo
chamado de clonagem génica. A engenharia genética, mais especificamente,
tecnologia do DNA recombinante, tem revolucionado varias areas da biologia basica
e aplicada. Muitas dessas técnicas sdo provenientes da microbiologia, bioquimica,
imunologia e genética microbiana, permitindo que as andlises do DNA ganhassem
novo enfoque. O DNA tornou-se, entdo, uma molécula facil de ser analisada, sendo
possivel isolar regides especificas, obté-las em grande quantidade e determinar a
sua sequéncia numa velocidade de milhares de nucleotideos por dia. Dessa forma, a



tecnologia do DNA recombinante pode ser usada para estudar mecanismos de
replicacdo e expressao génica, na determinacdo de seqiéncia de um gene e
consequentemente da proteina que ele codifica, ou no desenvolvimento de culturas
microbianas capazes de produzir substancias uteis, tais como insulina humana,
horménio do crescimento, vacinas e enzimas industriais em grande quantidade
(NASCIMENTO et al., 2003).

As leveduras tém sido muito usadas desde o inicio dos anos 80 para a
producdo em larga escala de proteinas intra e extracelulares de origem humana,
animal e de plantas. As leveduras sao adequadas a este uso por apresentarem
facilidade de crescimento e manipulagdo genética e, também, pela habilidade de
conduzir modificagdes pos-traducionais especificas de células de eucaridticos
(CASTRO, BRANDAO, 2004). Dentre as leveduras, destaca-se a Saccharomyces
cerevisiae. Extensivamente estudada e conhecida, a S. cerevisiae € tida como
hospedeiro ideal para expressdao de proteinas heterélogas entre elas, a enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase. Contudo, leveduras nao-convencionais (leveduras
que nao pertengam ao género Saccharomyces), exibem algumas vantagens na
tecnologia de clonagem quando comparadas com a S. cerevisiae. As leveduras nao-
Saccharomyces estdao sendo estudadas e aplicadas nos diversos setores
biotecnoldgicos. Dentre elas, destaca-se a Pichia pastoris, uma levedura
metilotréfica, ou seja, capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol como
Unica fonte de carbono (WALKER, 1998).



TABELA 1.1 - Algumas espécies de leveduras que apresentam interesse

biotecnoldgico.

Levedura Uso e uso potencial na industria
Candida spp. Uso distribuido de acordo com a espécie, por
exemplo: C. albicans (acido 6-

aminopenicilamico, vitamina B6); C. boidinii
(NAD, FAD, cetonas e 4&cido citrico); C.
tropicalis (triptofano).

Hansenula polymorpha Levedura metilotrofica usada na expressao de
genes heterélogos.

Kluyveromyces marximus e Enzimas como lactase e pectinase.
Kluyveromyces lactis

Phaffia rhodozyma Astaxantina (corante para alimentos).

Pichia spp. Uso potencial para a expressdo de proteinas
heter6logas; P. guilliermondii (sintese de
riboflavina e biomassa); P. methanolica
(sintese de alcool oxidase).

Saccharomyces spp. S. cerevisiae (usado no fabrico do pao, extrato
de levedura, vitaminas, cerveja, vinho, alcool,
glicerol, invertase e na alimentagcdo animal);
numerosas proteinas via recombinagao de
DNA, S. bayanus (usado na fermentacao da

champagne).
Schizosaccharomyces Usado na fermentagdo do rum e na
pombe deacidificacdo de vinhos; candidato para a

producdo de etanol, biomassa e expressédo de
proteinas heterdlogas.

Yarrowia lipolytica Usado na producédo de biomassa, acido citrico
e enzimas (por exemplo: lipase). Uso potencial
na expressao de proteinas heterélogas.

Fonte: WALKER, G. M. Yeast Physiology and Biotechnology, p.267.



1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

A levedura é uma fonte bioldgica para obtengédo de produtos de interesse na
industria farmacéutica e de alimentos, como por exemplo, invertase, hexoquinase,
glicose-6-fosfato desidrogenase, glicose oxidase, proteases e outras, além da
possivel utilizacdo de sua prépria biomassa celular como fonte de proteinas na
alimentacdo animal e humana (PESSOA JR et al.,1996; SILVA,1998; BENITEZ et
al., 1996).

As células de S. cerevisiae sao elipticas, medindo cerca de 6 a 8 um de
comprimento e 5 um de largura (PELKZAR et al., 1996). E uma levedura tipica,
ascomicética e anaerobia facultativa, apresenta uma reproducdo vegetativa por
brotamento. O ciclo de vida de leveduras do tipo Saccharomyces inclui duas fases:
hapléide e dipléide. Quando células dipldides sdo colocadas em um meio de
esporulagédo, o crescimento vegetativo cessa, as células esporulam e cada célula
dipléide é transformada em um asco, normalmente consistindo de quatro esporos
hapléides (BYERS,1981).

Essa levedura tem representado o ponto central na evolugcdo da
microbiologia, bioquimica e genética, inclusive no desenvolvimento de novos
processos microbianos e tornou-se um microrganismo modelo em genética e
biologia molecular, culminando com seu completo seqienciamento (ENTIAN,1997).
Extensivamente estudada, é considerada um microrganismo seguro (GRAS -
generally recognized as safe) e, por essa razao, é cultivada em escala industrial no
setor farmacéutico e de alimentos ha anos (Da SILVA et al., 1990; MURPHY et al.,
1999; ZIGOVA, 2000).

A S. cerevisiae tem se mostrado Util para estudos de controle de expressao
génica. Por ser um organismo eucariético, € um hospedeiro adequado para
producéo elevada de proteinas citossdlicas solluveis e secretadas. Sao capazes de
promover modificacbes pds-traducionais em proteinas, como a glicosilacao e/ou
outras modificacbes necessarias para a o6tima atividade biolégica e estabilidade
protéica (ZIGOVA, 2000). Por essa razao, sao atrativas para estudo de expressao de
proteinas heterdlogas (Da SILVA et al., 1990; ZIGOVA, 2000). A maioria dos vetores
usados na super expressdao de proteinas em leveduras baseia-se no plasmidio
natural 2u multi-cépia. Mas vetores contendo regiées centroméricas que determinam

a presenga de uma Unica coOpia por célula também tém sido desenvolvidos



(ROMANQOS et al, 1992). O gene da fosfogliceratoquinase 1 (PGK 1) de S.
cerevisiae codifica um dos mais abundantes niveis de mRNA e de determinadas
proteinas na célula, compreendendo entre 1% e 5% do total celular (OGDEN et al.,
1986). Portanto, o promotor PGK 1 é uma opc¢ao atraente para obtencao de altos
niveis de expressao de proteinas, como € o caso da G6PDH (LOJUDICE et al.
2001). Mais recentemente, CHU et al. (2004) mostraram que esse promotor foi
utilizado, com sucesso, para a producao de interferon-o2a. ALTINTAS et al. (2003)
também usaram, com sucesso, o promotor PGK para a expressdao de uma enzima

bifuncional, com atividade amilolitica e glicoamilolitica.

1.1.2. Saccharomyces cerevisiae W303-181

Para obter uma cepa de levedura que expressasse a G6PDH em niveis
elevados, LOJUDICE et al. (2001) construiram plasmidios que contém a regiao de
codificacdo da G6PDH sob o controle de dois fortes promotores de transcricao:
promotor PGK1 (fosfogliceratoquinase 1) e promotor GPF, que foi construido pela
fus&do dos promotores GAL1 e PGK1 (ROSSI, 2002).

O promotor GPF tem a vantagem de manter a caracteristica do promotor
GAL1 e possuir uma parte Unica para iniciar a transcricao. A seqliéncia de bases
que codifica a G6PDH foi isolada por PCR usando o DNA genbmico como template
e pares de primers com finais 5’-3’. A reacdo PCR mostrou mobilidade eletroforética
1,5 Kb em gel de agarose, que era o tamanho esperado da sequiéncia. Esse
fragmento de DNA foi submetido a uma digestdo com enzimas de restricdo (BamHI e
Xbal) e ligado ao plasmidio YCpSUPEX1 o qual tinha sido digerido pelas mesmas
enzimas de restricdo. Os fragmentos de DNA ligados ao plasmidio foram
transformados dentro de células de E coli O DNA do plasmidio foi isolado e
projetado em clones contendo G6PDH e o plasmidio resultante foi denominado
YCpGPF-G6PD (ROSSI, 2002).

O promotor PGK1 foi amplificado por PCR de DNA gendémico usando pares
de primers complementares com final 3’-5’. O fragmento de DNA obtido mostrou o
tamanho correto (0,6 Kb) e foi submetido a digestdao com as enzimas de restricao
Xhol e BamHI. Esse fragmento foi clonado em um vetor Yeplac 181 junto com a
sequéncia codificadora da G6PDH e o terminador PGK1, os quais foram isolados do
plasmidio YCpGPF-G6PD. O novo plasmidio foi entdo denominado YEpPGK-G6PD
(ROSSI, 2002).



A cepa modificada geneticamente por LOJUDICE et al (2001) produziu maior
atividade especifica de G6PDH, quando comparada com os tipos selvagens.
Especificamente, as cepas carregando os plasmidios YCpGPF-G6PD e YEpPGK-
G6PD mostraram um aumento de 6 e 14 vezes, respectivamente, na atividade de
G6PDH quando comparados com as cepas parentais que cresceram nas mesmas
condicées. No mesmo artigo publicado por esses autores, verificou-se que tanto a
Saccharomyces cerevisiae de origem comercial como cepa parental cultivada em
biorreator apresentavam produtividades de G6PDH similares. Os estudos mostraram
que a producdo de G6PDH pode ser melhorada pela substituicdo do promotor de
transcricdo nativo por promotores que sao regulados especificamente por fontes de
carbono do meio de cultura usados no crescimento da célula.

LOJUDICE et al (2001) desenvolveram, entdo, a cepa S.cerevisiae W303-
181, que carrega um plasmidio contendo uma sequéncia que codifica a G6PDH sob
regulacdao do promotor PGK1. Essa cepa € auxotréfica para alguns micronutrientes
(adenina, histidina, triptofano e uracila) e apresenta um marcador de LEU2 (leucina).
Os autores concluiram que o custo da producao da G6PDH pode ser
significantemente reduzido pelo uso de uma cepa que contenha niveis da enzima
mais altos do que aqueles encontrados em cepas comercialmente disponiveis.

Contudo, a determinacédo de condicbes operacionais étimas para processos
fermentativos usando microrganismos recombinantes € muito complexa, devido a
complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade estrutural do
plasmidio. O risco de perda do plasmidio pela célula depende das suas
caracteristicas de construcdo, condicbes do meio e velocidade com que o
microrganismo se desenvolve (SHENE et al., 2000).

A sintese de um produto de gene clonado é influenciada por fatores genéticos
e ambientais, assim como da estabilidade do plasmidio e do numero de cédpias, forca
de promotor, velocidade de crescimento celular e composicdo do meio de cultivo
(CHIRUVOLU et al., 1996). Além disso, algumas células recombinantes precisam de

um meio especial que evite a perda do plasmidio (CHIRUVOLU et al., 1996).

1.2. Processos fermentativos
Diversos produtos bioldgicos utilizados nas industrias quimicas, farmacéuticas
e de alimentos sdo obtidos por processos fermentativos. O aumento de produtos

comercializados, como produtos do metabolismo primario (alcool, acidos organicos),
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metabdlitos secundarios (antibiéticos), células, enzimas, entre outros, tem levado
mudancas significativas no biorreator, visando melhor desempenho e maior
seguranga de operagao.

Existem diversos modos de operacdo para 0s processos fermentativos no
qual microrganismos sao envolvidos. A partir da década de 50, ocorreu 0 maior
desenvolvimento na area de reatores. Segundo SCHIMIDELL e FACCIOTTI (2001),
esses reatores podem ser operados do seguinte modo: a) Descontinuo, com um
indculo por tanque ou com recirculagdo de células; b) Semicontinuo, com ou sem
recirculacdo de células, c) Descontinuo alimentado, com ou sem recirculagdo de
células e d) Continuo, executado em um ou varios reatores e com ou sem
recirculacao de células.

Independentemente do modo de operacado utilizado, o desenvolvimento de
processos fermentativos para producdo de enzimas por microrganismo nao tem
apenas assegurado um suprimento potencialmente ilimitado dessas biomoléculas,
como também tornou possivel, e em muitas vezes viavel, o surgimento de novos
sistemas enzimaticos (PARK,1975).

Novos processos que sejam economicamente viaveis, com reprodutibilidade e
confiabilidade, aumentaram a necessidade de controle e melhor acompanhamento
do processo. Porém, maiores progressos resultariam de uma melhor compreensao
da fisiologia microbiana, interagbes do microorganismo com 0 meio e sua habilidade
em manipular fluxos metabdlicos (BUCKLAND, LILLY, 1993).

Diversos sao os estudos feitos com a finalidade de aprimorar e otimizar os
processos fermentativos objetivando a producdo de enzimas (ZIGOVA, 2000;
SHENE, et al., 2000; MIGUEL et al. 2003; M@LLER et al., 2004; CORTEZ et al.,
2005; KIM et al., 2005, DAS NEVES et al., 2005, DANESI et al., 2005). No entanto,
segundo TONG e INLOES (1990), a real aplicacao industrial de qualquer enzima s6
€ viavel se as condigOes utilizadas no processo fermentativo forem favoraveis e se a
enzima produzida em larga escala apresentar os mesmos niveis de atividade e

produtividade obtidos em escala de bancada.

1.2.1. Fatores que influenciam o cultivo de Saccharomyces cerevisiae
Varios sdao os fatores que influenciam o cultivo de S. cerevisiae, como
temperatura, pH, concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio e o tipo de

processo fermentativo, dentre outros.
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ROSSI (2002) estudou, em agitador rotativo, algumas condicées de cultivo
Saccharomyces cerevisiae W303-181 usando metodologia de superficie de resposta
e, as melhores condicbes encontradas, proporcionaram uma produtividade de
G6PDH de 45,55 U/Lh.

NEVES (2003) estudou a producao de G6PDH de S. cerevisiae W303-181 em
biorreator de bancada frente a dois valores de pH, 4,6 e 5,7. O pH de 5,7 juntamente
com a relacao C:N 6,7 g/g, glicose 10 g/L, aeracao de 2,2 vwvm e agitacao de 400
rom favoreceram a producdo dessa enzima, cuja atividade especifica foi da ordem
de 86 U/Qesiulas-

Por fim, DANESI et al. (2005) estudaram o uso de melaco de cana-de-acgucar,
(fonte de carbono) e extrato de levedura (fonte de nitrogénio), em diferentes relagbes
C:N (carbono/nitrogénio), para a producado de G6PDH de S. cerevisiae W303-181.
Esses autores verificaram que, com C:N igual a 10, a produtividade enzimatica foi de
5180 U/L, 3,7 vezes mais alta que as previamente obtidas utilizando glicose com

fonte de carbono e YNB como fonte de nitrogénio.

1.2.2. Fontes de carbono e nitrogénio

Devem-se considerar as fontes de carbono e nitrogénio como os nutrientes
responsaveis pelo crescimento celular. As matérias primas podem perfazer 60 a
80% do custo em uma producédo de enzimas por fermentagdo e a composicao do
meio deve ser definida com cuidado (LILLY, 1979).

Para melhor desempenho e obtencdo do produto desejado, dentro das
condigdes de cultivo, ha necessidade de selecdo entre essas diversas fontes de
nutrientes. Deste modo, pode-se obter melhores condi¢gdes de processo e, assim,
suprir suficientemente as células para biossintese e geracao de energia (WANG et
al., 1979 apud SILVA, 2000; CHIRUVOLU et al, 1998; CHEM et al. 1993).

O modo de aplicacdo e a selecao de fontes de carbono é um dos fatores
criticos dos processos fermentativos, pois muitos compostos, especialmente
acucares, podem causar intensa repressao catabdlica da sintese de varias enzimas,
além da reducdo na velocidade de crescimento de determinados microrganismos
(LILLY, 1979). Além disso, hd casos em que microrganismos modificados
geneticamente precisam ser cultivados em meios especificos para evitar a perda do
plasmidio responsavel pela producéo da biomolécula de interesse (LOJUDICE et al.,
2001).
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Varias leveduras podem metabolisar uma variedade de mono e
oligossacarideos supridos externamente, bem como reservas internas de glicogénio
e trealose (REED, 1973). No entanto, toda levedura do tipo selvagem pode utilizar
glicose como fonte de carbono. O controle da assimilacdo dos acucares tem sido
estudado basicamente em leveduras de interesse industrial e tecnolégico, buscando
o entendimento e aperfeicoamento do processo fermentativo (MEDEIROS, 1989
apud SILVA, 2000).

A glicose é um dos mais importantes “primeiros mensageiros” em células de
leveduras. A adicao de glicose ou de um acucar rapidamente fermentescivel gera
sinais metabdlicos e dispara uma ampla variedade de fendmenos regulatérios. O
sinal produzido interage com o produto de um gene, regulando sua transcricdo por
ativacdo de proteinas repressoras ou pela inibicio de proteinas ativadoras
(GANCEDO,1992). A concentracdo de glicose no meio exerce uma funcao
reguladora importante no metabolismo. Por exemplo, para S. cerevisiae, a glicose
ndao é somente uma fonte de carbono, mas também regula o mecanismo de
crescimento celular (REIFENBERGER et al.,1997). O transporte de agUcar pode ser
uma fase limitante do catabolismo durante o processo fermentativo
(REIFENBERGER et al.,1997; DOES, BISSON,1989).

Resumidamente, em S. cerevisiae, a captacao de glicose é feita através de
dois sistemas, um de baixa afinidade e outro de alta afinidade. No sistema de
captacao de baixa afinidade, a glicose é incorporada, exclusivamente, por difusdo
facilitada, independente da hexoquinase, que é a enzima responsavel pela
fosforilacdo da glicose. Quanto ao sistema de captacédo de alta afinidade, este é
dependente da hexoquinase, das condicdes de cultivo e da glicose presente no
meio. Esse sistema pode, inclusive, ser reprimido por altas concentracbes de
glicose, contudo, € desreprimido quando as células crescem ou sao transferidas
para um meio com baixa concentragdo de glicose (DOES, BISSON, 1989).

A repressao por glicose seria, entdo, um sistema regulatério global,
governando a resposta celular pela disponibilidade de glicose no meio (CARLSON,
1987). Na utilizagéo de sacarose (C12H22011) como fonte de carbono por células de
Saccharomyces cerevisiae, inicialmente, € realizada hidrélise extracelular desse
dissacarideo pela enzima invertase (B-D-frutofuranosideo frutoidrolase E.C. 3.2.1.26)

e, em seqguida, o transporte dos monossacarideos para o interior das células. A acao
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da invertase sobre a sacarose resulta em uma mistura equimolar de glicose e frutose
(WISEMAN, WOODWARD, 1975).

Ainda, um dos mais importantes fendmenos metabdlicos em S. cerevisiae é o
efeito Crabtree, que é a fermentacao alcodlica sob condicbes aerdbias. (PRONK et
al., 1996). Em cultivos contendo glicose como fonte de carbono, as leveduras
facultativas apresentam fermentacao alcodlica sob condi¢cdes limitadas de oxigénio.
Em algumas espécies, o etanol é produzido mesmo sob intensa condigdo aerdbia,
um fendmeno conhecido como efeito Crabtree (DE DEKEN, 1966; KIERS et al.,
1998).

As leveduras tém a habilidade para utilizar um amplo espectro de compostos
capazes de servir de fonte de nitrogénio, desde os mais simples, como a amoénia e
aminodcidos, até estruturas mais complexas, tais como &cidos nucléicos (COOPER,
1982 apud SILVA, 1998). Nesse sentido, SILVA (1998) estudou a influéncia de
diferentes fontes de nitrogénio no cultivo de S. cerevisiae visando a produgao das
enzimas hexoquinase (HK) e glicose-6-fosfato desidrogenase. A maior producao
dessas enzimas (4,738 U/MQproteina Para HK e 0,379 U/mQgproteina para G6PDH) foi
encontrada quando se utilizou uma fonte orgénica de nitrogénio associada a outra
inorganica (peptona 4,00 g/L, sulfato de aménio 5,10 g/L, asparagina 0,33 g/L e
glutamina 0,31 g/L).

A utilizacdo de aminoacidos é predeterminada pela capacidade celular de
transporte através da membrana plasmatica, seguindo sua incorporacao direta em
proteinas recém-sintetizadas ou por seu catabolismo, resultando em ions amdnio
(ap6s deaminacdo) ou glutamato (apds transaminacgao) (HORAK, 1987 apud SILVA,
1998).

Os ions NH4*, presentes quando ocorre a utilizacdo do sulfato de amdnio
como fonte de nitrogénio, sdo considerados tdéxicos para as células em elevadas
concentracdes. Esse ion pode ser assimilado primeiro nos aminoacidos e depois em
outras biomoléculas que contenham nitrogénio. Os aminoacidos glutamato e
glutamina sdo o ponto de entrada de NH;*, pois o grupo amino de outros
aminoacidos é derivado do grupo amino do glutamato através de reacbes de
transaminagcdo. O NH," é assimilado pela célula através de uma reacdo de
biossintese envolvendo o glutamato e catalisada pela enzima glutamina sintase, que

apresenta alta afinidade por esses ions. O glutamato, por sua vez, é gerado pela
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reacdo do a-cetoglutarato e glutamina na presengca de NADPH e H*, sendo esta
reacao catalisada pela enzima glutamato sintase (LENINGHER et al. 1995).

A represséao catabdlica realizada pelo nitrogénio € um fenébmeno de regulagao
que inibe fortemente a transcricdo de genes codificadores de proteinas quando
fontes de nitrogénio facilmente utilizaveis (ambnia, asparagina ou glutamina) estao
presentes no meio de cultivo (ROUSSELET et al., 1995 apud SILVA, 1998). Quando
em excesso, a aménia causa um efeito de repressao que ficou conhecido como

“efeito amoénia”

1.2.3. Processo fermentativo descontinuo alimentado

Varios processos fermentativos tém sido desenvolvidos em fungédo de
diferentes aplicagdes. Dentre eles, o processo descontinuo alimentado tem
importancia tanto em escala industrial como em pesquisa. Os primeiros a usar o
termo descontinuo alimentado foram YOSHIDA et al. (1973). Esse processo é
definido como uma técnica em processos microbianos, onde um ou mais nutrientes
sdo adicionados ao biorreator durante o cultivo e em que todos os produtos ai
permanecem até o final da fermentacdo. Em alguns casos, todos os nutrientes sao
gradualmente alimentados ao biorreator. A vazao de alimentacédo pode ser constante
ou variar com o tempo, a adicdo dos nutrientes pode ser de forma continua ou
intermitente. Mudanca de volume pode nao ocorrer, dependendo da concentracao
de substrato e da taxa de evaporacdo do sistema (CARVALHO, SATO, 2001).
Devido a flexibilidade de utilizacdo de diferentes vazées de enchimento de dornas
com meios nutrientes, é possivel controlar a concentracdo de substrato de modo
que, por exemplo, o metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada
via metabdlica, levando ao acumulo de um produto especifico.

Este tipo de processo oferece diversas vantagens em relagdo aos outros.
Entre elas tem-se: 1) producdo de elevadas concentracdes de células (o que é
particularmente importante no caso de produtos associados ao crescimento celular);
2) o melhor controle das condi¢cdes de adicdo de substratos durante a fermentacao
(de grande importancia no caso das concentracoes de substratos especificos como,
por exemplo, a fonte de carbono); 3) o melhor controle dos produtos obtidos ou dos
efeitos da repressao catabodlica devido a adicao de substrato ser limitada a apenas a
quantidade necessaria para a formagéao do produto; 4) permite dominar e controlar

os desvios no crescimento de microrganismos encontrados na fermentacao
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descontinua; 5) permite reposi¢cdo da agua perdida no meio por evaporagao; 6) € um
modo alternativo de operacao para fermentacdes que utilizem substratos toxicos ou
de baixa solubilidade. Além disso, o processo descontinuo alimentado é Util para o
estudo de cinética de processos fermentativos, pois permite a manutencao de baixos
niveis de substrato por longo periodo de tempo, que é favoravel a estimacdo de
parametros cinéticos. Ademais, ha evidéncias que as maximas velocidades de
alguns processos podem ser encontradas somente nessas circunstancias
(CARVALHO, SATO, 2001).

Devido a diversidade de aplicacdes do processo descontinuo alimentado,
algumas variacdes podem decorrer com a finalidade de ajusta-lo a producao de um
determinado produto. Dentre eles, tem-se o processo descontinuo alimentado
estendido que tem a finalidade de manter, em valores constantes, a concentracéo de
substrato limitante, pelo suprimento continuo do nutriente. Como o proprio nome
sugere, estende-se o periodo da fermentacdo, mantendo-se o0s niveis de
concentracao de substrato no reator adequados para que as células continuem com
atividade fermentativa direcionada para a formagdo do produto desejado. Ha, no
entanto, diversas formas de conducdo de um processo descontinuo alimentado,
como: com controle de retroalimentagéo, alimentacao intermitente, alimentagdo com
vazao constante e alimentacao com vazao exponencial. CARVALHO, SATO (2001)
citam que para a producdo da enzima [-galactosidase o processo deve ser
conduzido sem retroalimentacdo e com vazao exponencial de alimentagdo. Esses
autores referem-se, ainda, a producdo de células microbianas em processo sem
controle da retroalimentacdo e com vazdo de alimentacdo constante. O sistema
descontinuo alimentado pode, ainda, ser conduzido com volume constante e
diferentes vazodes.

NEVES (2003) ao estudar o processo descontinuo alimentado, utilizando S.
cerevisiae W303-181 para obtencao de G6PDH, encontrou a maior produtividade de
G6PDH quando se alimentava o biorreator somente com glicose, sendo desfavoravel
a utilizacdo de outros componentes do meio como fontes a serem alimentadas.
Ainda, segundo esse autor, foi encontrada a maior atividade especifica por grama de
células (72 U/gesiuias) @0 final da fase de alimentagdo linear decrescente. Ja, as
maiores produtividades em células e em enzimas (0,52 g/h e 47 U/h) foram obtidas

no final da fase de alimentacdo exponencialmente crescente.



16

Processos fermentativos em regime descontinuo alimentado, conduzidos em
reatores de tanque agitado, sao freqientemente utilizados pela industria
(SCHNELLE et al., 1996; FURLAN et al., 2001). Seu uso é especialmente vantajoso
em sistemas como bioprocessos ou processos de polimerizagdo, no quais 0s
produtos desejados podem ser obtidos através de operacoes eficientes.

Uma importante vantagem da operacao do regime descontinuo alimentado é
que o crescimento celular e a formacdo de produtos podem ser facilmente
estudados. Por esse motivo, varios autores acabaram por estudar o processo
descontinuo alimentado visando obtencdo de bioprodutos de microrganismos
recombinantes. SHENE et al. (2000) verificou que a maior produgcdo de B-1,4-
endoglucanase ocorreu em processo descontinuo alimentado, comparando esses
resultados com os de cultivo continuo. KAPAT et al. (1998) estudaram producédo de
glicose oxidase recombinante, em processo descontinuo alimentado usando uma
cepa de S. Cerevisiae recombinante. Esses autores empregaram vazao de
alimentacao constante de glicose, glicose/galactose e galactose, sendo este ultimo o
responsavel pela maior atividade encontrada (154 U/mL). CHU et al. (2005)
estudaram a producao de interferon-a2a usando uma S. cerevisiae recombinante.
Esses autores verificaram um aumento de 4 vezes na producdo de interferon-o2a
por processo descontinuo alimentado quando comparado com a produgéo obtida em
frascos agitados. LEE et al. (2000) estudaram a producdo de xilitol usando S.
cerevisiae recombinante e usaram glicose como fonte de carbono para crescimento
celular e xilose como substrato para a conversao a xilitol. Contudo, verificaram que a
adicédo de glicose inibia a conversao de xilose a xilitol, causando acumulo de etanol.
O problema foi resolvido através da otimizacao da alimentagéo de glicose e xilose ao
biorreator, 0 que permitiu alcancar uma concentracdo de xilitol de 1,69 g/L.
ALTINTAS et al. (2003) usaram uma levedura que expressava uma enzima
bifuncional, com atividade amilolitica e glicoamilolitica, para a conversao direta de

amido a etanol.

1.3. Enzimas

Enzimas sao moléculas (ou compostos moleculares) que aceleram uma
reacao quimica por meio de ligacoes ao(s) reagente(s) em posicoes e circunstancias
que aumentam a probabilidade da reacdo. Até recentemente, admitia-se que todos
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os catalisadores bioldgicos (enzimas) fossem protéicos. Entretanto, ha pouco mais
de uma década, foram caracterizadas certas reacdes celulares que tém como
catalisadores determinadas moléculas de RNA, as quais apresentam um
comportamento semelhante ao das proteinas enzimaticas obedecendo também a
cinética de Michaelis-Menten. Seu emprego nas reacées metabdlicas, entretanto,
esta restrito a alguns casos especiais (MARZZOCO, TORRES, 1999).

O uso crescente desses catalisadores em processos industriais deve-se,
portanto, a alta sensibilidade e especificidade de suas reacdes quimicas, bem como
ao avanco das pesquisas em genética, somada a tecnologia de processos
fermentativos, na area de producédo de enzimas.

Segundo VITOLO, ROCHA-FILHO (1998), a utilizacao de enzimas em escala
industrial € de fundamental importancia, devendo ser analisada, no entanto, a
relacdo custo/beneficio. Com relagdo a aplicacdo na industria, as enzimas podem
ser classificadas em trés grandes grupos: a) enzimas utilizadas na producao de
alimentos e de ingredientes alimenticios; b) enzimas utilizadas na producdo de
bebidas e c) enzimas utilizadas na produgdo de bens variados, como por exemplo
reagentes analiticos.

A atividade catalitica de uma enzima provém de uma estrutura terciaria
precisa, altamente ordenada que justapbe o0s grupamentos especificos dos
aminoacidos de tal modo a formar sitios estereoespecificos de ligacbes com o
substrato e o centro catalitico. Esta estrutura terciaria € mantida principalmente por
um grande numero de ligagdes nao covalentes fracas, possuindo, em termos
praticos, uma estrutura enzimatica muito delicada e fragil (SEGEL,1979). Entretanto,
a atividade catalitica da enzima depende da integridade da sua conformacao
protéica nativa. Esta atividade geralmente se perde caso a enzima seja desnaturada
ou dissociada em subunidades (LEHNINGER et al., 1995).

As enzimas possuem um pH ou uma regidao de pH 6timo na qual sua atividade
€ maxima. Esta influéncia do pH na velocidade de uma reagcdo enzimatica esta
relacionada com os sitios ativos nas enzimas. Esses sitios ativos sao
freqientemente compostos por grupos ionizaveis que devem se encontrar em uma
forma ibnica adequada para que mantenham a sua conformacdo, liguem-se aos
substratos, ou catalisem reacdes (SEGEL, 1979). As enzimas, quando submetidas a
valores extremos de pH, tanto acidos como basicos, podem desnaturar, expondo
com isso seus grupamentos hidrofébicos. A desnaturacdo em elevados ou em
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baixos valores de pH ocorre devido ao decréscimo nas interacoes eletrostaticas. Em
alguns casos, esse tipo de desnaturacédo pode ser seguido por uma agregacao das
moléculas protéicas e posterior precipitagdo. No entanto, em alguns casos pode
acontecer de algumas enzimas, que se desnaturaram em valores extremos de pH,
serem reativadas quando submetidas a um meio de baixa forca i6nica (HALL, 1996).

A maioria das reacdes quimicas se processa a uma velocidade maior com a
elevacdo da temperatura. Esse aumento na temperatura proporciona uma maior
energia cinética as moléculas de reagente, ocasionando um maior niumero de
colisbes por unidade de tempo. Porém, com excesso desta energia cinética a
enzima podera ser desnaturada através do rompimento de suas estruturas terciarias,
perdendo a atividade catalitica (SEGEL, 1979). Segundo HALL (1996), na maioria
dos casos, a solubilidade de uma enzima é aumentada com a temperatura, desde
que esteja situada na faixa de 0 a 40-50 °C. Porém, acima desse limite de
temperatura a enzima podera ser desnaturada através da modificacdo das ligacoes
nao covalentes envolvidas na estabilizacdo das suas estruturas secundarias e
terciarias, como nas pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletrostaticas.
Quando as estruturas secundarias e terciarias de uma proteina sao desnaturadas,
0os grupos hidrofébicos interagem e reduzem a hidratacdo da molécula. Essas
interacdes hidrofdbicas levam a agregacao seguida de coagulacdo e precipitacao
(HALL, 1996).

1.3.1. A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, G6PDH, (D-glicose-6-fosfato:
NADP-oxidorredutase, EC1.1.1.49) é encontrada em células animais, vegetais e
microorganismos, podendo se destacar a levedura Saccharomyces cerevisiae. A
enzima € a primeira do processo oxidativo da via pentose-fosfato convertendo a
glicose-6-fosfato a 6-fosfoglicono-6-lactona, sendo classificada bioquimicamente
como oxidorredutase. A G6PDH é de grande importancia para a sobrevida das
células, uma vez que é responsavel pela manutencdo de um nivel adequado da
coenzima reduzida NADPH (SEVERO, 1979) e participa da regulacao do ciclo das
pentoses. A necessidade celular por G6PDH esta relacionada ao fornecimento de
NADPH e ribose-5-fosfato. O NADPH é usado em biossinteses redutoras, enquanto
que a ribose-5-fosfato é usada na sintese de DNA e RNA. (OZER et al., 2001;
ROWLAND et al., 1994; COSGROVE et al., 1998).
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G6PDH
Glicose-6-fosfato + NADP* ——— 6-fosfoglucono-é-lactona + NADPH + H*

Na maioria dos microrganismos, a G6PDH apresenta uma subunidade com
massa molar de 50-60 kDa, correspondendo aproximadamente a 500 aminoacidos.
Esta enzima aparece normalmente na forma de dimeros ou tetrameros (ROWLAND
et al., 1994), sendo que as G6PDHs provenientes de Leuconostoc mesenteroides
(Figura 1.1) e Saccharomyces cerevisiae sao dimeros (COHEN, ROSEMEYER,
1969; ZAITZEVA et al., 1997). O pH 6timo de atividade da enzima é 7,8 e o ponto
isoelétrico é 4,6 (OLIVE, LEVY, 1975; ISHAQUE et al.,, 1974; ROWLAND et al.,
1994; COSGROVE et al,, 1998). A enzima nativa pura é estavel durante muitas
semanas tanto a 0 °C como a 20 °C. Pode, ainda, ser mantida por muitas horas a
40 °C, sem apreciavel perda de atividade (SIGMA, 1996).

NADP+
(coenzima)

G6P
(substrato)

FIGURA 1.1 - Estrutura da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de
Leuconostoc mesenteroides (dimero). O substrato G6P e a coenzima NADP+
aparecem ligados a seus sitios especificos (VOUGHT et al., 2000).
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1.3.2. Aplicacoes da glicose-6-fosfato desidrogenase

O mercado da enzima G6PDH movimentou 7 milhdes de dblares no mercado
mundial de kits, no ano de 1995, e foi a quarta enzima mais comercializada para
esse fim (GODFREY, WEST, 1996). Esses kits podem ser utilizados para medidas
de teores de glicose, frutose, manose, ATP (BOROSS et al.,1987; AGUERO,1998) e
de atividade enzimética de hexoquinase e creatino-quinase (ABRAHAO-NETO et al.,
1997). Usando a G6PDH, é possivel determinar glicose na presenca de outros
sacarideos, como a frutose (WHYTAKER,1991; CHATEL et al. 1996). Além disso, a
G6PDH pode ser empregada para a determinacéo de glicose em sistema de reator
em fluxo continuo, pois o NADPH formado pela reacdo enzimatica pode ser
facilmente detectado espectrofotometricamente ou fluorometricamente (MORI et al.,
1999; FREY et al., 1999). Essa enzima pode, ainda, detectar baixissimos niveis de
estreptavidina e biotina por ensaios de bioluminescéncia em reacdes de hibridizacao
de DNA, sem perda da atividade enzimatica (TEROUANNE et al., 1989; BALAGUER
et al, 1989). Como biossensor, a G6PDH pode monitorar rapidamente a
concentracao de G6P (glicose-6-fosfato) no sangue com menor custo e consumo de
tempo do que os métodos tradicionais como cromatografia e espectroscopia. Esse
monitoramento é importante porque ele pode refletir diretamente a atividade relativa
da G6PDH na via metabdlica e tem sido utilizado por possibilitar o controle de
G6PDH em eritrocitos humanos e em células de figado de ratos (BASSI et al., 1999).



CAPITULO Il

PREPARO DO INOCULO DE Saccharomyces cerevisiae
W303-181 PARA PRODUCAO DE GLICOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE (G6PDH)

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,

preparo do indculo.
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2.1. Resumo

Muito comercializada, a G6PDH é empregada para a determinacao de teores
de glicose, atividade creatino-quinase e hexoquinase. A producao dessa enzima por
fermentacao é muito interessante e viavel economicamente, desde que sejam feitos
estudos de aprimoramento do processo, como por exemplo o preparo do inéculo. O
objetivo desse trabalho € otimizar e padronizar as condi¢des de preparo do inéculo,
avaliando: a) o tempo de preparo; b) a concentragdo e viabilidade celular e c¢) o
tempo de cultivo no qual a Saccharomyces cerevisiae W303-181 esteja em fase de
crescimento exponencial. Trés condi¢cdes de preparo do in6culo foram estudadas.
Para a primeira, desenvolvida por NEVES (2003), iniciou-se com repiques do
microrganismo em agar inclinado, seguido das etapas de preparo do pré-indculo e
indculo, cultivo em tubos de ensaio e em agitador rotativo. Tanto o segundo quanto o
terceiro métodos, partem de uma suspenséao de S. cerevisiae W303-181 conservada
em tampao acetato 0,1 mol/L, pH 5,7, contendo 30% (v/v) de glicerol e mantida a
—70 °C. Seguiu-se com ativacao celular, pré-inéculo e inéculo (todas as etapas de
cultivo em agitador rotativo). Para o primeiro método, obtiveram-se o0s seguintes
resultados: concentracao celular do inéculo no tempo escolhido para transferéncia
para reator = 1,9 g/L, células viaveis = 93,0%, crescimento exponencial de 4 a 18 h
de cultivo e tempo de preparo de 114 h. Para o segundo obtiveram-se: concentracao
celular do in6culo no tempo escolhido para transferéncia para reator = 1,37 g/L,
células viaveis = 90,9%, crescimento exponencial de 1 a 10 h de cultivo e tempo de
preparo de 48 h. Para o terceiro, obtiveram-se: concentracdo celular do inéculo no
tempo escolhido para transferéncia para reator = 1,50 g/L, células viaveis = 93,0%,
crescimento exponencial de 4 a 10 h de cultivo e tempo de preparo de 64 h. O
segundo e terceiro métodos apresentaram perfis de crescimento semelhantes, além
de fornecerem massa celular o suficiente para dar continuidade aos processos,

portanto, ambos podem ser utilizados para o preparo do in6culo.
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2.2. Introducao

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, G6PDH, (D-glicose-6-fosfato:
NADP-oxidorredutase, EC1.1.1.49) é encontrada em células animais e vegetais,
além de microrganismos, podendo se destacar a levedura Saccharomyces
cerevisiae (SILVA et al.,2002). A enzima é a primeira do processo oxidativo da via
pentose-fosfato convertendo a glicose-6-fosfato a 6-fosfogliconolactona, sendo
classificada bioquimicamente como uma oxidorredutase. Esta enzima, de grande
interesse como reagente analitico, pode ser utilizada para a determinacao de teores
de glicose (CHATEL et al., 1987) e na determinacdo de atividade de creatino-
quinase (BERGMEYER, 1983) e de hexoquinase (ABRAHAO-NETO et al., 1996).
Estudos de aprimoramento e otimizacdo de processos fermentativos para a
producdo de enzimas (ABRAHAO-NETO et al., 1996; PESSOA-JR et al., 1996;
ZIGOVA, 2000; SHENE, et al., 2000; MIGUEL et al, 2003), podem torna-los
economicamente viaveis (BUCKLAND, LILLY, 1996). A conservacao do
microrganismo e o inéculo sao fatores que influenciam o processo fermentativo e
sua otimizacdo é fundamental para torna-lo viavel. O in6culo deve fornecer
concentracdo celular adequada, capaz de garantir, em condi¢cdes econdbmicas, a
fermentacdo de um determinado volume de mosto (CARVALHO, SATO, 2001). O
meio de cultura empregado é de grande importancia e, em se tratando de
microrganismos auxotréficos, deve garantir o fornecimento de nutrientes especificos
para a propagacao do microrganismo. Para que se obtenha um in6culo com
capacidade produtiva elevada, deve-se dar condi¢cdes para que um microrganismo
seja propagado, que incluem desde seu armazenamento até a sua proliferagéo
(CARVALHO, SATO, 2001). Tradicionalmente, a técnica mais empregada em
laboratérios para a conservacao de microrganismos consiste em semea-lo em meio
solido distribuido em tubos e, periodicamente, transferi-lo para novo meio, evitando
seu esgotamento nutricional. Microrganismos podem ser mantidos viaveis por meses
quando o meio semeado é armazenado sob refrigeracdo. Contudo, pode ocorrer
contaminacdo e/ou mutagcées devido ao numero de transferéncias necessarias
(ALTERTHUM, 2001). O processo de congelamento de microrganismos € um
método que permite a sua preservacao sem que haja modificacbes genéticas,
mutacdes espontaneas, ou perda de caracteristicas funcionais (DUMONT et al.,
2002). Nesse sentido, SCHU et. al. (1995) obtiveram evidéncias, através de

avaliacdo do numero de microrganismos, de que o congelamento a — 70 °C ou
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menos provocou velocidade de morte celular minimas ou zero. Contudo, constatou-
se um ligeiro decréscimo da viabilidade celular apdés um ano de estoque a — 70 °C.

Esse trabalho visou a otimizacao e padronizacao das condi¢cdes de preparo do
in6bculo de S. cerevisiae W303-181.

2.3. Materiais e métodos

2.3.1. Materiais

Glicose, adenina, histidina, uracila, triptofano, NADP*, PMSF, 8-
mercaptoetanol e glicose-6-fosfato foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, EUA).
YNB (Yeast nitrogen base) foi obtido da Difco (Detroit, Ml, EUA). Os demais
reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico. Foram utilizados
agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co., Madison, NJ, EUA), agitador de
tubos vortice (AP 56, Phenix, Araraquara, SP), centrifuga refrigerada (BR4i, Jouan,
St. Herblain, Franca) e espectrofotémetro (DU 640, Beckman).

2.3.2. Preparo de suspensao de leveduras congelada a —70 °C

A cepa de S. cerevisiae W303-181 era armazenada em meio sélido sob
refrigeracdo a 4 °C e um meio de cultivo sintético (glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L,
adenina, histidina, uracila e triptofano 20 mg/L) foi utilizado em todas as etapas de
crescimento celular. Na fase de repique, uma alcada dessa cepa foi transferida para
tubos de agar inclinado (contendo aproximadamente 7,0 mL de meio), 0os quais
foram incubados em estufa a 30 °C por 48 h. Aliquotas de 5 mL de meio de cultivo
liquido foram usadas para fazer a lavagem da superficie de cada um desses tubos.
Na fase de pré-indculo, foram preparados tubos contendo 10 mL dessa nova
suspensao, que foram incubados em estufa por 48 h a 30 °C. O inéculo foi
preparado em Erlenmeyers de 500 mL contendo 10 mL de pré-indculo e 90 mL de
meio de cultivo que, na sequéncia, foram incubados em agitador rotativo a 100 rpm,
30 °C por 18h. Apé6s esse periodo, o inéculo foi centrifugado a 3025xg, 30 min e 6
°C, o sobrenadante foi desprezado, o pellet recolhido e ressuspendido em solucao
tampao Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,5. O pellet foi novamente ressuspendido em
solucdo tampéo Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,5 e, ap6s nova centrifugacao a 3025xg, 30

min e 6 °C, foi ressuspendido em solucao tampao Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,5



25

contendo glicerol (30% (v/v)) como crioprotetor. A suspensdo celular obtida
fracionada em criotubos, cada um contendo 1 mL e estocados a —70 °C.

2.3.3. Preparo do inéculo de Saccharomyces cerevisiae W303-181

Foram estudadas trés diferentes condi¢coes de preparo do inéculo. O meio de
cultivo empregado foi 0 mesmo para todas as etapas em todos os métodos, a saber:
glicose 20 g/L, YNB 7,4 ¢g/L, adenina, histidina, uracila e triptofano 20 mg/L, em
tampao acetato 0,1 mol/L, pH 5,7.

2.3.3.1. 12 Condicao de preparo do inéculo

A primeira condi¢ao de preparo do in6culo, desenvolvido por NEVES (2003),
foi usada para comparar com outras duas condicdes, descritas nos itens 2.3.3.2 e
2.3.3.3. Esse método consiste em etapas, ativacao celular, pré-inoculo e inoculo. Na
fase de ativacdo celular, uma algcada da cepa, armazenada sob refrigeracao a 4 °C,
foi transferida para tubos de agar inclinado (contendo aproximadamente 7,0 mL de
meio), os quais foram incubados em estufa a 30 °C por 48 h. Usaram-se 5 mL de
meio de cultivo liquido para fazer a lavagem da superficie de cada um desses tubos.
Na fase de pré-indculo, foram preparados tubos contendo 10 mL dessa nova
suspensdo e incubados em estufa por 48 h a 30 °C. O in6culo foi preparado em
Erlenmeyers de 500 mL contendo 10 mL de pré-in6culo e 90 mL de meio de cultivo
que, na seqliéncia, foram incubados em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h.

2.3.3.2. 22 Condicao de preparo de indculo

A segunda condicdo consiste em trés etapas, ativacao celular, pré-inéculo e
in6culo. Na fase de ativacdo celular, 500 pL de suspensao de leveduras
descongelada foi adicionada a 9,5 mL de meio de cultivo em um Erlenmeyer de 50
mL e incubado em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 18 h. O pré-in6culo foi
preparado transferindo-se 10 mL da suspensédo obtida na etapa de ativacéo celular
para Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo e foram incubados
em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 18 h. O inéculo foi preparado transferindo-
se 10 mL da suspenséao obtida na etapa de pré-inéculo para Erlenmeyers de 500 mL
contendo 90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador rotativo a 100 rpm, 30
°C por 12 h.
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2.3.3.3. 32 Condicao de preparo de indculo

A terceira condicdo também consiste em trés etapas, ativacao celular, pré-
in6éculo e indculo. Na fase de ativacao celular, 900 uL de suspensao descongelada
de leveduras foi adicionada a 9,1 mL de meio de cultivo em um Erlenmeyer de 50
mL e incubado em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O pré-in6culo foi
preparado transferindo-se 10 mL da suspensdo obtida na ativacdo celular para
Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador
rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O in6culo foi preparado transferindo-se 10 mL da
suspensao obtida na etapa de pré-indculo para Erlenmeyers de 500 mL contendo
90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por
16 h.

2.3.4. Métodos analiticos

A concentragéo celular foi determinada utilizando-se uma curva de calibracao
que correlaciona absorvancia com massa seca. As absorvancias foram medidas em
espectrofotometro (DU 640, Beckman) a 600 nm, utilizando-se agua destilada como
analise em branco. A concentracao de glicose foi feita pela deteccao de aclcares
redutores totais (ART), descrita por SOMOGYI (1952).

2.3.5. Parametros de cultivo

A produtividade em células (Prx) foi determinada pela razdo obtida entre a
variacao da concentracao celular e o tempo de cultivo (equacao 2.1). O fator de
conversdo de substrato em células, definido como Yys, foi calculado pela razéo
entre a massa celular obtida e o substrato consumido (equacao 2.2). A velocidade
especifica maxima foi determinada através da equacéo 2.3. O tempo de geracéo (t,)
foi determinado pela razdo entre o logaritmo neperiano de 2 e a velocidade
especifica maxima de crescimento celular (equagcédo 2.4). A viabilidade celular foi
determinada pela contagem de leveduras, coradas com azul de metileno 0,025%,

em camara de Neubauer.
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Pry= AX/At (2.1)
Y s = AX/AS (2.2)
X = Xi e(uXméx. At) (23)

tg =Ln2/ MUxmax (24)

Em que: AX = (X; - Xj); AS = (Sj - S¢); At = (1; - t;); X; = concentracdo celular no tempo

definido como final da etapa (g/L), Xi = concentracao celular inicial (g/L); St

concentracdo de glicose no tempo definido como final da etapa (g/L); S;

concentracao inicial de glicose (g/L); ti = tempo definido como final da etapa (h); ti =
tempo de cultivo inicial (h); uxmax = velocidade especifica maxima de crescimento

celular (h™) e ty= tempo de geragao (h).

2.4. Resultados e discussao

No desenvolvimento de processos fermentativos para a producdo de G6PDH
usando S. cerevisiae W303-181, um dos fatores que apresentam grande influéncia
no processo é o inoculo. Portanto, caracteristicas do in6culo como a concentracédo e
viabilidade celular devem ser padronizadas. Ao se buscar a padronizagdo e
otimizagdo do preparo do in6culo de S. cerevisiae W303-181, estudaram-se trés
métodos. Buscou-se obter um indculo com alta viabilidade, superior a 90%, e
concentragéo celular acima de 1,25 g/L.

A primeira condi¢ao de preparo do in6culo, desenvolvida por NEVES (2003),
foi usada para comparagdo com as outras duas condicoes propostas nesse trabalho.
As condi¢des estudadas apresentavam trés etapas (Tabela 2.1), ativacao celular,
pré-inéculo e in6culo. O cultivo da etapa de inéculo foi conduzido em agitador
rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h, periodo no qual foram feitas as amostragens para
determinacao da concentracao e viabilidade celular.
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TABELA 2.1 — Tempo de duracédo das seguintes etapas: ativagao celular (Ativ.),
pré-inéculo (P-inéc.), inéculo (Inéc.) e tempo total de preparo do indculo (tt) na
primeira, segunda e terceira condicao de preparo do in6culo (12 C, 22 C e 32 C).

Método _ Ativ. (n)  P-inéc. (h)  Inée. (h) t7 (h)
12C 48 48 18 114
22 C 18 18 12 48
32 C 24 24 16 64

Foi padronizado que o in6culo seria transferido para o fermentador quando
o cultivo estivesse no final da fase de crescimento exponencial. Dessa maneira
buscou-se alcancar concentracao celular acima de 1,25 g/L e no momento em que o
cultivo estivesse saindo da fase de crescimento exponencial. Para a primeira
condicao, NEVES (2003) obteve uma concentracao celular de 1,90 g/L em 18 h de
cultivo da etapa de inéculo (Tabela 2.2). Para a segunda e terceira condicdes, foram
obtidas concentracdes celulares de 1,30 g/L em 12 h e 1,50 g/L em 16 h de cultivo,

respectivamente (Tabela 2.1 e 2.2).

TABELA 2.2 — Parametros de cultivo do in6culo de S. cerevisiae W303-181.

Condigdes
Parametros de cultivo 12C 28 C 32C
Xs (g/L) 1,90 1,30 1,50
txmax, (h™) 0,06 0,19 0,22
tce (h) 4218 1a10 4210
ty (h) 11,55 3,65 3,15
Prx (g/Lh) 0,08 0,10 0,09
Yxs (9/9) 0,09 0,09 0,09

% Viabilidade (%) 93,00 90,90 93,00
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A segunda e terceira condi¢coes apresentaram um tempo total de preparo do
in6culo, 48 e 64 h, menores que para a primeira, 114 h (Tabela 2.1).

A velocidade especifica méaxima de crescimento celular aumentou de 0,06 h™,
da primeira condicdo, para 0,19 h" e 0,22 h' da segunda e terceira,
respectivamente (Tabela 2.2). Os maiores valores de produtividade em células foram
encontrados para a segunda e terceira condigdes (Tabela 2.2). Esse incremento da
velocidade especifica de crescimento celular, maiores produtividades e reducédo do
tempo total de preparo do inéculo, certamente, resultam das diferengcas de cultivo
entre a primeira e as demais condigdes. Para a primeira condicdo, a etapa de
ativacao celular foi feita em meio sélido, a etapa seguinte (pré-inéculo) em meio
liqguido, porém, em estufa e sem agitagdo. No segundo e terceiro métodos,
entretanto, a etapa inicial (ativacdo celular) e a seguinte (pré-inéculo), foram
conduzidas em agitador rotativo, o que propiciou uma melhor condicdo de
transferéncia de oxigénio, além de ter homogeneizado o meio, garantindo uma
melhor distribuicdo dos nutrientes as células.

O fator de conversao de substrato em células foi idéntico nas trés condicoes,
indicando que as leveduras utilizaram as fontes de carbono e nitrogénio para
crescimento celular de forma similar. Uma reducdo dos valores do fator de
conversdo de substrato em células pode indicar que as fontes de carbono e
nitrogénio nao estariam sendo utilizadas para crescimento celular, e sim para
formacao de uma biomolécula, como por exemplo, o etanol, em se tratando de S.
cerevisiae. Ao final do cultivo da etapa de in6culo, a viabilidade celular para as trés
condicdes foram superiores a 90% (Tabela 2.2). As diferentes condi¢des estudadas
apresentaram 6tima viabilidade celular e pequena variacao desta entre eles.

A Figura 2.1. mostra a concentracéo celular para as diferentes condi¢des de
preparo do inéculo, enquanto a Figura 2.2, mostra o tempo de cultivo no qual foi
observada a fase exponencial de crescimento na etapa de indéculo. Como pode ser
observado na Figura 2.2, para a segunda condicdo, ap6s uma hora de cultivo
verificou-se o inicio do crescimento exponencial, enquanto que nas demais

condigdes ocorreu uma fase lag inicial e crescimento exponencial na quarta hora.
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FIGURA 2.1 — Concentracao celular (X) em funcao do tempo de cultivo da etapa de
inéculo para a primeira (-®-), segunda (-M-) e terceira (-A-) condicoes de preparo
do indculo.

A julgar pela pequena fase lag apresentada (1 h) na etapa de in6culo da
segunda condicdo, a cepa, provavelmente, deveria estar em fase de crescimento
exponencial quando foi transferida para a etapa de in6culo, indicando que o tempo
mais adequado para a fase de pré-indculo € de 18 h. Isso permitiu alcancar a maior
produtividade em células (0,10 g/Lh), pois foi possivel manter o microrganismo em
alta velocidade especifica de crescimento por mais tempo que os demais métodos
(Tabela 2.2).

Diferente da segunda condicdo, encontrou-se para a terceira condicdo uma
fase lag de aproximadamente 3 h. Provavelmente, essa fase é resultado de uma
baixa velocidade de crescimento celular que o microrganismo apresentava no

momento da sua transferéncia da etapa de pré-inéculo para a de inéculo.
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FIGURA 2.2 — Logaritmo neperiano da concentracdo celular (Ln X) em funcédo do
tempo de cultivo da etapa de in6culo, onde é verificado o periodo de fase de
crescimento exponencial () para a primeira (®) (R® = 0,9909), segunda (H)
(R®=0,9753) e terceira (A) (R? = 0,9830) condicdes de preparo do inéculo.

Contudo, a terceira condicdo apresentou um perfil de crescimento celular
muito proximo daquela encontrada para a segunda condi¢do (Figura 2.1). Embora
tenha apresentado uma maior fase lag e menor tempo de permanéncia na fase de
crescimento exponencial (Figura 2.2), verificou-se a existéncia de uma maior
velocidade especifica de crescimento celular (0,22 h™), fator responséavel por elevar
a concentracao celular a desejada em 16 h de cultivo. Esse foi o tempo adotado
para o fim do preparo do inéculo na terceira condicdo, pois o0 crescimento
exponencial havia terminado (Figura 2.2).
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2.5. Conclusao

A manutencado da cepa de S. cerevisiae W303-181 a —70 °C mostrou-se
adequada ao procedimento de preparo do indculo, pois pode minimizar a
possibilidade da ocorréncia de contaminacdo e mutagdes indesejaveis. O emprego
de meio de cultura liquido e agitacdo, aliado a utilizagcdo da cepa armazenada a
—70 °C, propiciaram maiores velocidades especificas de crescimento celular na
etapa de in6culo, reduzindo consideravelmente o tempo total de preparo. Esse
tempo de preparo reduziu de 114 h (primeira condicdo) para de 48 h e 64 h para
segunda e terceira condicoes, respectivamente. A segunda e terceira condi¢cdes
apresentarem perfis de crescimento semelhantes, além de fornecerem massa celular
o suficiente (acima de 1,25 g/L) para dar continuidade aos processos, portanto,
ambas podem ser utilizadas para o preparo do indculo.
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CAPITULO 1lI

INFLUENCIA DA CONSTANTE DE TEMPO (K)
NA SINTESE DE GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE
(G6PDH) POR PROCESSO DESCONTINUO ALIMENTADO
USANDO Saccharomyces cerevisiae RECOMBINANTE

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,

processo descontinuo alimentado.

*Artigo publicado no periddico Biotechnology Progress, 2003, n.19, p.320-324.
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3.1. Resumo

Uma cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-181 foi utilizada para produzir
glicose-6-fosfato desidrogenase em cultivo aerdbio. Os cultivos em processo
descontinuo alimentado foram conduzidos em biorreator de bancada de 5 L.
Estudaram-se diferentes vazdées de alimentagdo exponencialmente crescente que
variavam em funcdo dos valores (0,2, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,8 h™') do parametro K. A mais
alta producdo de G6PDH (1164 U/L) e a maior atividade especifica em relacdo a
biomassa (517 U/g) foi obtida na seguinte condicéo: glicose 5 g/L, YNB 0,74 g/L,
micronutrientes (adenina, histidina, uracila e triptofano) 8,0 mg/L, 30 °C, in6culo 1,28
g/L, pH 5,7, agitacdo 400 rpm, vaz&o especifica de ar 2,2 vwvm, e K=0,2h". EmK =
0,2 h™' obteve-se a maior concentragdo celular (2,17 g/L), produtividade em enzima
(149,27 U/h) e rendimento em biomassa (0,18 g/g). O nivel de G6PDH (1164 U/L)
em S. cerevisiae geneticamente modificada foi cerca de 4,1 vezes maior que na

cepa comercial.
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3.2. Introducao

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49), a primeira enzima
da via das pentoses-fosfato, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconato reduzindo NADP™ e/ou NAD®. Essa via é responsavel por fornecer
pentoses-fosfato para a sintese de nucleotideos, bem como NADPH e/ou NADH
para biossinteses redutoras e protecdo de "stress" oxidativo (COSGROVE et al.,
1998; OZER et al., 2001; ROWLAND et al., 1994). Esta enzima de grande interesse
como reagente analitico é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre eles,
atividade de creatino-quinase no diagnéstico de doencas da musculatura esquelética
cardiaca, concentracao de glicose e como marcador para ensaios imunoenzimaticos
(LOJUDICE et al., 2001).

A S. cerevisiae vem sendo largamente utilizada para a expressdo de varios
genes para a producao de proteinas. Eucariotico, esta € hospedeiro adequado para
a obtencao de altos niveis de proteinas citosélicas soluveis e secretadas. Contudo, a
determinacao de condicoes operacionais Otimas para processos fermentativos
usando microrganismos recombinantes €& muito complexa, isso devido a
complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade estrutural do
plasmidio. A perda do plasmidio pela célula depende das suas caracteristicas de
construgdo, condicbes do meio e velocidade com que o microrganismo se
desenvolve (SHENE et al., 2000).

Processos fermentativos em regime descontinuo alimentado, conduzidos em
reatores de tanque agitado, sao freqgientemente utilizados pela industria
(SCHINELLE et al., 1996; FURLAN et al., 2001). Seu uso é especialmente vantajoso
em sistemas como bioprocessos ou processos de polimerizagdo, no quais 0s
produtos desejados podem ser obtidos através de operacdes eficientes. Nestes
processos, diferentes velocidades de reacdo entre espécies competitivas,
fenbmenos de inibicdo, etc., determinam que a adicdo de reagentes deveria ocorrer
de acordo com fatores temporais. Cultivos de microrganismos recombinantes em
regime descontinuo alimentado tém chamado a atencdo, pois pode ocorrer a
separacao do estagio de crescimento celular da fase de expressao do gene clonado
durante a fermentacdao (PATKAR et al.,, 1992). O controle da vazao de alimentacao
de meio no regime descontinuo alimentado € muito vantajoso, pois a inibicao,

geralmente causada por altas concentracbes de substrato e/ou produto do
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metabolismo celular, é consideravelmente reduzida, ou mesmo eliminada (FURLAN
et al., 2001; ECHEGARAY et al., 2000).

Durante o crescimento celular, altas concentracées de glicose podem causar
na S. cerevisiae a interrupcao do metabolismo puramente oxidativo, passando para
o fermentativo e produzindo etanol. A limitacao da oferta da glicose pode manter os
valores da sua concentracdo abaixo do valor maximo da capacidade respiratéria de
cepas recombinantes, minimizando a producado de etanol (ZIGOVA et al., 1999).
Este alcool é indesejavel, uma vez que pode inibir o crescimento celular e causar
perda da fonte de carbono. Porém, altas concentracdes de glicose podem ser
evitadas parando, ou reduzindo, a alimentagdo de glicose (VAN KLEEFF et al.,
1998). Na pratica, o controle da vazao de alimentacao é comumente feito através de
calculos. Varios autores obtiveram um incremento na produtividade por usarem uma
vazao exponencial de adicao de substrato (VAN KLEEFF et al., 1998; CARVALHO et
al., 1990). Uma importante vantagem da operacdo do regime descontinuo
alimentado é que a dependéncia do crescimento celular, bem como a formacéao de
produtos na composicao do meio pode ser facilmente estudada. O crescimento
celular e a fase de expressdao do gene clonado podem ser desacoplados,
possibilitando alcancar maiores produtividades, quando comparada ao -cultivo
descontinuo simples (PATKAR et al., 1993).

Este trabalho estuda a influéncia de um parametro, a constante de tempo (K),
na sintese de glicose-6-fosfato desidrogenase por S. cerevisiae W303-181,
conduzido em processo descontinuo alimentado e vazdo de alimentagéo
exponencialmente crescente. Essa levedura geneticamente modificada carrega um
plasmidio contendo uma sequiéncia que codifica a G6PDH sob regulacdao do
promotor PGK1.

3.3. Materiais e métodos

3.3.1. Materiais

Dimetilpolisiloxano, uracila, adenina, aminoacidos, NADP (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila), j-
mercaptoetanol, G6P (glicose-6-fosfato) e glicose foram obtidos da Sigma® (St.
Louis, MO). YNB (Yeast Nitrogen Base) foi obtido da Difco (Detroit, Ml). Todos os
demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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3.3.2. Microrganismo e preparo do inéculo

A S. cerevisiae W303-181 foi empregada em todos os cultivos. A cultura
estoque era mantida a 4 °C em tubos de agar inclinado. A composi¢cao da cultura
estoque, das técnicas de engenharia genética e de meio usado para a preparacao
do in6culo foram descritos por LOJUDICE et al. (4). Uma alcada da cultura estoque
foi transferida para tubos contendo 10 mL de meio e incubados a 30 °C por 48 h. Os
contetdos desses tubos foram transferidos para Erlenmeyers com 100 mL de meio
de cultura e incubados em agitador rotativo (NBS Gyratory Shaker, New Brunswick
Co., Edson, NJ) a 100 rpm, 30 °C por 18 h. Antes de ser estocado a —70 °C, 0 meio
foi centrifugado (3025 g, 30 min, 6 °C), as células recolhidas e ressuspendidas em
tampao acetato 0,10 mmol/L, pH 5,7 contendo 30 % (v/v) de glicerol. Para o preparo
do pré-inéculo, as células foram descongeladas e incubadas (em Erlenmeyers de 50
mL contendo 10 mL de meio de cultivo) em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24
h. Para o preparo do in6culo, o conteudo daqueles frascos foi transferido para 16
Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura (volume total = 1,6 L) e
incubados em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 15 h.

3.3.4. Processo descontinuo alimentado

O in6culo (volume = 1,6 L) foi vertido em uma dorna de 5 L de um biorreator
de bancada (NBSMF 105, New Brunswick Scientific Co.) contendo 0,4 L de meio de
cultura (yeast nitrogen base (YNB) 5,55 g/L, adenina, uracila, histidina e triptofano a
60 ug/mL) e a concentracao celular inicial foi de 1,28 g/L. O tempo total de cultivo foi
de 14 h. A formacdo de espuma foi controlada através da adicao de 0,5 mL de
dimetilpolisiloxano quando necessario. Foi empregado um K.a de 40,5 h™', obtido
através de agitacao de 400 rpm e vazao especifica de ar igual a 2,2 vvm. A vazao de
ar foi medida e mantida constante através de um rotametro. O pH do meio durante o
cultivo aeroébio foi medido por um eletrodo (Ingold, Woburn, MA) e mantido constante
(pH 5,7) através da adicdo automatica de solucdo de NaOH a 0,5 mol/L e de H.SO4
a 0,5 mol/L. Antes da adicéo do indculo ao biorreator, a agitacao, a vazao de ar e a
temperatura foram ajustadas. O processo descontinuo alimentado teve inicio com
2,0 L (Vp) na dorna do biorreator, 1,6 L in6culo e 0,4 L de meio de cultura (fonte de
nitrogénio e micronutrientes). Durante o cultivo, alimentou-se a dorna até um volume
total de 3,0 L (V/). O tempo de alimentacéao (7) foi de 5 h e os valores da constante
de tempo K foram: 0,2, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,8 h". Durante o processo, o reator foi
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alimentado a cada 30 min por uma solugéo de glicose a 15 g/L, cujo volume (V) foi
calculado em funcéo do tempo (t), de acordo com a equacéo 3.1.

ok _1)

KT_l

(V=Vo)= (Vs =Vo) (3.1)

e

3.3.5. Rompimento celular

Uma aliquota de 5 mL de meio fermentado foi centrifugada e o pellet
ressuspendido em 5 mL da seguinte solucdo: Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl, 5
mmol/L, EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10
mmol/L, acido aminocapréico 2 mmol/L e PMSF 1 mmol/L. Logo apéds, as células
foram rompidas em vortice (Phoenix AP56, Araraquara, SP), na presenca de 7,45 g
de pérolas de vidro (0,5 mm de diametro), durante 12 min. Os fragmentos celulares e
as pérolas de vidro foram removidos por centrifugacao (3025 g, por 30 min a 6 °C).
O sobrenadante foi usado para medidas de atividade e de concentracdo de

proteinas.

3.3.6. Métodos analiticos

A concentracao celular foi determinada de acordo com ECHEGARAY et al.
(2000); acucares redutores totais (ART), de acordo com SOMOGYI (1952), a
atividade de G6PDH de acordo com BERGMEYER (1983) e concentracdo de
proteinas totais de acordo com LOWRY et al. (1951).

3.3.7. Parametros de cultivo

Fator de conversao de substrato em células (Yxss), fator de conversao de
substrato em células ao final da alimentagao (Yxssa), fator de conversao de substrato
em enzimas (Yxp), fator de conversdo de substrato em enzimas ao final da
alimentacao (Yxp, ), produtividade em enzimas (Prep,), produtividade em enzimas ao
final da alimentacado (Prenzrn), produtividade em células (Prx), produtividade em
células ao final da alimentagéo (Prx ), foram calculados da seguinte forma:

Yx/s=AMx/AMs (3.2)
Yx /s, fa=AMx, tal AMs. 12 (3.3)
Yris=Aul AMs (3.4)
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Yeis, fa=Auga ! AMs, 1 (3.5)
Prx=AMx/At (3.6)
Prx. ju = AMx. 1/ At (3.7)
Pre.=Au/At (3.8)

Pr e, o = Attia / Atra (3.9)

Em que: AMx = (Mxs — Myx;), AMs = (Ms; — Msy), Au = (ur — u;), At = (tr — t), AMx s =
(Mx t2 — Mx;), AMs.r2 = (Msi — Ms.2), AUta = (Ua — U;), Al = (ta — 1). M; = massa celular
inicial (g), Mxs = massa celular final(g), Mx» = massa celular ao final da alimentagéo
(9), Msi = massa de glicose inicial (g), Mstx = massa de glicose ao final da
alimentacao (g), Msr= massa de glicose final (g), i = tempo inicial (h), & = tempo final
(h), t» = tempo ao final da alimentacao (h), u; = atividade de G6PDH inicial (U), ug, =
atividade de G6PDH ao final da alimentacao (U) e ur = atividade de G6PDH final (U).
Ainda, Mpyax = maior massa celular obtida durante o cultivo e unax = maior atividade
de G6PDH obtida durante o cultivo.

As velocidades especificas de crescimento celular (ux) e de producédo de

G6PDH (ugsppH) foram calculadas de acordo com as equagbes 3.10 e 3.11,

1\ dMX

t
1\ du
JIGePDH = (YJ(EJ (3.11)

3.4. Resultados e discussao

respectivamente:

A levedura utilizada nesse trabalho foi recentemente desenvolvida por
modificacdo genética (LOJUDICE et al., 2001) e a influéncia da constante de tempo
(K) na produgao de G6PDH por processo fermentativo descontinuo alimentado foi
avaliada. O processo teve duracdo de 14 h e a alimentacdo foi feita durante as
primeiras 5 h. A cada adi¢cdo, o volume da solucdo de glicose (substrato) foi
calculado de acordo com a equacédo 3.1. A Figura 3.1 mostra o volume de solucéao
de glicose adicionado em funcdo do tempo de cultivo para diferentes valores de K.
Como pode ser visto, o volume adicionado aumenta com o tempo, para todos os
valores de K, a diferenca principal consiste no perfil das curvas. No inicio do

processo descontinuo alimentado (0-3 h), o volume da solucéo de glicose era mais
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alta para os menores valores de K, mas apds esse periodo o volume aumentou com
oK.

350 -

~ 200 ~
-

Volume de solucao de glicose adicionada
(m

tempo (h)

FIGURA 3.1 — Volume de solucéo de glicose (15 g/L) adicionada a dorna em
funcédo do tempo de cultivo para os diferentes valores de K, K
(h")=0,2 (-¢-), K=0,3 (-A-), K=0,5(-l-), K=0,7 (-O-) e
K = 0,8 (-1J-). O volume de glicose adicionada foi calculado
pela a equacéo 3.1.

Duas etapas do processo fermentativo podem ser vistas nas Figuras 3.2, 3.3
e 3.4, durante a alimentagao (0-5 h) e apés a alimentacao (5-14 h). Embora a massa
celular (Figura 3.2) aumente durante todo o processo, para todos os valores de K, o
maior valor encontrado (2,1 g/L) foi obtido de K = 0,2 h™'. E interessante observar
que embora a solucdo de glicose tenha sido adicionada durante as primeiras 5 h, a
diferenga no crescimento celular foi marcadamente notada posteriormente, isto é,
apds a etapa de alimentagcédo. Este resultado mostrou que a menor variagdo da
concentragdo de glicose favoreceu o crescimento celular (ux = 0,16 h™),
provavelmente devido a menor formacao de subprodutos ou algum tipo de inibicao
pelo substrato. O consumo total de glicose (Figura 3.3), verificado apds 10 h de
cultivo e conseqlientemente o melhor fator de conversdo de substrato em células
(Yxs= 0,18 g/g e Yxs== 0,25 g/g) obtido para K = 0,2 h™' pode ser visto, durante
cada etapa, na Figura 3.3. Considerando que para sistemas recombinantes, que tém

um alto numero de copias do plasmidio por célula, o crescimento do microrganismo
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decresce devido a atividade do plasmidio, os fatores de conversdo apresentados
sao muito bons quando comparados aqueles obtidos por SILVA et al. (2002), que
produziu G6PDH de S. cerevisiae selvagem por processo descontinuo, encontrando
valores para Yx;s compreendidos entre 0,14-0,21 g/g. Foi verificado que 14 h nao foi
tempo suficiente para consumir toda a massa de substrato para os valores de K =
0,3, 0,5 0,7 e 0,8 h". O cultivo conduzido em K = 0,2 h™' favoreceu a producéo de
G6PDH (Figura 3.4). De acordo com a Tabela 3.1, o fator de conversao de glicose a
G6PDH foi maior (Yrs= 108,66 U/g e Ypssa = 46,24 U/g) que aqueles obtidos por
SILVA et al. (2002) (3,6-10,2 U/g). Estes resultados eram esperados, pois a levedura
foi geneticamente modificada para aumentar a produgdo da enzima. Mas, é notavel
o fato de a maior produgdo de enzima ser encontrada na etapa seguinte a
alimentacdo. Considerando que os componentes do meio de cultivo evitaram a
perda do plasmidio, a maior formacao de massa e concentragdo celular, bem como
para velocidade especifica maxima de crescimento celular (uxmax) favoreceu a
producao da enzima (ip,max)-

A Tabela 3.1 resume os principais resultados dos cultivos. Como mencionado,
todos os parametros relatados para crescimento celular, consumo de glicose e
producdo de enzima indicam que o K = 0,2 h™' forneceu os melhores resultados,
tanto durante quanto apdés o periodo de alimentagdo, confirmando que essa
condigao, implementada pela vazdo de alimentacdo, foi favoravel a S. cerevisiae
geneticamente modificada. Este valor de K influenciou de forma significativa a
producdo de G6PDH, uma vez que a atividade aqui encontrada (1164 U/L) foi cerca
de 4,1 vezes maior que o melhor resultado obtido por SILVA et al. (2002) em
processo descontinuo usando S. cerevisiae selvagem. Além disso, a atividade
enzimatica especifica obtida neste trabalho foi 2870 U/mg e 517 U/g, muito
superiores aos encontrados por SILVA et al. (2002) (300 U/g e 48,5 U/g). Estes
resultados indicam que o consumo da glicose, sintese de G6PDH e crescimento
celular sao fortemente dependentes do valor de K. Ainda, os cultivos conduzidos
com K = 0,3 e 0,8 h" favoreceram a desnaturacdo da enzima, pois foi verificada
muito pouca atividade enzimdtica durante esses cultivos. Os melhores parametros
de cultivo foram observados para K = 0,2 h™. Pode-se, entdo, assumir que sob essa

vazao de alimentagdo manteve-se a concentracao 6tima de glicose no meio.
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TABELA 3.1 — Parametros relacionados ao processo descontinuo alimentado
conduzido com Saccharomyces cerevisiae W303-181.2

Parametros K™
0,2 0,3 0,5 0,7 0,8
Xt 2,10 1,60 1,60 1,73 1,76
Xmax 2,14 1,62 1,60 1,91 1,79
My max 6,00 4,56 4,70 4,90 5,04
Mys 6,30 4,67 4,70 5,44 5,20
Hx,max 0,16 0,08 0,17 0,08 0,08
Pry 0,25 0,15 0,20 0,14 0,17
Pry. ta 0,44 0,19 0,35 0,27 0,25
Mgt 0,11 1,55 4,56 3,05 3,43
Us 1085 255 702 321 196
Unmax 1164 341 817 420 462
Ut 3143 728 2063 908 558
Umax 3422 1151 2437 1053 1158
G6PDH/gprot 2870 1140 2570 1010 600
G6PDH/gcel 517 169 439 185 111
Wp max 59,73 48,77 37,70 36,97 12,86
Prenz 149 -25,61 44,94 17,72 -25,70
Prenz.fa 81,94 12,84 18,27 10,89 26,93
Yxs 0,18 0,11 0,13 0,14 0,14
Yx/s.fa 0,25 0,14 0,13 0,21 0,16
Ypss 108,66 -18,74 29,43 17,52 -22,46
Yp/sia 46,24 9,107 7,02 8,51 17,65
Em que:
) OO Concentracgao celular final (g/L)
Kinaxe eeeeeeeeeenns Concentragao celular maxima (g/L)
My max:--ceeenes Massa celular maxima (g)
Mytovooiiininnnns Massa celular final (g)
K max---«e-eeeens Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™
] Produtividade em células (g/h)
Pry farceeeeeneen Produtividade em enzima ao final da alimentagéo (g/h)
Mgteniieiinnnnnns Massa final de glicose (g)
U P Atividade de G6PDH final por litro (U/L)
Unaxeeeeeeeeeeeeeens Atividade maxima de G6PDH por litro (U/L)
U PR Atividade de G6PDH final (U)
Umnayessssssseeeeees Atividade maxima de G6PDH (U)

G6PDH/gprt...  Atividade de G6PDH em relacéo a proteinas (U/g)
G6PDH/gc..... Atividade de G6PDH em relagao a células (U/g)

Wp mae-seeeeesees Velocidade especifica maxima de producao (U/gh)

| P Produtividade em enzimas (U/h)

Prenzfaseeeeereeens Produtividade em enzimas ao final da alimentagéo (U/h)

Yox/seeeeeneeeeeennnes Fator de conversdo de substrato em células (g/g)

YxiSareeereneenes Fator de conversao de substrato em células ao final da alimentagéo (g/g)
Yp/Seeeeeeeeeeaannnnn Fator de conversdo de substrato em enzimas (U/g)

YeiSfarecereneenes Fator de conversdo de substrato em enzimas ao final da alimentacao (U/g)

% A adigéo de substrato (glicose) com vazdo exponencialmente crescente em funcdo dos valores da
constante de tempo (K) foram calculados de acordo com a equacgéo 3.1. Os demais par@metros foram
calculados usando as equagdes 3.2 a 3.11.
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FIGURA 3.2 — Massa celular (Mx) em fungdo do tempo de cultivo para os
diferentes valores da constante de tempo K (h) = 0,2 (-#-),
K=0,3(-A-), K=0,5(-1-), K=0,7 (-O-) e K= 0,8 (-[1-).
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FIGURA 3.3 — Massa de glicose (Ms) em funcéo do tempo de cultivo para os
diferentes valores da constante de tempo K (h) = 0,2 (-#-),
K=0,3(-A-), K=0,5(--), K=0,7 (-O-) e K= 0,8 (-[1-).
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FIGURA 3.4 — Atividade de G6PDH em fungédo do tempo de cultivo para os
diferentes valores da constante de tempo K (h) = 0,2 (-#-),
K=0,3(-A-), K=0,5(--), K=0,7 (-O-) e K= 0,8 (-[1-).

3.5. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o mais alto nivel
sintese de G6PDH por S. cerevisiae W303-181 ocorreu em K= 0,2 h™'. A sintese da
enzima esta relacionada ao crescimento celular e o plasmidio ndo é perdido durante
o cultivo. Além disso, as condigbes de cultivo da S. cerevisiae geneticamente
modificada mostraram uma atividade enzimatica de 4,1 vezes maior que para a
levedura selvagem, enquanto a atividade especifica foi 9,6 (relacionado a proteinas
totais) e 10,6 (relacionado a massa celular) vezes maiores. Essa cepa contém um
plasmidio regulado por um forte promotor, demonstrado ser uma fonte em potencial
de G6PDH. Os resultados apresentados também sugerem que o custo de producao
da G6PDH poderia ser significativamente reduzido pela utilizacdo de cepas
contendo niveis maiores de G6PDH que aquelas cepas disponiveis no mercado.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE MICRONUTRIENTES
NO MEIO DE CULTIVO DE Saccharomyces cerevisiae
W303-181 PARA A SINTESE DE GLICOSE-6-FOSFATO

DESIDROGENASE

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,
micronutrientes, metodologia de superficie de resposta.
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4.1. Resumo

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) desempenha um importante papel
na manutencdo dos niveis de NADPH, para biossinteses redutoras, além de
pentoses, para sintese de acidos nucléicos. Esta enzima de grande interesse como
reagente analitico é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre eles,
determinacdo da concentracdo de glicose, atividade de creatino-quinase e
hexoquinase. A levedura S. cerevisiae W303-181 que carrega um plasmidio
contendo uma sequéncia que codifica a G6PDH sob regulacao do promotor PGK1
foi usada para a sintese de G6PDH. A sintese de produtos de genes clonados é
influenciada por fatores genéticos e ambientais, incluindo a estabilidade e o numero
de cépias do plasmidio, forca do promotor, velocidade de crescimento e composicao
do meio de cultivo. O objetivo desse trabalho foi avaliar as concentracdes 6timas dos
micronutrientes (adenina, histidina, triptofano e uracila) no meio de cultivo para a
sintese da enzima. Os micronutrientes foram empregados em diferentes
concentragdes (0, 20, 40, 60 e 80 mg/L). As fontes de carbono e nitrogénio (glicose
a 20 g/L e YNB a 7,4 g/L) foram fixadas. Os cultivos foram conduzidos em agitador
rotativo a 100 rpm, 30 °C por 18 h. A metodologia de superficie de resposta foi
usada para a analise dos resultados. As andlises estatisticas mostraram que a
concentracdo de micronutrientes apresenta grande influéncia na formagdo de
biomassa e na sintese da enzima. Empregando 68 mg/L adenina, 47 mg/L uracila,
80 mg/L triptofano e 66 mg/L histidina no meio de cultivo, aumentou-se 3,2 vezes a
atividade especifica de G6PDH por quando comparada com o teste no qual as
concentragdes desses micronutrientes era 20 mg/L.
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4.2. Introducao

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49), a primeira enzima
da via das pentoses-fosfato, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconato reduzindo NADP™ e/ou NAD®. Essa via é responsavel por fornecer
pentoses-fosfato para a sintese de nucleotideos, bem como NADPH e/ou NADH
para biossinteses redutoras e protecao de stress oxidativo (COSGROVE et al., 1998;
OZER et al., 2001; ROWLAND et al., 1994). Esta enzima de grande interesse como
reagente analitico é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre eles, atividade
de creatino-quinase no diagnéstico de doencas da musculatura esquelética cardiaca
(BERGMEYER, 1983), determinacao da concentracao de glicose (CHATEL et al.,
1996, MORI et al.,, 1999), frutose, manose e ATP (BOROSS et al., 1987). Tem
aplicacdo na composicdo de biossensores para a deteccdo de fosfatos
(PARELLADA et al., 1998) e de glicose-6-fosfato sérica (BASSI et al,, 1999), e,
ainda, pode ser usado como marcador para reacées de hibridizacdo de acidos
nucléicos (BALAGUER, et al., 1989). A G6PDH é encontrada em células animais e
vegetais, além de microrganismos, dentre os quais destaca-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae (SILVA et al, 2002).

Ha uma perspectiva real de reducao de custos no processo de producdo de
enzimas em funcdo do desenvolvimento de cepas superprodutoras obtidas por
manipulacédo genética (LOJUDICE et al., 2001).

A sintese de produtos de gene clonado é influenciada por fatores genéticos e
ambientais, incluindo estabilidade e numero de coépias do plasmidio, forca do
promotor, velocidade especifica de crescimento celular e composicdo do meio de
cultivo (CHIRUVOLU et al., 1996). A determinacao de condicdes operacionais étimas
para processos fermentativos com microrganismos recombinantes é muito dificil,
isso devido a complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade
estrutural do plasmidio. A perda do plasmidio pela célula depende das suas
caracteristicas de construcdo, condicbes do meio e velocidade com que o
microrganismo se desenvolve (SHENE et al., 2000).

Muitas células recombinantes necessitam de um meio de cultivo especial para
que seja evitada a perda do plasmidio. Todavia, a composicdo desse meio tem um
papel importante no desenvolvimento de processos fermentativos (CHIRUVOLU et
al., 1996). O enriguecimento do meio de cultivo permite alcangar altos rendimentos

em biomassa e decréscimo da protedlise do produto, o0 que levaria a um substancial
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aumento da produtividade de proteinas recombinantes secretadas (DHURJATI,
COPELLA, 1989; GABRIELSEN, et al., 1990). Nesse sentido, WANG,.Da SILVA,
(1993) verificaram um aumento na sintese e secrecdao de invertase, via meio
enriguecido, em uma cepa de S. cerevisiae recombinante. Isso, talvez, seja devido
ao suprimento adequado de energia e de precursores para o crescimento celular e
sintese protéica (CHOI et al., 1996). CHEN et al. (1993), ao estudarem a producao
de elafin em S. cerevisiae recombinante, verificaram que a suplementagdo do YNB
com casaminodacido permitiu alcangar os maiores rendimentos em biomassa, porém,
nao era garantida a obtengéo de altos rendimentos da biomolécula secretada. Esse
incremento do rendimento celular poderia ser interessante quando se trabalha com
produtos intracelulares.

A levedura S. cerevisiae W303-181, recentemente modificada por LOJUDICE
et al. (2001), carrega um plasmidio contendo uma sequiéncia que codifica a G6PDH
sob regulacdo do promotor PGK1 e em marcador de Leu2. Essa cepa € auxotréfica
para alguns micronutrientes (adenina, histidina, triptofano e uracila) e, portanto,
estes devem estar presentes no meio de cultivo.

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) consiste em um sistema de
modelagem empirico para a avaliar a relagcdo entre um grupo de variaveis que
podem ser controladas experimentalmente e observar suas respostas (RODRIGUES
et al., 2003). Dessa forma, a MSR é largamente utilizada para otimizar diferentes
processos biotecnolégicos (BOCCHINI et al., 2002). A MSR foi empregada com
sucesso para a otimizagdo da producdo de bacteriocina (LI et al.,, 2002), para a
obtencdo de xilanase (BOCCHINI et al, 2002) e para a producdo de xilitol
(RODRIGUES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2003).

Com o objetivo de melhorar a producao da G6PDH, foi proposto esse estudo
de determinagdo da concentracdo Otima de micronutrientes (adenina, histidina,
triptofano e uracila) no meio de cultivo. Avaliou-se a influéncia da concentragéo
desses micronutrientes, em cultivos de S. cerevisiae W303-181, no crescimento
celular e producao de G6PDH e, usando a MSR, foi determinada a concentracao
6tima de micronutrientes para a obtencdo da maior atividade enzimatica de G6PDH
em relacdo ao teor de proteinas totais.
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4.3. Materiais e métodos

4.3.1. Materiais

A (licose, adenina, histidina, uracila, triptofano, NADP*, PMSF, 8-
mercaptoetanol, glicose-6-fosfato foram obtidos da Sigma® (St. Louis, MO, EUA). O
YNB (Yeast nitrogen base) foi obtido da Difco® (Detroit, MI, EUA). Os demais
reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico. Foram utilizados dois
agitadores rotativos (1% Controled Invironment Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific Co., Madison, NJ, EUA; 2°: TE-420, Tecnal, Piracicaba, SP), agitador de
tubos vortice (Phenix AP 56, Phenix, Araraquara, SP), centrifuga refrigerada (BR4i,
Jouan, St. Herblain, Franca) e espectrofotometro (DU 640, Beckman, Fullerton, CA,
EUA).

4.3.2. Microrganismo e preparo do inéculo

A levedura S. cerevisiae W303-181 foi empregada nos cultivos e carrega um
plasmidio contendo uma sequiiéncia que codifica a G6PDH sob regulacdo do
promotor PGK1. A cultura estoque foi mantida a —70 °C em solucao tampéo acetato
(0,1 mol/L, pH 5,7) contendo glicerol (30% v/v) como crioprotetor. O meio de cultivo
utilizado para o crescimento do indculo era preparado com meio tamponado (tampao
acetato 0,1 mol/L, pH 5,7) e era composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina,
histidina, uracila e triptofano 20 mg/L. O inéculo foi obtido apbs ativacao celular e
cultivo do pré-inéculo. Na fase de ativagdo celular, 900 uL de suspensao
descongelada de leveduras foi adicionada a 9,1 mL de meio de cultivo em um
Erlenmeyer de 50 mL e incubado em agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co.)
a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O pré-inéculo foi preparado apéds transferéncia de 10 mL
da suspensado obtida na etapa de ativacdo celular para Erlenmeyers de 500 mL
contendo 90 mL de meio de cultivo e incubacdo em agitador rotativo (New Brunswick
Scientific Co.) a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O in6culo foi preparado transferindo-se 10
mL da suspensdo obtida na etapa de pré-indculo para Erlenmeyers de 500 mL
contendo 90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador rotativo (New Brunswick
Scientific Co.) a 100 rpm, 30 °C por 16 h. Ap6s esse periodo, a suspensdo de
leveduras foi centrifugada a 3025 g, a 6 °C por 30 min, o sobrenadante foi
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descartado e a massa celular foi utilizada para inocular os Erlenmeyers contendo

diferentes concentragdes de micronutrientes.

4.3.3. Cultivos em agitador rotativo

Os cultivos foram conduzidos em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de
meio de cultivo e concentracdo celular inicial de 1,12 g/L. O cultivo foi realizado em
agitador rotativo (TE-420, Tecnal) a 100 rpm, 30°C por 18 h. O meio de cultivo era
tamponado (tampé&o acetato 0,1 mol/L, pH 5,7) e composto por glicose 20 g/L, YNB
7,4 g/L e diferentes concentrac6es dos micronutrientes adenina, histidina, triptofano
e uracila (0, 20, 40, 60 e 80 mg/L), conforme planejamento experimental adotado
(tem 4.3.4.)

4.3.4. Planejamento experimental e analise estatistica

Foi usado a matriz de planejamento fatorial fracionario 2*' (BOX et al., 1978)
para avaliar a influéncia da concentracdo de micronutrientes (variaveis
independentes) nas variaveis dependentes (Tabela 4.1 — cultivos 1 a 8). Nessa
Tabela 4.1 podem-se observar os valores codificados (Xy, X2, X3 € X4) das variaveis
independentes que correspondem a concentracao de adenina, triptofano, histidina e
uracila no meio de cultivo, respectivamente. Na intencdo de ampliar a faixa de
valores codificados para as variaveis independentes estudadas, o planejamento
experimental foi complementado com os niveis -2 e +2 para cada uma das
variaveis, fixando as demais nos valores do ponto central (Tabela 4.1 — cultivos 9 a
16). Com o intuito de verificar qualquer efeito de limitacdo da atividade especifica de
G6PDH por parte dos micronutrientes, foi realizado um cultivo no qual as variaveis
independentes assumissem o valor maximo (+2) (Tabela 4.1 — cultivo 17). Os
cultivos 18 a 22 sao repeticdes do ponto central (valores centrais para as variaveis
independentes) que foram utilizados para determinar a varidncia experimental.
Esses cultivos foram usados, ainda, para a andlise de regressdo multivariavel
(RANGEL-YAGUI et al., 2004).

Considerando o estudo da atividade especifica de G6PDH, em relacdo ao teor
de proteinas totais, a equacéao 4.1 foi escolhida para a otimizacao:

GBPDH/gpror = @ + Zbixi + Zicx + Zidixxi  (4.1)
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Foi proposto que, para estimar a resposta da variavel escolhida (atividade
especifica de G6PDH em relacdo ao teor de proteinas totais), como consequéncia

da variacao dos valores codificados X1, X2, X3 € X4. Nesta equacao, “i” representa a

representa suas interacdes, “a” é o intercepto, “b;” sdo os

variavel independente,
coeficientes lineares, “ci” os coeficientes quadraticos e “d;” sédo as interacbes entre
os coeficientes. Para os valores das variaveis independentes, o nivel de significancia
de p < 0,15 foi considerado para os coeficientes linear (b)) e quadratico (c))
(ECHEGARAY et al., 2000), ndo sendo consideradas as interagdes, pois, devido ao
namero de condi¢cdes experimentais estudadas nado era possivel testar todas
simultaneamente. Entretanto, a analise de variancia das regressbdes foi feita
considerando aceitavel um erro menor ou igual a 5% (p < 0,05). A equacao obtida
nessa regressao foi usada para calcular os niveis otimizados das variaveis
independentes que maximizam G6PDH/gy (atividade especifica de G6PDH). Os
cultivos de confirmag&o dos niveis das variaveis independentes otimizados foram

realizados (Tabela 4.1 — cultivos 23 a 31).

4.3.5. Rompimento celular

Uma aliquota de 5 mL de meio fermentado foi centrifugada e o pellet
ressuspendido em 5 mL da seguinte solugdo: Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl, 5
mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10 mmol/L e acido aminocaprdico 2
mmol/L. Logo apoés, as células foram rompidas em vortice, na presenca de 7,45 g de
pérolas de vidro (0,5 mm de diametro), durante 24 min. Os tubos foram mantidos
resfriados através de banho de gelo e alternava-se, a cada 30 s, a operacao de
agitacao em vortice e resfriamento em banho de gelo. Os fragmentos celulares e as
pérolas de vidro foram removidos por centrifugacao (3025 g, por 30 min. a 6 °C). O
sobrenadante foi usado para medidas de atividade enzimatica e de teor de proteinas
totais.

4.3.6. Métodos analiticos e parametros de cultivo

A concentragdo celular foi determinada utilizando-se de uma curva de
calibracao que correlaciona absorvancia com a massa seca. As absorvancias foram
medidas em espectrofotometro (DU 640, Beckman) a 600 nm, utilizando-se agua
destilada como analise no branco. A concentracao de glicose foi feita pela deteccao
de acucares redutores totais (ART), descrita por SOMOGYI (1952). A atividade
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enzimatica de G6PDH foi feita de acordo com BERGMEYER et al. (1983). O teor de
proteinas totais foi feito de acordo com LOWRY et al. (1951).
4.3.7. Parametros de cultivo

O pardmetro G6PDHyoq (enzima produzida) (U/L) foi determinado pela
variacao da atividade enzimatica de G6PDH inicial e final, de acordo com a equacgéao
4.2. A atividade especifica por proteina (G6PDH/gpt) (U/g) foi determinada
dividindo-se a atividade de G6PDH pela concentracdo protéica, de acordo com a
equacao 4.3. As velocidades especificas de crescimento celular e de producao de
G6PDH foram calculadas de acordo com as equacdes 4.4 e 4.5, respectivamente.

G6PDH,,,,=U,~U, (4.2)

prod

G6PDH,, =U,/Pror (4.3)

espec

(28] o

(1Y adu
[JGGPDH—[yj(Ej (4.5)

Em que: AX = (X;s— X)), AU = (Us— U; ) e At = (tr—t;). X; é a concentragao celular inicial
(g/L), Xr é a concentracao celular final (g/L), t; é o tempo inicial (h), & € o tempo final
(h), U; é a atividade de G6PDH no inicio do cultivo (U/L), U é a atividade de G6PDH
no final do cultivo (U/L), U; é a atividade de G6PDH no momento de coleta da
amostra (U/L) e Prot € a concentracdo de proteinas no momento de coleta da
amostra (g/L).

4.4. Resultados e discussao

Lojudice et al. (2001) desenvolveram uma cepa de levedura geneticamente
modificada, a S. cerevisiae W303-181, que expressa em grandes quantidades a
enzima G6PDH. O meio de cultivo empregado por esses autores era composto por
glicose 20 g/L, YNB (Yeast Nitrogen Base) 7,4 g/L e 20 mg/L de micronutrientes
(adenina, histidina, triptofano e uracila). Nesse trabalho, procurou-se melhorar a
producdo da G6PDH através da suplementacdo do meio de cultivo com

micronutrientes. A fonte de nitrogénio empregada (YNB) apresenta em sua
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composicao 1,5 mg/g de histidina, 3,0 mg/g de triptofano e ndo contém adenina e
uracila. Foram realizados cultivos em agitador rotativo com a levedura S. cerevisiae
W303-181, o nimero de cultivos foi determinado por uma matriz fatorial 27, cujos
valores codificados variavam entre —1 e +1, que foi complementada com valores
codificados de -2 e +2 (Tabela 4.1).

Cada cultivo resultou de uma combinacao entre os niveis codificados e os
micronutrientes utilizados. Os cultivos tiveram inicio com 1,12 g/L de concentragao
celular e, como se pode verificar na Tabela 4.1 que, apds 18 h, as concentracoes
celulares aumentaram. Contudo, o fator limitante para esse aumento foi a
combinacao entre os diferentes niveis codificados € micronutrientes utilizados.

No cultivo 9 (sem suplementacdo de adenina) e 15 (sem suplementagcao de
uracila), foi observada pouca formacdo de biomassa, 1,27 e 1,45 ¢/L,
respectivamente. No cultivo 1, condicdo na qual cada um dos micronutrientes foi
suplementado com 20 mg/L, foi observada uma baixa formacdo de biomassa
(1,70 g/L) comparada aos cultivos 18 a 22, do ponto central (suplementado com
40 mg/L para cada micronutriente) (3,58 g/L de concentragdo celular média).
Verificou-se que nos cultivos 1, 9 e 15, nos quais houve menor formacdo de
biomassa (1,70, 1,27 e 1,45 g/L, respectivamente), apds 18 h de cultivo, ainda havia
glicose residual (5,74, 8,98 e 6,16 g/L, respectivamente), enquanto que para 0s
demais cultivos a concentracao residual de glicose foi desprezivel (abaixo de 0,08
g/L). Portanto, a suplementacdo com adenina e uracila mostrou-se essencial pra a
formacao de biomassa. Isso pode ser confirmado através dos cultivos 9 e 15 (nos
quais nao houve suplementagdo com adenina e uracila, respectivamente) que
apresentaram 0s menores valores de crescimento celular € ndao consumiram
totalmente a glicose. Os cultivos 1 e 7, ambos suplementados com 20 mg/L de
adenina e uracila, apresentaram concentracdes celulares muito diferentes, 1,70 g/L
e 3,20 g/L, o que poderia sugerir que nao existiria influéncia da adenina e uracila no
crescimento celular. Contudo, trata-se de um organismo auxotréfico para os quatro
micronutrientes estudados, portanto, devem existir diferentes interacées entre eles
que levem a diferentes respostas em relagdo a formacao de biomassa. Dessa forma,
mesmo suplementado com 20 mg/L de adenina e uracila, a elevada concentracao
celular apresentada pelo cultivo 7 é resultado, provavelmente, de uma interacao
dessa concentragdo de adenina e uracila com a maiores concentragdes de histidina
e de triptofano (60 mg/L).
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TABELA 4.1 - Planejamento experimental, experimentos de confirmagéao e resultados dos cultivos conduzidos com S. cerevisiae W303-181 para a
producédo de glicose-6-fosfato desidrogenase.

Experimento Adenina X4 Triptofano X5 Histidina X3 Uracila X4 X S Prot G6PDHpods  GB6PDH/gprot
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (L) (gL)  (9/L) (U/g) (UL)
1 20 -1 20 -1 20 -1 20 -1 1.70 5.74 0,45 166 2489
2 60 +1 20 -1 20 -1 60 +1 3.52 0.05 0,63 2178 2581
3 20 -1 60 +1 20 -1 60 +1 2.89 0.05 0,69 2344 5037
4 60 +1 60 +1 20 -1 20 -1 3.55 0.05 0,61 1577 4839
5 20 -1 20 -1 60 +1 60 +1 2.93 0.05 0,67 975 4216
6 60 +1 20 -1 60 +1 20 -1 3.64 0.05 0,62 2841 2941
7 20 -1 60 +1 60 +1 20 -1 3.20 0.05 0,74 3069 6188
8 60 +1 60 +1 60 +1 60 +1 3.63 0.05 0,63 2924 5493
9 0 -2 40 0 40 0 40 0 1.27 8.98 0,53 809 6222
10 80 +2 40 0 40 0 40 0 3.73 0.05 0,67 2758 3404
11 40 0 0 -2 40 0 40 0 2.96 0.05 0,64 2592 5603
12 40 0 80 +2 40 0 40 0 3.48 0.06 0,50 1784 5606
13 40 0 40 0 0 -2 40 0 2.54 0.08 0,52 311 5558
14 40 0 40 0 80 +2 40 0 3.52 0.05 0,61 2717 2513
15 40 0 40 0 40 0 0 -2 1.45 6.16 0,42 -601 6086
16 40 0 40 0 40 0 80 +2 3.55 0.05 0,56 1348 938
17 80 +2 80 +2 80 +2 80 +2 3.67 0.07 0,65 3007 4185
18 40 0 40 0 40 0 40 0 3.47 0.05 0,64 3090 6158
19 40 0 40 0 40 0 40 0 3.59 0.04 0,67 1016 6384
20 40 0 40 0 40 0 40 0 3.54 0.05 0,60 3215 6284
21 40 0 40 0 40 0 40 0 3.62 0.05 0,65 2717 6187
22 40 0 40 0 40 0 40 0 3.66 0.07 0,62 3277 6573
23 68 +1,4 80 +2 66 +1,3 47 +0,36 3,39 0,06 0,47 3007 7713
24 68 +1,4 80 +2 66 +1,3 47 +0,36 3,48 0,06 0,45 3005 8052
25 68 +1,4 80 +2 66 +1,3 47 +0,36 3,40 0,06 0,48 3229 8015
26 68 +1,4 120 +4 66 +1,3 47 +0,36 3,54 0,06 0,49 2825 7026
27 68 +1,4 120 +4 66 +1,3 47 +0,36 3,56 0,05 0,48 2941 7414
28 68 +1,4 120 +4 66 +1,3 47 +0,36 3,47 0,07 0,47 3159 8035
29 68 +1,4 140 +5 66 +1,3 47 +0,36 3,49 0,06 0,53 3532 7830
30 68 +1,4 140 +5 66 +1,3 47 +0,36 3,76 0,06 0,53 2877 6594
31 68 +1,4 140 +5 66 +1,3 47 +0,36 3,56 0,07 0,50 3509 8254

Em que: X1, X2, X3 € X4 representam os valores codificados da concentragdo de adenina, triptofano, histidina e uracila respectivamente, além da concentragéo celular
final (Xi), concentracdo final de glicose(Sy), concentragcdo de proteinas (Prot), atividade de G6PDH produzida (G6PDHpoq.)e atividade especifica de G6PDH

(G6PDH/g,,).
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A influéncia do triptofano e histidina podem ser observadas mais facilmente
nos cultivos 11 (sem suplementacao com triptofano) e 13 (sem suplementacao com
histidina) que apresentaram, apds 18 h, concentragdes celulares de 2,96 e 2,54 g/L,
respectivamente, valores esses que sdo menores que os do ponto central (3,58 g/L
de concentracao celular média). A diferenca entre os cultivos 11, 13 e os do ponto
central (18 a 22) é somente na concentracao de triptofano para o 11 e histidina para
o 13. Assim, uma vez que esses cultivos apresentem 40 mg/L de adenina e uracila,
o triptofano e histidina que constituem do YNB supriu, em parte, a caréncia da
levedura por esses nutrientes. Ainda, a maior concentragdo celular (3,67 g/L)
ocorreu no cultivo 17, condicdo em que todos os micronutrientes foram
suplementados a 80 mg/L (nivel +2), confirmando que o aumento da concentracao
dos quatro micronutrientes no meio de cultivo é possivel aumentar a formacao de
biomassa.

Com relacdo a influéncia dos micronutrientes na producdo de G6PDH, no
cultivo 1 foi verificada uma producao de G6PDH (166 U/L), quando comparado com
o ponto central (cultivos 18 a 22) (média de 2663 U/L). Analisando-se os cultivos 9
(sem suplementacdo com adenina) e 15 (sem suplementacao de uracila), observou-
se que para o primeiro ocorreu uma pequena producao de enzima (809 U/L) quando
comparado com o ponto central, para o segundo, ocorreu desnaturacdo da enzima,
uma vez que foi encontrado um valor negativo para a producédo de enzimas (-600
U/L), indicando que no inicio do cultivo a atividade enzimatica era maior que a
apresentada apds 18 h. Portanto, esses cultivos (9 e 15) mostraram que a adenina e
uracila sdo essenciais para a célula no processo de sintese da enzima. O cultivo 13
(sem suplementacado de histidina) mostrou uma producdo de G6PDH (311 U/L)
menor que para o ponto central (2663 U/L), portanto, é evidente a importancia da
suplementacdo de histidina no meio de cultivo. A principio, a suplementacao de
histidina ndo demonstrou importancia para a producdo da G6PDH, pois se pode
observar nos cultivos 11 (sem suplementacdo de triptofano) e 12 (suplementacéo
com 80 mg/L) producdo de enzima de 2592 e 1783 U/L, respectivamente. O
triptofano presente na composicdo do YNB possivelmente supriu, em parte, a
caréncia da levedura por essa molécula. O cultivo 17, no qual cada um dos
micronutrientes foi suplementado a 80 mg/L, apresentou producédo de G6PDH (3007
U/L) maior do que a produgdo enzimatica média (2663 U/L) do ponto central,
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confirmando que com o aumento da concentracdo dos quatro micronutrientes seria
possivel aumentar a producao enzimatica.

A enzima G6PDH é de interesse comercial, pois é utilizada em diversos
setores como andlises clinicas como reagente analitico (BOROSS et al., 1987;
BERGMEYER et al, 1983, CHATEL et al., 1996). A G6PDH é uma proteina
intracelular, portanto, é necessario um processo de rompimento para extrai-la,
obtendo-se um homogeneizado celular repleto de impurezas como proteinas
contaminantes. O processo de recuperacdo dessa enzima teria inicio com esse
homogeneizado. Os processos de recuperacdo de bioprodutos tém por objetivo
recuperar e purificar um produto biotecnoldgico através de operacdes unitarias que
sucedem o cultivo microbiano (KILIKIAN, PESSOA-JR, 2001). O grau de pureza do
bioproduto depende da sua aplicacao final (KILIKIAN, PESSOA-JR, 2001), ha casos
em que a recuperacao, concentracao e purificagcdo necessitam de varias etapas, as
quais podem ser limitadas por aspectos econémicos (SCOPES, 1994). Portanto, a
relacao entre proteina alvo (G6PDH) e proteinas contaminantes é importante para os
processos de recuperacdo de bioprodutos. Dessa forma, o aumento da atividade
especifica de G6PDH podera implicar em maiores rendimentos. Para tanto, usou-se
a metodologia de superficie de resposta para tratar os dados de atividade especifica

dos cultivos, gerando a seguinte equacao 6.

GBPDH/gprot = 5914 + 722 X4+ 330 Xz + 792 X3 + 525 X4 — 252 X4% — 303Xs° — 737X4°
(4.6)

Para a resposta G6PDH/gpot, Verificou-se que todas as variaveis
independentes (X1, Xz, X3 e X4) interferem de forma significativa sobre ela.
G6PDH/gprot € fungdo quadratica das variaveis Xy, X3 e X4, 0s coeficientes dessas
variaveis ao quadrado sdo negativos, indicando que ocorre um aumento de
G6PDH/gurot @ medida que se eleva o valor de cada variavel até um determinado
ponto, a partir do qual G6PDH/gyet comega a diminuir a cada incremento das
variaveis independentes estudadas. Esse comportamento pode ser observado
através das curvas de nivel da resposta G6PDH/gpot em fungéo de X; e X4 (Figura
4.1) e de X3 (Figura 4.2). As Figuras 4.1 e 4.2 foram construidas a partir da equacao
4.6. A Figura 4.1 mostra curvas de nivel na qual pode ser observada a influéncia da
concentra¢do de adenina (X;) e de uracila (Xs) na atividade especifica (G6PDH/gprot)-
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FIGURA 4.1. Curva de nivel da atividade especifica de G6PDH (G6PDH/gprot) €em
fungéo dos valores codificados de concentragdo de adenina (X4) e uracila (X4).

Pode ser vista na figura 4.1, uma regido que apresenta o maximo valor
alcancado pela atividade especifica. O maior valor de G6PDH/gpt 0Correu quando
0s niveis de X; e de X4 foram 1,4 e 0,36, o que corresponde a 68 e 47 mg/L,
respectivamente. A figura 4.2 também mostra curvas de nivel na qual pode ser
observada a influéncia da concentracdo de triptofano (Xz) e de histidina (X3) na
atividade especifica (G6PDH/gpr0t). Como G6PDH/gprot € fungcdo quadratica de X3, foi
possivel determinar o valor dessa variavel no qual € maximo o valor de G6PDH/gpot,
este foi de 1,3, que corresponde a 66 mg/L. A variavel X,, cujo coeficiente é positivo,
apresenta uma interferéncia linear na resposta G6PDH/gyt, portanto, aumenta a
cada incremento dessa variavel. Em funcdo desses resultados, novos cultivos (23 a
31) foram propostos. Estes ensaios foram conduzidos com niveis ja determinados
para adenina, histidina e uracila e niveis maiores de triptofano (+2, +4 e +5).
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FIGURA 4.2. Curva de nivel da atividade especifica de G6PDH (G6PDH/gprot) €em
fungéo dos valores codificados de concentracao de triptofano (X») e histidina (Xs).

Ao se aplicar analise de variancia aos valores de atividade e aos de atividade
especifica referentes aos cultivos 23 a 31 (Tabela 4.1), pode-se concluir que o
aumento do nivel do triptofano a valores maiores que 80 mg/L ndo leva a melhores
resultados da atividade especifica de G6PDH (p = 0,64). Desse modo, fica
assegurado a concentracao de 80 mg/L (nivel +2) como a étima para a produgédo da
enzima. Sendo assim, ao se utilizar os valores otimizados para as variaveis
independentes, a equacdo 4.6 prevé uma atividade especifica de G6PDH de
7702 U/g, contudo foi encontrado 7927 U/g (média dos cultivos 23 a 25). Esse
resultado mostra que o modelo se adequou aos resultados experimentais, pois
nenhuma diferenga significativa entre o valor previsto e o experimental foi
observada.

A S. cerevisiae W303-181 foi cultivada em agitador rotativo por 18 h usando o
meio de cultivo otimizado (glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina 68 mg/L, histidina 66
mg/L, uracila 47 mg/L e triptofano 80 mg/L). Apds a inoculagdo de 500 mL desse
meio, foram preparados 5 Erlenmeyers contendo100 mL dessa suspensao de
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leveduras e incubados em agitador rotativo (TE-420, Tecnal) a 100 rpm, 30°C por 18
h. A cada 2 horas era feita amostragem em um dos Erlenmeyers, alternadamente,
de modo a ndo promover alteragao superior 10% do seu volume de meio.

A Figura 4.3 mostra o perfil das curvas de concentracdo celular (X),
concentracao de substrato (S) e atividade enzimatica (G6PDH) em fung¢édo do tempo
de cultivo. Essa figura mostra que a producao da enzima, bem como o crescimento
celular, ocorreram enquanto havia glicose no meio e, quando este se encontrava
exaurido, tanto o crescimento celular quanto a producédo da enzima cessaram.

O cultivo teve inicio com uma concentracao celular de 1,00 g/L e atividade de
G6PDH de 1544 U/L. Ap6s 12 h de cultivo, a concentracao celular e atividade de
G6PDH atingiram 3,21 g/L e 4939 U/L, respectivamente. Analisando o perfil da
velocidade de crescimento celular e de producdao de G6PDH, na Figura 4.4,
verificou-se que elas atingiram seus maiores valores (0,178 h™', 425 U/Lh) em 2,5 h

de cultivo e, ap6s 12 h, assume valores despreziveis.
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FIGURA 4.3. Concentracao celular (X) (-®-), concentracdo de glicose (S) (-l-) e
atividade de G6PDH por litro de meio cultivado (G6PDH) (-¢-) em fung¢édo do tempo.
Cultivo conduzido em agitador rotativo com a S.cerevisiae W303-181 para a
producdo de G6PDH usando um meio de cultivo otimizado, composto por glicose 20
g/L, YNB 7.4 g/L, adenina 68 mg/L, histidina 66 mg/L, uracila 47 mg/L e triptofano 80
mg/L.

A reducdo do crescimento é resultado do consumo total da glicose, que

ocorreu em 8 h de cultivo. Por esse mesmo motivo, a producdo de enzima ocorreu
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até 8 h, momento no qual a velocidade especifica de crescimento estava diminuindo
(Figura 4.4). A Figura 4.4 mostra as curvas de velocidade especifica de crescimento
celular e de producao de G6PDH, na qual foi verificada que a producao de G6PDH
esta associada ao crescimento celular, pois, ambas as curvas apresentam o mesmo
perfil (HISS, 2001). SILVA et al. (2002) também verificaram que a S. cerevisiae de
fermento prensado, cultivada em regime descontinuo para a producdo de G6PDH,
apresentou producao associada ao crescimento.
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FIGURA 4.4. Velocidade especifica de crescimento celular (ux) (—) e velocidade
especifica de producdo de G6PDH (ugsrpH) (--) em funcdo do tempo. Cultivo
conduzido em agitador rotativo com a S. cerevisiae W303-181 para a producdo de
G6PDH usando um meio de cultivo otimizado, composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4
g/L, adenina 68 mg/L, histidina 66 mg/L, uracila 47 mg/L e triptofano 80 mg/L.

4.5. Conclusao

Pode-se concluir que a concentragdo de micronutrientes apresenta grande
influéncia na formacao de biomassa e na sintese da enzima. Ao se empregar 0 meio
de cultivo cujas concentragdes dos micronutrientes tenham sido otimizadas (adenina
a 68 mg/L, uracila a 47 mg/L, triptofano a 80 mg/L e histidina a 66 mg/L),
G6PDH/gprot atingiu um valor médio de 7927 U/g (cultivos 23 a 25), 3,2 vezes maior
que o encontrado para o cultivo 1 (2484 U/L) o meio apresentava 20 mg/L de
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micronutrientes. Através do cultivo as S. cerevisiae W303-181 em meio de cultivo
otimizado, usando agitador rotativo, verificou-se a reprodutibilidade dos resultados
encontrados no planejamento experimental, uma vez que a atividade especifica de
G6PDH e de concentracao celular (8343 U/g e 3,21 g) foram muito préximas aos
valores encontrados para o meio otimizado do planejamento experimental, cultivos
23 a 25 (7927 U/g e 3,42 g). Ainda, verificou-se que a producdo da enzima esta

associada ao crescimento celular.
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CAPITULO V

INFLUENCIA DA VAZAO DE ALIMENTACAO
EXPONENCIALMENTE CRESCENTE E DECRESCENTE NA
SINTESE DA ENZIMA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE
DE Saccharomyces cerevisiae W303-181 CULTIVADA EM
PROCESSO DESCONTINUO ALIMENTADO

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,

processo descontinuo alimentado.
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5.1. Resumo

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49) é a primeira enzima
da via das pentoses-fosfato, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconato e reduz o NADP* e/ou NAD". Esta enzima, de grande interesse como
reagente analitico, é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre eles,
concentracdo de glicose e atividade de creatino-quinase. Foi usada uma cepa de
Saccharomyces cerevisiae W303-181 para a producdo de glicose-6-fosfato
desidrogenase em cultivos conduzidos em regime descontinuo alimentado. Esses
cultivos foram realizados em fermentador de 3 L nas seguintes condi¢des: 0,266 L
de meio de cultura (14,0 g/L de yeast nitrogen base; 511,28 ug/mL de adenina;
353,38 ug/mL de uracila; 496,24 ug/mL de histidina e 601,50 ug/mL de triptofano);
concentracdo celular inicial variou de aproximadamente 1,0 g/L e tempo total de
cultivo de 14 h. Estudaram-se diferentes vazées de alimentagdo de nutrientes com
perfil exponencialmente crescente e decrescente. A maior produtividade de G6PDH
foi de 149,27 U/L.h e ocorreu no cultivo em regime descontinuo alimentado com
vazdo de alimentagdo exponencialmente crescente e constante de tempo (K) 0,2 h™'.
Concluiu-se que quanto maior o volume de solucédo de glicose adicionada a dorna
nas primeiras horas de processo, menores 0s niveis de producdo de G6PDH. O
valor de K e a composi¢cdo do meio de cultivo determinam o comportamento de
diversos parametros de cultivo, como velocidades especificas maximas de
crescimento celular e producdo de G6PDH, producdo em células e em enzimas,
além de produtividades e fatores de conversao do processo.
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5.2. Introducao

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49) é a primeira enzima
da via das pentoses-fosfato e catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconato reduzindo NADP™ e/ou NAD®. Essa via é responsavel por fornecer
pentoses-fosfato para a sintese de nucleotideos, bem como NADPH e/ou NADH
para biossinteses redutoras e protecao de stress oxidativo (COSGROVE et al., 1998;
OZER et al., 2001; ROWLAND et al., 1994). Esta enzima, de grande interesse como
reagente analitico, pode ser utilizada para a determinacdo de teores de glicose,
frutose, manose e ATP (BOROSS et al.,, 1987) e na determinacao de atividade de
creatino-quinase (BERGMEYER, 1983). A G6PDH é encontrada em células animais
e vegetais, além de microrganismos, destacando-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae (SILVA et al.,2002).

A S. cerevisiae é atrativa para expressao de proteinas heterélogas, pois além
de ser reconhecida como um microrganismo seguro, sdo capazes de promover
modificacdes poOs-traducionais em proteinas, como a glicosilacdo e/ou outras
modificacdes necessarias para a 6tima atividade biologica e estabilidade protéica
(Da SILVA et al., 1991; ZIGOVA, 2000).

A sintese de produtos de gene clonado € influenciada por fatores genéticos e
ambientais, incluindo estabilidade do plasmidio e numero de coépias, forca do
promotor, velocidade especifica de crescimento celular e composicao do meio de
cultivo (CHIRUVOLU et al., 1996). A determinacao de condigdes operacionais étimas
para processos fermentativos usando microrganismos recombinantes € muito dificil,
isso devido a complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade
estrutural do plasmidio. A perda do plasmidio pela célula depende das suas
caracteristicas de construcdo, condicbes do meio e velocidade com que o
microrganismo se desenvolve (SHENE et al., 2000).

Processos fermentativos em regime descontinuo alimentado, conduzidos em
reatores de tanque agitado, sdo freglentemente utilizados pela industria
(SCHINELLE et al., 1996; FURLAN et al., 2001). Esse processo tem sido empregado
para a producdo de varios bioprodutos, incluindo metabdlitos primarios e
secundarios, proteinas e outros biopolimeros (LEE et al., 1999). Durante o cultivo em
regime descontinuo alimentado, um ou mais nutrientes podem ser adicionados ao

fermentador, enquanto as células e produto permanecem ai até o final do cultivo.
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Mais eficiente que o processo descontinuo, o processo descontinuo
alimentado é vantajoso quando a mudanga da concentracdo de nutrientes afeta a
produtividade e o rendimento do produto desejado (YAMANE, T; SHIMIZU, S.,
1984). O excesso ou caréncia de nutrientes podem comprometer tanto o
crescimento celular quanto a obtencdo do produto desejado, assim, o
desenvolvimento de uma estratégia adequada de alimentacdo é critica nos
processos descontinuo alimentados. Dentre as estratégias de controle, as vazdes
exponenciais de alimentacdo pré-determinadas constituem um método simples,
porém, eficiente, que permite o crescimento do microrganismo com velocidade
especifica de crescimento constante (LEE et al., 1999). Alguns autores obtiveram um
incremento na produtividade por usarem uma vazao exponencialmente crescente de
adicdo de substrato (MIGUEL et al., 2003; KOTIK et al, 2004), enquanto
CARVALHO et al. (1990) encontraram maior produtividade de etanol em regime
descontinuo alimentado com vazao de alimentacdo exponencialmente decrescente.
Ainda, CARVALHO et al. (2000) verificaram, através da metodologia de superficie de
resposta, as melhores condicdes para a producao simultdnea de invertase e etanol.

Esse trabalho estuda a influéncia das vazbes de alimentacdo
exponencialmente crescente e decrescente na sintese de glicose-6-fosfato
desidrogenase de S. cerevisiae W303-181. Essa levedura, desenvolvida por
LOJUDICE et al. (2001), carrega um plasmidio contendo uma sequiéncia que codifica

a G6PDH sob regulacao do promotor PGK1.

5.3. Materiais e Métodos

5.3.1. Materiais

Dimetilpolisiloxano, uracila, adenina, histidina, triptofano, NADP, -
mercaptoetanol e G6P foram obtidos da Sigma® (St. Louis, MO, EUA), a glicose da
MERCK (Darmstadt, Alemanha) e o YNB da Difco® (Detroit, MI, EUA). Todos os
demais reagentes utilizados foram de grau analitico. Foi utilizado fermentador de
bancada de 3 L (Bioflo 110, New Brunswick Scientific Co., Madison, NJ, EUA),
agitador rotativo NBS Gyratory Shaker, New Brunswick Co., Medson, NJ, EUA),
agitador de tubos vortice (Q-220A, Quimis, Diadema, SP), centrifuga refrigerada
(BR4i, Jouan, St. Herblain, Franca) e espectrofotémetro (DU 640, Beckman,
Fullerton, CA, EUA).
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5.3.2. Microrganismo e preparo do inéculo

A levedura S. cerevisiae W303-181 foi empregada nos cultivos e carrega um
plasmidio contendo uma sequiéncia que codifica a G6PDH sob regulacdao do
promotor PGK1. A cultura estoque foi mantida a —70 °C em solucao tampéo acetato
(0,1 mol/L, pH 5,7) contendo glicerol (30% v/v) como crioprotetor. O meio de cultivo
utilizado para o crescimento do indculo era preparado com meio tamponado (tampao
acetato 0,1 mol/L, pH 5,7) e era composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina,
histidina, uracila e triptofano 20 mg/L. O in6culo foi obtido apds ativacao celular e
cultivo do pré-inéculo. Na fase de ativagdo celular, 900 ul de suspensao
descongelada de leveduras foi adicionada a 9,1 mL de meio de cultivo em um
Erlenmeyer de 50 mL e incubado em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O
pré-indculo foi preparado apds transferéncia de 10 mL da suspenséo obtida na etapa
de ativagao celular para Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo
e incubacao em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O inéculo foi preparado
transferindo-se 10 mL da suspensdo obtida na etapa de pré-indculo para
Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador
rotativo a 100 rpm, 30 °C por 16 h.

5.3.3. Processo descontinuo alimentado

O inéculo (volume = 1,067 L) foi vertido em uma dorna de 3 L de um
fermentador de bancada (Bioflo 110, New Brunswick Scientific Co.) contendo 0,266 L
de meio de cultura (yeast nitrogen base (YNB) 14,0 g/L, 511,28 ug/mL de adenina,
353,38 ug/mL de uracila, 496,24 ug/mL de histidina e 601,50 ug/mL de triptofano) e
a concentracao celular inicial variou de 0,78 a 1,02 g/L. O tempo total de cultivo foi
de 14 h. A formacdo de espuma foi controlada através da adicao de 0,5 mL de
dimetilpolisiloxano quando necessario. A agitacdo e vazao especifica de ar foram
200 rpm e 2,0 vvm, respectivamente, e o kia de 42 h™. A vazdo de ar foi medida e
controlada, atravées de um rotdmetro, de forma a manter fixo o kia durante o
enchimento da dorna. O pH do meio durante o cultivo aerébio foi medido por um
eletrodo (Ingold, Woburn, MA, EUA) e mantido constante (pH 5,7) através da adicéo
automatica de solucdo de NaOH a 0,5 mol/L e de H>,SO4 a 0,5 mol/L. Antes da
adicao do in6culo ao fermentador, a agitagdo, vazao de ar e temperatura (30 °C)
foram ajustadas. O processo descontinuo alimentado teve inicio com 1,333 L (Vj),
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in6culo e meio de cultura (fonte de nitrogénio e micronutrientes), alimentado até a
um volume total de 2,0 L (Vf), o tempo de alimentacdo (7) foi de 5 h e para a
constante de tempo K, os seguintes valores: 0,2, 0,5 e 0,8 h™'. Durante o processo, 0
reator foi alimentado a cada 30 mim por uma solugdo de glicose a 10 g/L, cujo
volume (V) foi calculado em funcéao do tempo (f) de acordo com a equacao 5.1, para
0 processo conduzido com vazdo de alimentacdo exponencialmente crescente, e
equacao 5.2, para o0 processo conduzido com vazdo de alimentacéo

exponencialmente decrescente.

(V=vo)= (Vs —Vo) (e:; :11) (5.1)
(V = Vo) = (Vi — Vo) (e__:; -1) (5.2)
e —1

5.3.4. Rompimento celular

Uma aliquota de 5 mL de meio fermentado foi centrifugada e o pellet
ressuspendido em 5 mL da seguinte solugdo: Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl, 5
mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10 mmol/L e acido aminocaprdico 2
mmol/L. Logo apoés, as células foram rompidas em vértice, na presenca de 7,45 g de
pérolas de vidro (0,5 mm de diametro), durante 24 min. Os tubos foram mantidos
resfriados através de banho de gelo e alternava-se, a cada 30 s, a operacao de
agitacao em vortice e resfriamento em banho de gelo. Os fragmentos celulares e as
pérolas de vidro foram removidos por centrifugacao (3025 g, por 30 min. a 6 °C). O
sobrenadante foi usado para medidas de atividade enzimatica e de teor de proteinas

totais.

5.3.5. Métodos analiticos

A concentracdo celular foi determinada utilizando-se de uma curva de
calibracdo que correlaciona absorvancia com massa seca. As absorvancias foram
medidas em espectrofotometro (DU 640, Beckman) a 600 nm, utilizando-se agua
destilada como anélise em branco. A concentracao de glicose foi feita pela deteccéo
de agucares redutores totais (ART), descrita por SOMOGYI (1952). A atividade de
G6PDH foi feita de acordo com BERGMEYER et al. (1983) e o teor de proteinas
totais de acordo com LOWRY et al. (1951).



69

5.3.6. Parametros de cultivo

Fator de conversdao de substrato em células (Yxss), fator de conversao de
substrato em enzima (Ypss), produtividade em enzimas (Pren;), produtividade em
células (Prx), células produzidas (Xyna), enzima produzida (G6PDHp), velocidades
especificas maximas de crescimento celular (uxmax) € de producdo de G6PDH

(UcePpH.max) foram calculados da seguinte forma:

Yx s = AMx/ AMs (5.3)
Yeis = Au/AMs (5.4)
Prenz = AU/At (5.5)
Prx=AX At (5.6)

Xprod = AX (5.7)
G6PDHproa = AU (5.8)
(5.9)

(1 dMx

. X‘(ij( ot j

e
MGéPDH = v\ at

Em que: AMx = (Mxs — My;), AMs = (Ms; — Mss), Au = (ur — u;), At = (tr — t;), AX = (X¢ —
X)), AU = (Us— U;) . Mx; = massa celular inicial (g), Mxs = massa celular final (g), Ms; =
massa de glicose inicial (g), Mss= massa de glicose final (g), f; = tempo inicial (h), & =
tempo final (h), u; = atividade de G6PDH inicial (U), ur = atividade de G6PDH final
(U), X; = concentracéo celular inicial (g/L), X = concentracdo celular final (g/L), U; =
atividade de G6PDH inicial por litro de meio cultivado (U/L), Us = atividade de G6PDH

final por litro de meio cultivado (U/L).

5.4. Resultados e discussao

A levedura S. cerevisiae W303-181, desenvolvida por LOJUDICE et al. (2001)
através de modificagdo genética, foi utilizada nesse trabalho. Por se tratar de uma
nova levedura que é fonte potencial para a producdo de G6PDH, as condicdes de
cultivo que levem a maior expressdao da enzima devem ser pesquisadas. Foi
avaliada, nesse trabalho, a influéncia da constante de tempo (K) na producédo de
G6PDH por processo fermentativo descontinuo alimentado conduzido com vazao de
alimentacao exponencialmente crescente e decrescente. O processo teve duragao
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de 14 h, a alimentacéo foi feita na forma de pulsos, a cada 30 min, durante as
primeiras 5 h. A cada adicdo, o volume da solucdo de glicose (substrato) foi
calculado de acordo com as equacdes 5.1 e 5.2, para a vazao de alimentacao
exponencialmente crescente e decrescente, respectivamente. A Figura 5.1 mostra o
volume de solucdo de glicose adicionada a dorna em funcao do tempo de cultivo
para diferentes valores de K, nas vazbes de alimentacdo exponencialmente
crescente e decrescente. Pode ser observado, para a vazao exponencialmente
crescente, um aumento do volume adicionado durante todo o tempo e, para as
vazdes exponencialmente decrescentes, o volume decrescia no decorrer do tempo
de alimentacao. Diferentes perfis de curvas podem ser observados para as vazdes
exponencialmente decrescentes, no inicio (0 a 1 h), o volume da solucao de glicose
adicionada era mais alta para os maiores valores de K, apds esse periodo o volume

passou a decrescer com o aumento do K.
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FIGURA 5.1. Volume de solucao de glicose (10 g/L) adicionada a dorna em funcao
do tempo de cultivo para os diferentes valores de K, na vazdo de alimentacao
exponencialmente crescente, K (h") = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentagdo
exponencialmente decrescente, K (h") = 0,2 (-0-), K= 0,5 (-A-) e K= 0,8 (-C-). O
cultivo em regime descontinuo alimentado foi conduzido com S. cerevisiae W303-

181 e a de adicao de glicose (substrato) foi calculada de acordo com a equacéo 1
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para a vazao de alimentacao exponencialmente crescente e equacao 2 para a vazao

de alimentacao exponencialmente decrescente.

Foi observado que, para todas as vazdes estabelecidas pelo valor de K, a
concentragéo celular decresce nas primeiras horas de cultivo, isso ocorre devido a
diluicdo da massa celular na dorna durante a alimentacdo (Figura 5.2). Ap6s a
alimentacao, a concentracao celular aumentou até o final em todos os cultivos, cujos

valores finais foram préximos, variando de 2,22 a 2,45 g/L (Tabela 5.1).

alimentagao

3,0

2,5 A

2,0 1

X (g/L)
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0,0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (h)

FIGURA 5.2. Concentracao celular (X) em funcdo do tempo de cultivo para os
diferentes valores de K, na vazao de alimentacdo exponencialmente crescente, K
(h™) = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentacdo exponencialmente decrescente, K (h'') =
0,2 (-0-), K=0,5(-A-) e K=0,8 (-O-).

Embora a glicose tenha sido exaurida, em todos os cultivos, em
aproximadamente 6 h de processo (Figura 5.3), a levedura continua crescendo até
14 h, caracteristica de crescimento diauxico. Apds o fim da glicose, a levedura usou
alguma outra substancia como fonte de carbono. SILVA et al. (2002), ao estudar a
producdo de G6PDH de S. cerevisiae de fermento prensado em cultivo aerdbio e
regime descontinuo, verificaram que a levedura continuava crescendo apds o
consumo total da glicose. Segundo esses autores, o etanol produzido durante o
processo, enquanto ainda havia glicose na dorna, seria usado como substrato. A S.

cerevisiae é considerada uma levedura Crabtree positiva, portanto, capaz de
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produzir etanol mesmo sob condi¢des 6timas de aeracdo (ROSE, HARRISON, 1989;
RHEM, REED, 1993) além de poder utiliza-lo como fonte de carbono (WALKER,
1998).

TABELA 5.1. Parametros relacionados ao processo descontinuo alimentado, nas
vazdes de alimentacdo exponencialmente crescente e decrescente, conduzidos com

Saccharomyces cerevisiae W303-181.

Parametros K(h"
Crescente Decrescente
0,2a* 0,2b ** 0,2 0,5 0,8
Xi 1,28 0,94 0,78 0,91 1,02
X 2,10 2,45 2,31 2,43 2,22
Xprod 0,82 1,51 1,53 1,50 1,20
Hx,max 0,16 0,247 0,211 0,199 0,193
Pry 0,058 0,105 0,110 0,109 0,086
Ui/L 527 774 710 1075 951
Ui/L 1085 1621 1267 1475 1081
G6PDHprog 558 847 557 400 130
Wp max 59,73 119 125 88 73
Prenz 53 61 40 29 9
G6PDH/gprot 2870 3040 2530 2810 1880
G6PDH/gcel 517 661 564 675 448
Yxs 0,18 0,17 0,11 0,15 0,18
Yess 108,66 114 84 77 68
Onde
) T Concentragao celular inicial (g/L)
) O Concentragao celular final (g/L)
Xorod:eeeeeeeee Células produzidas (g/L)
ix.maxe <« «eeeeens Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™)
Pryeeeeeiieen. Produtividade em células (g/h)
Ui, Atividade de G6PDH inicial por litro (U/L)
Ufeorieieieens Atividade de G6PDH final por litro (U/L)

G6PDHroq. ... Enzima produzida (U/L)

Velocidade especifica maxima de producao (U/gh)
| Produtividade em enzimas (U/Lh)

G6PDH/gpror...  Atividade de G6PDH em relagéo a proteinas (U/g)
G6PDH/gcq..... Atividade de G6PDH em relagao a células (U/g)
Yx/Seeneeennenanns Fator de conversao de substrato em células (g/g)
Yp/gcneeeeuenanns Fator de conversao de substrato em enzimas (U/g)

*0,2a: refere-se aos resultados de um cultivo em regime descontinuo alimentado conduzido com
vazao de alimentacao exponencialmente crescente (Capitulo Il1).

**0,2b: refere-se aos resultados do cultivo em regime descontinuo alimentado conduzido com vazao
de alimentagdo exponencialmente crescente utilizando um meio de cultivo com concentragdes de

micronutrientes otimizadas, de acordo com o Capitulo IV.
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Todos os cultivos realizados apresentaram valores de concentragéo celular
final e velocidade especifica maxima de crescimento celular similares (Tabela 5.1).

A maior produtividade em células foi encontrado para o cultivo conduzido com
alimentagdo exponencialmente crescente K = 0,2b h™ (0,105 g/h). Nos cultivos
conduzidos com alimentacdo exponencialmente decrescente a produtividade em
células decaiu com o aumento do valor de K (0,110, 0,109 e 0,086 g/h para K = 02,
05e0,8h™).

Em todos os cultivos, a glicose foi quase totalmente consumida em 6h de
processo, tempo de cultivo no qual os valores de sua concentracdo eram
despreziveis (Figura 5.3). Curiosamente, embora a produtividade em células tenha
variado de forma inversamente proporcional com o valor de K nos cultivos
conduzidos com alimentacdo exponencialmente decrescente, o fator de converséo
de substrato em células aumentou com o valor de K (0,112, 0,150 e 0,175 g/g para
K = 0,2,b 0,5 e 0,8 h"). Provavelmente, o aumento do valor de K imponha uma
condicdo onde a fonte de carbono seja cada vez menos usada para a sintese da
enzima e sim para crescimento e manutencao celular. Isso pode ser confirmado
através da analise do fator de conversdo de substrato em enzima, este decresceu
com o aumento do K para esses cultivos (84, 77 e 68 U/g para K = 0,2b, 0,5 e
0,8 h™). Contudo, o cultivo com vazdo exponencialmente crescente proporcionou o
maior fator de conversao de substrato em produto (114 U/q).

A Figura 5.4 mostra os perfis das curvas de atividade de G6PDH por litro de
meio cultivado. Observa-se que, para todos os cultivos, a atividade decresceu nas
primeiras horas de cultivo devido a sua diluicdo na dorna durante a alimentacéo, tal
como ocorreu para a concentracdo celular (Figura 5.2). Foi verificado, apés a
alimentacao, que a atividade de G6PDH aumentou até o final dos cultivos.

O cultivo com K=0,2b h™' e vaz&o de alimentacdo exponencialmente crescente
apresentou a maior teor de enzima produzida e maior produtividade em enzimas
(847 U/L e 61 U/Lh). Naqueles cultivos conduzidos com vazdo de alimentagao
exponencialmente decrescente, tanto o teor de enzima produzida (557, 400 e
130 U/L) quanto a produtividade em enzimas (40, 29 e 9 U/Lh) decresceram com o
aumento do valor de K(K=0,2b,0,5e¢ 0,8 h™).
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FIGURA 5.3. Concentracao de glicose (S) em funcado do tempo de cultivo para os
diferentes valores de K, na vazao de alimentacdo exponencialmente crescente, K
(h") = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentagdo exponencialmente decrescente, K (h™") =
0,2 (-00-), K=0,5(-A-) e K= 0,8 (-O-).
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FIGURA 5.4. Atividade de G6PDH por litro de meio cultivado (G6PDH) em funcao do
tempo de cultivo para os diferentes valores de K, na vazdo de alimentagéo

exponencialmente crescente, K (h") = 0,2 (-O-), e na vazdo de alimentagdo
exponencialmente decrescente, K (h'") = 0,2 (-00-), K= 0,5 (-A-) e K= 0,8 (-O-).



75

A Figura 5.5 mostra as curvas de velocidade especifica de crescimento
celular e de producédo de G6PDH, na qual foi verificada que a producao de G6PDH
esta associada ao crescimento celular. SILVA et al. (2002) também verificaram que a
S. cerevisiae de fermento prensado, cultivada em regime descontinuo para a
producédo de G6PDH, apresentou producao associada ao crescimento.

A Tabela 5.1 mostra os resultados de dois cultivos distintos em regime
descontinuo alimentado exponencialmente crescente com K = 0,2h™. Os parametros
correspondentes ao K = 0,2a h™ referem-se ao trabalho apresentado no Capitulo Il
desta tese, no qual foi verificado que o K= 0,2 h™' foi o melhor para a producédo da
enzima G6PDH, quando comparado a outros valores de K (K = 0,3, 0,5, 0,7 e
0,8 h'") para a vazdo de alimentacdo exponencialmente crescente. No trabalho
apresentado no Capitulo Ill, empregou-se um meio de cultivo composto por glicose 5
g/L, YNB 0,74 g/L e micronutrientes 8 ug/mL (adenina, histidina, uracila e triptofano).
Os parametros K = 0,2b h™' referem-se ao processo conduzido com um meio de
cultivo cuja diferenca esta na concentracéo de adenina, uracila, histidina e triptofano
(68, 47, 66 e 80 ug/mL). Para esse ultimo cultivo, como pode ser visto na tabela 5.1,
encontrou-se maiores valores para diversos parametros. A velocidade especifica de
crescimento celular aumentou 54% e a atividade final de GEBPDH em 49%.

O aumento da concentracdo dos micronutrientes favoreceu a sintese da
enzima G6PDH. Foi verificado, também, decréscimo do valor do fator de converséo
de substrato em células do cultivo com vazdo exponencial.De acordo com
CHIRUVOLU et al. (1996), a composicdo do meio de cultivo tem um papel
importante no desenvolvimento de processos fermentativos. O enriquecimento do
meio de cultivo permite alcancar altos rendimentos em biomassa e em proteinas
recombinantes (WANG, Da SILVA, 1993). Isso, talvez, seja devido ao suprimento
adequado de energia e precursores para o crescimento celular e sintese protéica
(CHOI et al., 1996).

Quando comparado com os cultivos conduzidos com vazao de alimentagcéo
exponencialmente crescente e decrescente, apresentados nesse trabalho, o cultivo
conduzido com vaz&o exponencialmente crescente K = 0,2b h™! foi 0 mais adequado
a producao de G6PDH, pois apresentou maior velocidade especifica maxima de
producdo de G6PDH, maior producdo e produtividade em enzimas, entre outros
parametros (Tabela 5.1).
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FIGURA 5.5. Velocidade especifica de crescimento celular (-) e velocidade
especifica de producao de G6PDH (--) em funcdo do tempo de cultivo de S.
cerevisiae W303-181 em regime descontinuo alimentado nas vazbes de
alimentacdo. A: vazdo exponencialmente crescente K = 0,2 h”; B: vazdo de
alimentacdo exponencialmente decrescente, K = 0,2 h™'; C: vazdo de alimentacéo
exponencialmente decrescente, K = 0,5 h' e D: vazdo de alimentacdo
exponencialmente decrescente, K=0,8 h™.

5.5. Conclusao

A producao de G6PDH de S. cerevisiae W303-181 em regime descontinuo
alimentado, conduzido com vazdes de alimentacdo exponencialmente crescente e
decrescente, foi avaliada. Essas vazbes apresentam diferentes perfis e foram
determinadas pelo valor da constante de tempo K.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que os maiores niveis de
producdo de G6PDH ocorreram no cultivo em regime descontinuo alimentado com
vazdo de alimentagdo exponencialmente crescente e K = 0,2 h™', conduzido com
meio de cultivo com concentragdes otimizadas de micronutrientes (adenina
67 ug/mL, uracila 47 ug/mL, histidina 66 ug/mL e triptofano 80 ug/mL). Também, é
possivel observar que quanto maior o volume de solucdo de glicose adicionada a
dorna nas primeiras horas de processo, menores 0s niveis de producdo de G6PDH.
O valor de K nesses cultivos determina o comportamento de diversos parametros de
cultivo, como velocidades especificas maximas producdao de G6PDH e enzima
produzida, além de produtividades e fatores de conversdo. Verificou-se, também.

que a producgdo da enzima esta associada ao crescimento celular.
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CAPITULO VI

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL DE GLICOSE E
DO TEMPO DE ALIMENTAGCAO NA PRODUCAO DE
GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE DE
Saccharomyces cerevisiae RECOMBINANTE CULTIVADA
POR PROCESSO DESCONTINUO ALIMENTADO

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,
processo descontinuo alimentado.



79

6.1. Resumo

Uma cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-181 foi utilizada para produzir
glicose-6-fosfato desidrogenase, em cultivo aerdbio, por processo descontinuo
alimentado conduzido em fermentador de bancada de 3 L. Estudou-se a influéncia
da concentracao inicial de glicose e o tempo de alimentacdo do biorreator. Foram
feitos 5 cultivos (C1, C2, C3, C4 e C5), os cultivos C1 e C2 foram alimentados com
uma solucao de glicose a 80 g/L desde o inicio do cultivo por 5 e 11 h,
respectivamente. Os cultivos C3 e C4 tiveram inicio com uma fase descontinua com
concentracgao inicial de glicose de 10 g/L e alimentagdo com solucao de glicose a 50
g/L por 3 e 5 h, respectivamente. O cultivo C5 teve inicio com uma fase descontinua
com concentracao inicial de glicose de 5 g/L e alimentacdo com uma solucédo de
glicose a 65 g/L por 5 h. As producdes em células e em enzimas alcancadas pelos
cultivos C1, C4 e C5 apresentaram valores muito préximos (3,13 g/L e 3249 U/L,
4,10 g/L e 3773 U/L e 3,16 g/L e 3599 U/L, respectivamente), portanto, pode-se
concluir que a concentracdo inicial de glicose nao influenciou a formacédo de
biomassa ou a producdo de enzima. Contudo, determina as maximas velocidades
especificas de crescimento celular e de producdo de G6PDH, com as maiores
velocidades correspondo as menores concentragcdes iniciais.  Nos cultivos
alimentados desde o inicio do processo, o aumento do tempo de alimentacéo de 3

para 5 h favoreceu a formacao de biomassa sem prejudicar a producao de G6PDH.
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6.2. Introducao

A levedura Saccharomyces cerevisiae é freqlentemente usada como
microrganismo hospedeiro para expressao de proteinas heterdlogas, pois além de
ser reconhecida como um microrganismo seguro, é capaz de promover modificacdes
pds-traducionais em proteinas, como a glicosilacdo e/ou outras modificacdes
necessarias para a 6tima atividade biolégica e estabilidade protéica (ZIGOVA, 2000).
A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49) é a primeira enzima da via
das pentoses, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-fosfoglucono-d-lactona
reduzindo NADP* e/ou NAD*. E responsavel por fornecer pentoses para a sintese de
nucleotideos, bem como NADPH e/ou NADH para biossinteses redutoras e protecao
de stress oxidativo (COSGROVE et al.,, 1998). Esta enzima, de grande interesse
como reagente analitico, pode ser utilizada para a determinacao de teores de glicose
(CHATEL et al, 1987) e na determinacdao de atividade de creatino-quinase
(BERGMEYER, 1983).

A sintese de produtos de gene clonado ¢é influenciada por fatores genéticos e
ambientais, incluindo estabilidade do plasmidio e numero de coépias, forca do
promotor, velocidade especifica de crescimento celular e composicao do meio de
cultivo (CHIRUVOLU et al., 1996). A determinacao de condigbes operacionais étimas
para processos fermentativos usando microrganismos recombinantes € muito dificil,
isso devido a complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade
estrutural do plasmidio (SHENE et al., 2000).

Processos fermentativos em regime descontinuo alimentado tém sido
empregados para a producao de varios bioprodutos, como xilitol (BAE et al., 2004),
B-galactosidases (CORTES et al., 2005) e enteroquinase (KIM et al., 2005). Mais
eficiente que o processo descontinuo, o processo descontinuo alimentado €
vantajoso quando a mudancga da concentracdo de nutrientes afeta a produtividade e
o rendimento do produto desejado (YAMANE, SHIMIZU, 1984). O excesso ou
caréncia de nutrientes podem comprometer tanto o crescimento celular quanto a
obtencdo do produto desejado, assim, o desenvolvimento de uma estratégia
adequada de alimentacéo € critica nesse tipo de processo (LEE et al., 1999).

Neste trabalho, estudou-se a influéncia da concentracao inicial de glicose e o
tempo de alimentagédo na producao de G6PDH de S. cerevisiae W303-181, através

de cultivos em regime descontinuo alimentado com vazdo de alimentacédo
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exponencialmente crescente. Essa levedura, desenvolvida por LOJUDICE et al.
(2001), carrega um plasmidio contendo uma sequéncia que codifica a G6PDH sob

regulacao do promotor PGK1.

6.3. Materiais e métodos

6.3.1. Materiais

Dimetilpolisiloxano, uracila, adenina, histidina, triptofano, NADP, 8-
mercaptoetanol e glicose-6-fosfato foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, EUA), a
glicose da MERCK (Darmstadt, Alemanha) e o YNB da Difco (Detroit, MI, EUA). Os
demais reagentes foram de grau analitico. Fermentador de bancada de 3 L (Bioflo
110) e agitador rotativo (NBS Gyratory Shaker) foram obtidos da New Brunswick
Scientific Co. (Madison, NJ, EUA). Agitador de tubos vortice (Q-220A, Quimis,
Diadema, SP), centrifuga refrigerada (BR4i, Jouan, St. Herblain, Franca) e
espectrofotometro (DU 640, Beckman, Fullerton, CA, EUA).

6.3.2. Microrganismo e preparo do inéculo

A levedura S. cerevisiae W303-181, usada nesse trabalho, carrega um
plasmidio contendo uma sequéncia que codifica a G6PDH sob regulacdao do
promotor PGK1. A cultura estoque de S. cerevisiae W303-181 foi mantida a —=70 °C
em solucao tampao acetato (0,1 mol/L, pH 5,7) contendo glicerol (30% v/v). O meio
de cultivo utilizado para o crescimento do in6culo foi preparado em tampao acetato
0,1 mol/L, pH 5,7 e composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina, histidina,
uracila e triptofano 20 mg/L. O in6culo foi obtido apds ativagcédo celular e cultivo do
pré-inéculo. Na fase de ativagdo celular, 900 [IL de suspensado descongelada de
leveduras foram adicionadas em 9,1 mL de meio de cultivo em um Erlenmeyer de 50
mL, o qual foi incubado em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O pré-
in6culo foi preparado apds transferéncia de 10 mL da suspenséo obtida na etapa de
ativacao celular para Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo e
incubagcdo em agitador rotativo a 100 rpm, 30 °C por 24 h. O in6culo foi preparado
transferindo-se 10 mL da suspensdo obtida na etapa de pré-indculo para
Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio de cultivo e incubados em agitador
rotativo a 100 rpm, 30 °C por 16 h.
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6.3.4. Processo descontinuo alimentado

O in6culo (volume = 1,0 L) foi vertido em uma dorna de 3 L do biorreator de
bancada contendo 0,5 L de meio de cultura (yeast nitrogen base (YNB) 29,6 g/L, 272
ug/mL de adenina, 188 ug/mL de uracila, 264 ug/mL de histidina e 320 ug/mL de
triptofano) e a concentracao celular inicial variou de 0,86 a 1,15 g/L. O tempo total de
cultivo foi de 24 h. A formacao de espuma foi controlada através da adicao de 0,5
mL de dimetilpolisiloxano, quando necessario. A agitacdo e vazao especifica de ar
foram 200 rpm e 2,0 vvm, respectivamente, e o kia de 42 h™'. A vazdo de ar foi
medida e controlada, através de um rotametro, de forma a manter fixo o kia durante
o enchimento da dorna. O pH do meio durante o cultivo aerébio foi medido por um
eletrodo (Ingold, Woburn, MA, EUA) e mantido constante (pH 5,7) através da adicéo
automatica de solugdes de NaOH a 0,5 mol/L e de H,SO4 a 0,5 mollL e a
temperatura, mantida a 30 °C. O processo teve inicio com 1,500 L (Vp), inéculo e
meio de cultura (fonte de nitrogénio e micronutrientes), alimentado até a um volume
total de 2,0 L (Vf), o tempo de alimentacéo (T) variou e a constante de tempo (K)
0,2h™. Durante o processo, o reator foi alimentado a cada 30 mim por uma solugédo
de glicose, cujo volume (V) foi calculado em fungédo do tempo (f) de acordo com a
equacao 6.1.

Foram realizados cinco cultivos, nomeados C1, C2, C3, C4 e C5. Para o
cultivo C1 e C2, que continham apenas glicose residual do indculo, foi iniciada a
alimentacédo de 500 mL de solucao de glicose a 80 g/L durante as primeiras 5e 11 h
de cultivo, respectivamente. Os cultivos C3 e C4 tiveram inicio com uma fase
descontinua, nas quais a concentragao inicial de glicose era 10 g/L. Apds exaurida a
glicose, alimentou-se o reator com 500 mL de solucao de glicose a 50 g/L por 3 e 5
h, respectivamente. O cultivo C5 teve inicio com uma fase descontinua, na qual a
concentracdo inicial de glicose era 5 g/L e, exaurida essa glicose inicial, a
alimentacao do reator foi feita com 500 mL de solucao de glicose a 65 g/L durante
5 h. Os ensaios foram feitos de modo a se empregar a mesma massa de glicose em

todos eles.

oK _1)

KT_l

(V=Vo)= (Vs =Vo) (6.1)

e
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6.3.5. Rompimento celular

Cinco mililitros de meio fermentado foram centrifugados (3025 g, por 30 min. a
6 °C) e o pellet ressuspendido em 5 mL da seguinte solucao: Tris-HCI 50 mmol/L, pH
7,5, MgCl, 5 mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10 mmol/L e &cido
aminocaproico 2 mmol/L. Logo apés, as células foram rompidas em vortice, na
presenca de 7,45 g de pérolas de vidro (0,5 mm de diametro), durante 24 min. Os
tubos foram mantidos resfriados através de banho de gelo. Os fragmentos celulares
e as pérolas de vidro foram removidos por centrifugacao (3025 g, por 30 min. a 6 °C)
e 0 sobrenadante usado para medidas de atividade enzimatica e de teor de
proteinas.

6.3.6. Métodos analiticos

A concentracdo celular foi determinada utilizando-se de uma curva de
calibracdo que correlaciona absorvancia com massa seca. As absorvancias foram
medidas a 600 nm e utilizou-se agua destilada como analise em branco. A
concentracao de glicose foi feita pela deteccédo de agucares redutores totais, descrita
por Somogyi (1952). A atividade de G6PDH foi feita de acordo com Bergmeyer et al.
(1983) e o teor de proteinas totais de acordo com Lowry et al. (1951).

6.3.7. Parametros de cultivo

Produgédo em células (X,d), fator de conversdo de substrato em células
(Yxss), produtividade em células (Prx), producdo em enzimas (G6PDHg), fator de
conversdo de substrato em enzima (Yps), produtividade em enzimas (Prenz),
atividade especifica de G6PDG em relagédo a proteinas (G6PDG/gprot), velocidades
especificas maximas de crescimento celular (ux) e de producdo de G6PDH (ugsppH,)

foram calculados da seguinte forma:

Xpmd = AX (62)

Yx/s = AMx |/ AMs (6.3)

Prx=AX /At (6.4)
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G6PDHprod = AUmdx (65)

Yris=Aul/AMs (6.6)
Prenz = AUmax/At (6.7)

G6PDH / 8prot =U .o [ Mx (68)

() 2

_(_1yau
;JG(sPDH—(MXj( dl‘j (6.10)

Em que AMX = (MXf - MX/’), AMS = (MS/ - MSf), AU = (Uf - Ui), AUmax = (Umax - Ui), At =
(tr — t;), AX = (Xr — Xi), AUnax = (Umnax — U)) . Mx; = massa celular inicial (g), Mxs =

massa celular final (g), Ms; = massa de glicose inicial (g), Mss = massa de glicose

final (g), ti = tempo inicial (h), & = tempo final (h), u; = atividade de G6PDH inicial (U),
ur = atividade de G6PDH final (U), umax= atividade de G6PDH (U) quando G6PDH
por litro de meio € maxima, X; = concentracao celular inicial (g/L), X; = concentracao
celular final (g/L), U; = atividade de G6PDH inicial por litro de meio cultivado (U/L), Uy
= atividade de G6PDH final por litro de meio cultivado (U/L) e Unax = atividade de

G6PDH maxima por litro de meio cultivado.

6.4. Resultados e discussao

Foi avaliada, nesse trabalho, a influéncia da concentracao inicial de glicose e
do tempo de alimentagdo na producdo de G6PDH por processo fermentativo
descontinuo alimentado conduzido com vazédo de alimentagdo exponencialmente
crescente.

Em um trabalho anterior (Capitulo Ill), obtivemos bons resultados com a
vazao de alimentagdo exponencialmente crescente, estabelecida pela constante de
tempo K = 0,2 h' e tempo de alimentacdo de 5 h para a producéo de G6PDH de S.
cerevisiae W303-181. Dando continuidade aos estudos de producdo de G6PDH por

processo descontinuo alimentado, estudamos, nesse trabalho, diferentes estratégias
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de processo para tentar aumentar producdo da enzima. Essas estratégias
compreenderam em variar o tempo de alimentagdo do biorreator, a concentracao
inicial de glicose e a concentragdo da solucao de glicose adicionada.

Foram feitos dois cultivos nos quais a alimentagdo do reator era feita desde o
inicio do processo. Essa alimentacao foi feita com 500 mL de um solucéo de glicose
a 80 g/L por 5 e 11 h, para os cultivos C1 e C2, respectivamente (Figura 6.1).

A Figura 6.2A, referente ao cultivo C1, mostra que a alimentacédo, feita
durante as 5 primeiras horas de cultivo, levou a um acumulo gradual de glicose no
biorreator. A glicose atingiu a sua maior concentragdo (4,83 g/L) em
aproximadamente 5 h e, durante as 3 primeiras horas de alimentacdo, as
velocidades especificas de crescimento e de producao aumentam rapidamente e
atingem seus valores mais altos (0,222 h™ e 162 U/gh, respectivamente) (Figura
6.2B) (Tabela 6.1). O consumo total da glicose se da em aproximadamente 12 h,
momento no qual as velocidades de crescimento e de producdo de enzima
assumem valores despreziveis. Mesmo sem glicose no meio, foi verificado pequeno
crescimento celular que alcancou 4,28 g/L ao final do cultivo, enquanto a atividade
de G6PDH, que atingiu seu valor maximo (4139 U/L) em 13 h de cultivo. A maxima
producdo em células e em G6PDH para esse cultivo foram 3,13 g/L e 3249 U/L,
respectivamente.

Volume da solucéo de
glicose adicionada (mL)

= DD W S 01O N
O O O O O O O O o
| | | | | | | J

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

o

FIGURA 6.1 - Volume da solucado de glicose a 80 g/L adicionada em funcdo do

tempo para os cultivos C1 e C2, alimentados durante 5 h (-) e 11 h (-),

respectivamente.
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FIGURA 6.2 - Periodo de alimentacdo («»), concentracdo celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH (-#-), velocidade especifica
de crescimento celular (ux) (—) e de producao de G6PDH (ugeppH) (- -) em funcao do
tempo para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.2A e 6.2B: referente ao

cultivo C1 (alimentagao nas primeiras 5 h com glicose 80 g/L).
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TABELA 6.1 — Parametros de cultivo de Saccharomyces cerevisiae W303-181 em biorreator
descontinuo alimentado para a producao de glicose-6-fosfato desidrogenase, sob diferentes
concentragdes inicias de glicose e diferentes tempos de alimentacéao.

Parametros de Cultivos em regime descontinuo alimentado nas diferentes
cultivo concentracoes iniciais de glicose (S;) e diferentes tempos de
alimentacao (T)
Si = sem adicao Si=10¢g/L Si=5¢g/L
C1(T=5h) C2(T=11h) C2 (T=3h) C4(T=5h) C5 (T=5h)
Xi (g/L) 1,15 0,89 0,86 1,00 1,07
Xmax (9/L) 4,28 5,59 4,36 5,10 4,23
Xt (g/L) 1,28 5,59 4,36 5,10 4,23
Xorod (9/L) 3,13 4,54 3,50 4,10 3,16
emax (W) 0,222 0,171 0,145 0,138 0,167
Pr« (g/Lh) 0,130 0,196 0,146 0,171 0,132
Ui (U/L) 890 587 408 718 920
Umax(U/L) 4139 3528 4387 4489 4519
Us (U/L) 4044 3406 2994 2831 4402
G6PDHprog (U/L)) 3249 2941 3979 3773 3599
Wp max (U/gh) 263 195 166 127 190
Prenz (U/Lh) 250 210 221 210 257
G6PDH/gprot (U/9) 8231 6856 8407 7981 8427
Yyws (9/9) 0,17 0,19 0,19 0,19 0,16
Yrss (U/g) 182 154 188 172 185
Onde:
) Concentragao celular inicial (g/L)
Xinax «eeeeeeeneneens Concentracao celular maxima (g/L)
) OO Concentragéo celular final (g/L)
Xorod «eeeeeneennnens Células produzidas (g/L)
L. max «-ee-sseeeneeese Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™)
Pry coveeiiienen, Produtividade em células (g/Lh)
6 Atividade de G6PDH inicial por litro (U/L)
Umnaxeeeeeeeeeeeeeennn Atividade maxima de G6PDH por litro (U/L)
UdL oo Atividade de G6PDH final por litro (U/L)
G6PDHroq ... ...  Enzima produzida (U/L)
Upmax «seeseeereesnens Velocidade especifica maxima de produgéo (U/gh)
Plenz ..o Produtividade em enzimas (U/Lh)
G6PDH/gprot... .- Atividade de G6PDH em relagao a proteinas (U/g)
Yx/S eneeenennnnanns Fator de conversao de substrato em células (g/g)
Yp/S ceneeenennnnanns Fator de converséo de substrato em enzimas (U/g)
Sieeieeerree e Concentragao inicial de glicose (g/L)

T Tempo de alimentagéo (h)
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Nesses cultivos, a vazao de alimentacao foi calculada pela equacéo 6.1 e,
como pode ser observado na Figura 6.1, quanto maior o tempo de alimentacéo,
menor € a vazao. Dessa forma, ao se empregar o tempo de alimentagéo de 11 h,
conseguiu-se manter os niveis de glicose préximos de zero durante quase todo o
cultivo. Observou-se que a manutencdo de baixas concentracées de glicose (<1,5
g/L) favoreceu o crescimento celular, pois a producao em células aumentou de 3,13
g/L no cultivo C1 para 4,54 g/L no cultivo C2. Ao analisar os fatores de conversao de
substrato em células e produtividade em células nota-se que eles corroboram com
essa idéia, pois ele aumenta de 0,17 g/g e 0,130 g/Lh do cultivo C1 para 0,191 g/g e
0,196 g/Lh do cultivo C2 (Tabela 6.1). Embora o cultivo C2 tenha apresentado maior
producdo em células, mostra uma velocidade especifica de crescimento (0,171 h™)
menor que para o cultivo C1 (0,222 h™') (Tabela 6.1). O maior valor de producdo em
células em C2 pode ser explicados através da analise do tempo de manutencéo da
maxima velocidade especifica de crescimento, pois esse tempo aumentou com o
aumento do tempo de alimentacao (Figuras 6.2B e 6.3B).

Pouca ou nenhuma influéncia foi observada na produgdo de G6PDH. O
cultivo C2 apresentou produgdo em enzimas (2941 U/L) similar a verificada para o
cultivo C1(3249 U/L) (Tabela 6.1). Da mesma forma, a produtividade em enzimas de
C2 (250 U/Lh) foi, também, similar para C1 (210 U/Lh) (Tabela 6.1).

Os cultivos C3 e C4 tiveram inicio com uma fase descontinua e com glicose a
10 g/L. Apds exaurida a glicose na fase descontinua, teve inicio a alimentacao do
biorreator. O volume de solucdo de glicose adicionada, calculado pela equacgéao 6.1,
€ mostrado na figura 6.4. Essa alimentacao foi feita com 500 mL de uma solucao de
glicose a 50 g/L por 3 e 5 h, para os cultivos C3 e C4, respectivamente (Figura 6.5 e
6.6).
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FIGURA 6.3 - Periodo de alimentagdo («<»), concentracdo celular (X) (-e-),

concentragéo de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH (-#-), velocidade especifica
de crescimento celular (ux) (—) € de producado de G6PDH (ugsppr) (--) em fungcéo do
tempo para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.3A e 6.3B: referente ao

cultivo C2 (alimentacao nas primeiras 11 h com glicose 80 g/L).
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FIGURA 6.4 - Volume da solugédo de glicose a 80 g/L adicionada em funcao do
tempo para os cultivos C3 e C4, alimentados durante 3 h (-) e 5 h (-),

respectivamente.
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FIGURA 6.5 - Periodo de alimentacdo («»), concentracdo celular (X) (-e-),
concentragao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH (-#-), velocidade especifica
de crescimento celular (ux) (—) € de producado de G6PDH (ugsppr) (--) em fungcao do
tempo para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.5A e 6.5B: referente ao
cultivo C8 (inicio com 10 g/L de glicose e alimentacdo com glicose a 50 g/L durante
3 h).
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FIGURA 6.6 - Periodo de alimentacdo (<), concentracdo celular (X) (-e-),

concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH (-#-), velocidade especifica
de crescimento celular (ux) (—) € de producado de G6PDH (ugsppr) (--) em fungcao do

tempo para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.6A e 6.6B: referente ao

cultivo C4 (inicio com 10 g/L de glicose e alimentacdo com glicose a 50 g/L durante

5 h).
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A figura 6.5A, referente ao cultivo C3, mostra que a glicose inicial foi
totalmente consumida em 5 h de cultivo e, logo apds esse periodo, teve inicio a
alimentacao. Houve um acumulo gradual de glicose no biorreator que chegou a 4,34
g/L em 10 h de cultivo, contudo essa glicose foi totalmente consumida em 13 h de
cultivo. Os valores maximos das velocidades especificas de crescimento e de
produgdo (ux = 0,145 h' e pgeron = 166 U/gh) foram mantidos durante a
alimentacao.

O consumo total da glicose se deu em aproximadamente 13 h, momento no
qual as velocidades de crescimento e de producdo de enzima assumem valores
despreziveis. Mesmo sem glicose no meio, foi verificado pequeno crescimento
celular que alcancou 4,36 g/L ao final do cultivo, enquanto a atividade de G6PDH,
que atingiu seu valor maximo (4387 U/L) em 18 h de cultivo, decaiu para 2994 U/L. A
maxima producao em células e em G6PDH para esse cultivo foram 3,50 g/L e 3979
U/L, respectivamente (tabela 6.1).

A figura 6.6A, referente ao cultivo C4, mostra que a glicose inicial foi
totalmente consumida em 8 h de cultivo e, em seguida, teve inicio a alimentagéo.
Toda a glicose adicionada no periodo da alimentacao foi consumida e ndo houve o
seu acumulo no biorreator. Os valores das velocidades de crescimento e de
producdo (0,138 h™' e 127 U/gh, respectivamente) foram mantidos por praticamente
todo o periodo em que havia glicose no biorreator. Somente ap6s o consumo total
da glicose é que essas velocidades reduziram drasticamente.

Foi verificado, também, um pequeno crescimento celular na auséncia de
glicose no meio, que alcancou 5,10 g/L ao final do cultivo. A atividade de G6PDH,
que atingiu seu valor maximo (4489 U/L) em 19 h, decaiu para 2831 U/L no final do
cultivo. A maxima producao em células e em G6PDH para esse cultivo foram 4,10
g/L e 3773 U/L, respectivamente (Tabela 6.1).

Ao analisar os dados desses cultivos que iniciaram com fase descontinua
com glicose a 10 g/L, fica evidente que, nesse caso, 0 aumento do tempo de
alimentacdo nao favoreceu a formacado de biomassa ou a produgdo de enzimas.
Seus valores de produgcdo em células (3,50 e 4,10 g/L para C3 e C4,
respectivamente), producdo em enzimas (3979 e 3773 U/L para C3 e C4,
respectivamente) e fatores de conversdao de substrato em produto (188 e 172 U/g
para C3 e C4, respectivamente) e de substrato em células (0,185 e 0,189 g/g para
C3 e C4, respectivamente) (Tabela 6.1) foram similares. Ainda, embora toda a
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glicose adicionada no cultivo C4 foi imediatamente consumida, os resultados
mostram que n&o houve limitacdo do crescimento celular e produgédo de enzimas
pela fonte de carbono.

O cultivo C5 teve inicio com uma fase descontinua de 5 g/L de glicose e, logo
apds o seu consumo total, procedeu-se a alimentacdao, com 500 mL de um solucéo
de glicose a 65 g/L por 5 h (Figura 6.7). O volume de solucdo de glicose
adicionada, calculada pela equacéo 6.
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FIGURA 6.7 - Volume da solucao de glicose a 80 g/L adicionada em funcdo do
tempo para o cultivo alimentado C5, durante 5 h.
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Durante a alimentagéo, houve um pequeno acumulo de glicose no biorreator,
nao superando 0,40 g/L, e essa glicose foi totalmente consumida em 12 h de cultivo,
como pode ser visto na figura 6.8A. Ocorreu crescimento celular apés o
esgotamento da glicose do meio, que alcancou 4,23 g/L ao final do cultivo, enquanto
a concentracdo de G6PDH, que havia alcancado 4519 U/L, decaiu para 4002 U/L. A
maximas produg¢des em células e em G6PDH para esse cultivo foram 3,16 g/L e
3599 U/L (Tabela 6.1).

Ao se comparar os resultados daqueles cultivos que tiveram inicio com
diferentes concentracdes iniciais de glicose (C1, C4 e C5), porém, com mesmo
tempo de alimentacao (5 h), pode-se concluir que a concentracdo inicial de glicose
ndo favoreceu a formacao de biomassa ou a producao de enzima. A producdo em
células e em enzimas obtidas nos cultivos C1, C4 e C5 apresentou valores similares
(3,13 g/L e 3249 U/L, 4,10 g/L e 3773 U/L e 3,16 g/L e 3599 U/L para C1, C4 e C5,
respectivamente) (Tabela 6.1). Contudo, verificou-se que a concentracao inicial de
glicose e a concentracdo da glicose alimentada sao fatores capazes de impor e
controlar uma determinada velocidade especifica de crescimento e de producdo. As
velocidades especificas maximas de crescimento celular (0,222, 0,167 € 0,138 h™') e
de producdo de G6PDH (268, 195 e 127 U/gh) decresceram com o aumento da
concentracao inicial de glicose (0, 5 e 10 g/L) (Tabela 6.1). Niveis aproximados de
producédo em células e em G6PDH foram observados para os diferentes cultivos que
com diferentes valores de velocidades de crescimento e de producdo. Contudo,
esses niveis aproximados podem ser explicados através da andlise do tempo de
manutencdo das maximas velocidades de crescimento e producdo de G6PDH, pois
esse tempo aumentou com a diminuicdo dos valores de concentragdo inicial de
glicose (Figuras 6.2B, 6.6D e 6.8B).

Os cultivos, de um modo geral, apresentaram pequeno crescimento celular
apos o esgotamento da glicose, caracteristica de crescimento diduxico. SILVA et al.
(2002) observaram o mesmo fendbmeno ao estudar a producao de G6PDH de S.
cerevisiae de fermento prensado, segundo esses autores, provavelmente o etanol
produzido durante o cultivo estaria sendo utilizado para crescimento.

As Figuras 6.2B, 6.3B, 6.5B, 6.6B e 6.8B mostram, também, que a producéo
da enzima é associada ao crescimento celular, pois, ambas as curvas, em todos os

cultivos, apresentam o mesmo perfil (HISS, 2001).
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FIGURA 6.8 - Periodo de alimentacdo («»), concentracdo celular (X) (-e-),
concentracao de glicose (S) (-M-), atividade de G6PDH (-#-), velocidade especifica
de crescimento celular (ux) (—) € de producado de G6PDH (ugsppr) (--) em fungcéo do
tempo para os cultivos em regime descontinuo alimentado. 6.8A e 6.8B: referente ao
cultivo C5 (inicio com 5 g/L de glicose e alimentagdo com glicose a 65 g/L durante
5 h).
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6.5. Conclusao

Concluiu-se que a concentragdo inicial de glicose nao influenciou a formacao
de biomassa ou a producdo de enzimas. Contudo, determina e as maximas
velocidades especificas de crescimento celular e de producdo de G6PDH, com as
maiores velocidades correspondendo as menores concentracdes iniciais. Nos
cultivos alimentados desde o inicio do processo, o aumento do tempo de
alimentacdo de 3 para 5 h favoreceu a formacdo de biomassa sem prejudicar a
producao de G6PDH.
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CAPITULO VI

INFLUENCIA DO AMINOACIDO LEUCINA NA PRODUCAO DE
GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE POR
Saccharomyces cerevisiae W303-181

Palavras-chave: glicose-6-fosfato desidrogenase, Saccharomyces cerevisiae,
leucina.
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7.1. Resumo

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) apresenta grande interesse como
reagente analitico e é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre eles,
determinacdo da concentracdo de glicose, atividade de creatino-quinase e
hexoquinase. A levedura S. cerevisiae W303-181 carrega um plasmidio contendo
uma sequéncia que codifica a G6PDH sob regulacdo do promotor PGK1 e um
marcador Leu2. Essa cepa deve crescer em meio isento de leucina para evitar a
perda do plasmidio. Portanto, objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da
leucina na producdo de G6PDH em cultivos S. cerevisiae W303-181. Foram feitos 4
cultivos empregando um meio de cultivo sintético composto por glicose 20 g/L, YNB
7,4 g/L, adenina 68 mg/L, uracila 47 mg/L, triptofano 80 mg/L e histidina 66 mg/L e
empregando-se diferentes concentracbes de leucina (0, 80, 160 e 240 mg/L).
Estudou-se, ainda, um outro meio de cultivo composto por 20 g/L de ART (acucares
redutores totais) de melaco de cana-de-aclcar e extrato de levedura obedecendo a
relacao C:N (carbono:nitrogénio) igual a 10. As producdes em células e em enzimas,
para o meio sintético com diferentes teores de leucina, apresentaram uma pequena
variagdo, 2,49-2,94 g/L e 1991-2447 U/L, respectivamente. Os perfis das
velocidades especificas de crescimento celular e de producdo de G6PDH foram
idénticos e seus valores maximos variaram pouco, 146-163 h™' e 124 e 162 U/gh,
respectivamente. Concluiu-se que teores de leucina entre 0-240 mg/L nao
influenciaram o crescimento celular ou producéo de enzima nos cultivos estudados,
indicando que a cepa empregada apresenta um plasmidio estavel no tocante a sua

manutencgao na célula.
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7.2. Introducao

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (EC.1.1.1.49), a primeira enzima
da via das pentoses-fosfato, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-
fosfoglucono-é-lactona, reduzindo NADP* e/ou NAD®. Essa via é responsavel por
fornecer pentoses-fosfato para a sintese de nucleotideos, bem como NADPH e/ou
NADH para biossinteses redutoras e protecao de stress oxidativo (COSGROVE et
al, 1998; OZER et al., 2001; ROWLAND et al., 1994). Esta enzima de grande
interesse como reagente analitico é utilizada em varios ensaios quantitativos, entre
eles, atividade de creatino-quinase no diagnostico de doencas da musculatura
esquelética cardiaca (BERGMEYER, 1983), determinacdo da concentracao de
glicose (CHATEL et al., 1996, MORI et al., 1999). Tem aplicacdo na composi¢ao de
biossensores para a deteccao de fosfatos (PARELLADA et al., 1998) e de glicose-6-
fosfato sérica (BASSI et al.,, 1999) e, ainda, pode ser usado como marcador para
reacdes de hibridizacao de acidos nucléicos (BALAGUER et al. 1989). A G6PDH é
encontrada em células animais e vegetais, além de microrganismos, dentre os quais
destaca-se a levedura Saccharomyces cerevisiae (SILVA et al., 2002).

SILVA (2000) estudou a producido de G6PDH de S. cerevisiae de fermento
prensado. Contudo, segundo LOJUDICE et al., (2001), ha uma perspectiva real de
reducdo de custos no processo de producdo de enzimas em funcdo do
desenvolvimento de cepas superprodutoras obtidas por manipulacdo genética.
Portanto, esses autores desenvolveram a S.cerevisiae W 303-181, superprodutora
de G6PDH.

A sintese de produtos de gene clonado € influenciada por fatores genéticos e
ambientais, incluindo estabilidade e numero de coépias do plasmidio, forca do
promotor, velocidade especifica de crescimento celular e composicao do meio de
cultivo (CHIRUVOLU et al., 1996). A determinacao de condigbes operacionais étimas
para processos fermentativos com microrganismos recombinantes € muito dificil,
isso devido a complexidade adicional no processo de segregacao ou da instabilidade
estrutural do plasmidio. A perda do plasmidio pela célula depende das suas
caracteristicas de construcdo, condicbes do meio e velocidade com que o
microrganismo se desenvolve (SHENE et al., 2000).

Muitas células recombinantes necessitam de um meio de cultivo especial para
que se evite a perda do plasmidio. Todavia, a composicao desse meio tem um papel
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importante no desenvolvimento de processos fermentativos (CHIRUVOLU et al.,
1996). O enriquecimento do meio de cultivo permite alcancar altos rendimentos em
biomassa e decréscimo da protedlise do produto, o que levaria a um substancial
aumento da produtividade de proteinas recombinantes secretadas (DHURJATI,
COPELLA, 1989; GABRIELSEN, et al.,, 1990). Nesse sentido, WANG e Da SILVA
(1993) verificaram um aumento na sintese e secrecdo de invertase, via meio
enriguecido, em uma cepa de S. cerevisiae recombinante. Isso, talvez, seja devido
ao suprimento adequado de energia e de precursores para o crescimento celular e
sintese protéica (CHOI et al., 1996). CHEN et al. (1993), ao estudarem a producao
de elafin em S. cerevisiae recombinante, verificaram que a suplementagdo do YNB
com casaminodacido permitiu alcangar os maiores rendimentos em biomassa, porém,
nao era garantida a obtencao de altos rendimentos da biomolécula secretada. Esse
incremento do rendimento celular pode ser interessante quando se trabalha com
produtos intracelulares.

A levedura S. cerevisiae W303-181, modificada por LOJUDICE et al. (2001),
carrega um plasmidio contendo uma seqliéncia que codifica a G6PDH sob regulacao
do promotor PGK1 e em marcador de Leu2. Essa cepa € auxotréfica para alguns
micronutrientes (adenina, histidina, triptofano e uracila) que, portanto, devem estar
presentes no meio de cultivo. Além disso, essa cepa deve crescer em meio de
cultivo ausente de leucina para que nao ocorra a perda do plasmidio.

DANESI et al. (2004) estudaram a producao de G6PDH empregando um meio
de cultivo composto por melaco de cana-de-acucar e extrato de leveduras e
encontraram atividade enzimatica 3,7 vezes maior que quando a cepa era cultivada
em meio sintético ausente de leucina. Contudo, aparentemente, os teores de leucina
ndao chegaram a comprometer a producdo da enzima durante o periodo de cultivo
estudado.

Portanto, esse trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da leucina na

producédo de G6PDH em cultivos S. cerevisiae W303-181.

7.3. Materiais e métodos

7.3.1. Materiais
Dimetilpolisiloxano, uracila, adenina, histidina, triptofano, leucina, NADP, -

mercaptoetanol e G6P foram obtidos da Sigma® (St. Louis, MO, EUA), a glicose da
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MERCK (Darmstadt, Alemanha), o YNB (Yeast Nitrogen Base) e extrato de levedura
da Difco® (Detroit, Ml, EUA). O melago de cana-de-aclcar foi obtido da Usina
Acucareira Ester (Cosmodpolis, SP). Todos os demais reagentes utilizados foram de
grau analitico. Foi utilizado um agitador rotativo NBS Gyratory Shaker, New
Brunswick Co., Medson, NJ, EUA), agitador de tubos vértice (Q-220A, Quimis,
Diadema, SP), centrifuga refrigerada (BR4i, Jouan, St. Herblain, Franca) e
espectrofotometro (DU 640, Beckman, Fullerton, CA, EUA).

7.3.2. Microrganismo e preparo do inéculo

A levedura S. cerevisiae W303-181 foi empregada nos cultivos e carrega um
plasmidio contendo uma sequéncia que codifica a G6PDH sob regulacdo do
promotor PGK1. A cultura estoque € mantida a —70 °C em solugcédo tampao acetato
(0,1 mol/L, pH 5,7) contendo glicerol (30% v/v) como crioprotetor. O meio de cultivo
utilizado para o crescimento do in6culo foi preparado em tampéao acetato 0,1 mol/L,
pH 5,7, composto por glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L, adenina, histidina, uracila e
triptofano 20 mg/L. O inéculo foi obtido apdés ativacdo celular e cultivo do pré-
in6culo. Na fase de ativacdo celular, 900 pL de suspensdo descongelada de
leveduras foi adicionada a 9,1 mL de meio de cultivo em um Erlenmeyer de 50 mL e
incubado em agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co.) a 100 rpm, 30 °C por
24 h. O pré-in6culo foi preparado apés transferéncia de 10 mL da suspensao obtida
na etapa de ativacao celular para Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de meio
de cultivo e incubacdo em agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co.) a 100
rom, 30 °C por 24 h. O inéculo foi preparado transferindo-se 10 mL da suspensao
obtida na etapa de pré-inéculo para Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL de
meio de cultivo e incubados em agitador rotativo (New Brunswick Scientific Co.) a
100 rpm, 30 °C por 16 h. Apds esse periodo, a suspensado de leveduras foi
centrifugada a 3025xg, a 6 °C por 30 min, o sobrenadante foi descartado e a massa
celular foi utilizada para inocular os Erlenmeyers contendo diferentes concentragdes

de micronutrientes.

7.3.3. Cultivos em agitador rotativo

Os cultivos foram conduzidos em Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL
de meio de cultivo e concentragdo celular inicial de 0,89-1,14 g/L. Foram realizados
cultivos em 5 diferentes condi¢des, de acordo com a Tabela 1.
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TABELA 7.1 — Tipo de meio e teor de leucina para cada cultivo.

Cultivos Tipo de meio Teor de leucina (mg/L)
C1 G+YNB 0
C2 G+YNB 80
C3 G+YNB 160
C4 G+YNB 240
C5 M+EL 168-227*

Em que:

G+YNB: meio de cultivo tamponado (tampao acetato 0,1 mol L, pH 5,7) e composto
por glicose 20 g/L, YNB 7,4 ¢g/L, adenina a 68 mg/L, uracila a 47 mg/L,
triptofano a 80 mg/L e histidina a 66 mg/L.

M+EL: 20 g/L de ART (aglcares redutores totais) de melago de cana-de-aglcar
clarificado e extrato de levedura obedecendo a relagdo C:N
(carbono:nitrogénio) igual a 10. O meio de cultivo teve seu pH ajustado para
5,7 através da adicdo de NaOH 3 mol/L e/ou H>SO4 3 mol/L, quando
necessario.

* estimou-se uma faixa para a variacdo do teor de leucina do meio de cultivo

baseado em dados apresentados por REGULY (1998) e SANTUCCI et al.

(2003).

O melago de cana-de-acucar empregado foi previamente clarificado. A
clarificacao consistiu em adicionar 1,5 g de NaH,PO4 no melago diluido a 1:2 com
agua destilada e autoclavar a 121 °C por 10 min. Apés ficar em repouso por 48 h, o
sobrenadante foi recolhido e diluido para obter 20 g/L de ART.

Os cultivos foram realizados em agitador rotativo a 100 rpm, 30°C por 24 h.

7.3.4. Rompimento celular

Uma amostra de 5 mL de meio fermentado foi centrifugado (3025xg, por 30
min. a 6 °C) e o pellet ressuspendido em 5 mL da seguinte solucdo: Tris-HCI 50
mmol/L, pH 7,5, MgCl>, 5 mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10 mmol/L e
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acido aminocapréico 2 mmol/L. Logo apds, as células foram rompidas em vértice, na
presenca de 7,45 g de pérolas de vidro (0,5 mm de didmetro), durante 24 min. Os
tubos foram mantidos resfriados através de banho de gelo. Os fragmentos celulares
e as pérolas de vidro foram removidos por centrifugacao (3025xg, por 30 min. a 6
°C) e o sobrenadante usado para medidas de atividade enzimatica e de teor de
proteinas.

7.3.5. Métodos analiticos

A concentragdo celular foi determinada utilizando-se de uma curva de
calibracao que correlaciona absorvancia com a massa seca. As absorvancias foram
medidas em espectrofotometro (DU 640, Beckman) a 600 nm, utilizando-se agua
destilada como analise em branco. A concentracao de glicose foi determinada pela
técnica deteccao de acucares redutores totais (ART), descrita por SOMOGYI (1952).
A atividade enzimatica de G6PDH foi feita de acordo com BERGMEYER et al.
(1983). O teor de proteinas totais foi obtido utilizando-se a metodologia proposta por
LOWRY et al. (1951).

7.3.6. Parametros de cultivo
Células produzidas (Xprd), fator de conversdo de substrato em células (Yxs),
produtividade em células (Prx), enzima produzida (G6PDH,.q), fator de conversdo
de substrato em enzima (Yps), produtividade em enzimas (Pren;), atividade
especifica de G6PDH em relagdo a proteinas (G6PDH/gproteina), atividade especifica
de G6PDH em relacdo a células (G6PDH/gcsiua), produgédo em proteinas (Protprod),
velocidades especificas maximas de crescimento celular (ux) e de producdo de
G6PDH (ugsppH,) foram calculados da seguinte forma:
Xproa =AX  (7.1)
G6PDHpra =AU (7.2)

Yeis=AX /AS  (7.3)
Yers=AU/AS  (7.4)
Pry AX/At  (7.5)
Pr,. =AU /At (7.6)

G6PDH / 8proteina =U /prOt. (77)
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G6PDH/gcélula = U/X (78)

(3)%) oo

(1Y adu
HGGPDH—[yj(Ej (7.10)

Pr otprod = API' ot (71 1)

Em que: At = (= 1), AX = (Xs = X)), AU = (Uf = U,), AProt,or = (Prot; — Proty), t = tempo
inicial (h), & = tempo final (h), prot.= teor de proteinas totais (g/L), Prot; = teor de
proteinas totais no inicio do cultivo (g/L), Prot; = teor de proteinas totais no final do
cultivo (g/L), X; = concentracédo celular inicial (g/L), X = concentracao celular final
(g/L), U; = atividade de G6PDH inicial por litro de meio cultivado (U/L), Us = atividade
de G6PDH final por litro de meio cultivado (U/L).

7.4. Resultados e discussao

LOJUDICE et al. (2001) desenvolveram uma cepa de levedura geneticamente
modificada, a S. cerevisiae W303-181, que expressa em grandes quantidades a
enzima G6PDH. O meio de cultivo empregado por esses autores era composto por
glicose 20 g/L, YNB (Yeast Nitrogen Base) 7,4 g/L e 20 mg/L de micronutrientes
(adenina, histidina, triptofano e uracila). Essa cepa deveria ser cultivada em meio de
cultivo ausente de leucina, pois ela carrega em seu plasmidio o marcador Leu2, que
torna o plasmidio responsavel pela sintese de leucina, que é indispensavel para a
sobrevivéncia do microrganismo.

DANESI et al (2005) cultivaram, com sucesso, a S. cerevisiae W303-181 para
a producédo de G6PDH em um meio de cultivo composto por melago de cana-de-
acucar e extrato de leveduras, o qual apresenta leucina em sua composicao.
Portanto, fez-se necessario um estudo mais detalhado do cultivo dessa levedura na
presenca de leucina a fim de determinar a sua influéncia na producao de G6PDH. A
S. cerevisiae W303-181 foi cultivada em meio G+YNB (glicose 20 g/L, YNB 7,4 g/L,
adenina a 68 mg/L, uracila a 47 mg/L, triptofano a 80 mg/L e histidina a 66 mg/L)
contendo leucina em diferentes concentracdes (0, 80, 160 e 240 mg/L). Além

desses, um outro cultivo foi feito usando meio M+EL (melago de cana-de-agucar 20
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g/L de ART (agucares redutores totais) de e extrato de levedura obedecendo a
relacao C:N (carbono:nitrogénio) igual a 10) (Tabela 7.1).

Como pode ser observado na figura 7.1, os cultivos C1, C2, C3 e C4,
conduzidos com meio de cultivo G+YNB com diferentes teores de leucina
apresentaram o mesmo perfil de crescimento celular, consumo de ART e producao
de G6PDH. A producdo em células e em enzimas apresentou uma pequena
variagao, 2,49-2,94 g/L e 1991-2447 U/L, respectivamente, como pode ser visto na
Tabela 7.2. A figura 7.3 mostra que os perfis das velocidades especificas de
crescimento celular e de producao de G6PDH foram idénticos e, ainda, seus valores
méaximos variaram pouco, 146-163 h" e 124 e 162 U/gh, respectivamente (Tabela
7.2). Ainda, como pode ser visto na tabela 7.2, foi pequena, também, a variacédo de
outros parametros como produtividade em enzimas (207-234 U/Lh) e em células
(288-263 g/Lh), atividade especifica de G6PDH em relacdo ao teor de proteinas
(5494-5945 U/g) e em relacao a células (764-866 U/g) e fatores de conversao de
substrato em células (0,116-0,140 U/g) e substrato em enzimas (110-120 U/q).
Esses resultados confirmam, entdo, que concentragdes de leucina compreendidas
entre 0-240 mg/L ndo apresentaram influéncia na formacdo de biomassa ou na
producédo de enzima, em cultivos de 24 h.

O cultivo C5, no qual foi empregado o M+EL, apresentou perfil de crescimento
celular, consumo de ART e produgéao de G6PDH ¢ diferente dos demais (Figura 7.1).
As suas velocidades maximas de crescimento (0,064 h™) e de producéo (100 U/gh)
foram menores que a dos demais cultivos. Contudo, o cultivo manteve-se por mais
tempo nas maximas velocidades de crescimento e producado e, ao fim do cultivo,
atingiram a produgdo em células de 3,10 g/L e em enzima de1724 U/L. Essas
menores producdes sdao acompanhadas, também, por baixas produtividades em
células (0,111 g/Lh) e em enzimas (141 g/Lh), além dos baixos fatores de conversao
de substrato em células (0,11 g/g) e em enzimas (100 U/g).
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TABELA 7.2 — Parametros de cultivo de Saccharomyces cerevisiae W303-181 para

a producéo de glicose-6-fosfato desidrogenase.

Parametros de cultivo

Cultivos em agitador rotativo

Xi(g/L)
Xmax (9/L)
X (g/L)

Xorod (9/L)
Memax (N7
Prymax (9/Lh)

Ui (UL)
Umax(U/L)

Us (U/L)
G6PDHproq (U/L)
Hp max (U/gh)
Prenz (U/Lh)
G6PDH/gproteina (U/g)
G6PDH/gcsiuia (U/Q)
Yxs (9/9)

Yeis (U/Q)

Prot proq (9/L)

C1 Cc2 C3 C4 C5
0,89 0,91 0,93 0,92 1,14
3,52 3,85 3,55 3,40 3,10
3,52 3,85 3,55 3,40 3,10
2,63 2,94 2,62 2,49 1,96
0,163 0,160 0,146 0,156 0,064
0,263 0,261 0,228 0,261 0,111
453 444 487 466 741
2806 2891 2772 2457 2508
2806 2891 2772 2457 2508
2352 2447 2285 1991 1767
124 148 162 147 100
207 232 234 228 141
5945 5879 5494 5724 4248
797 774 866 764 999
0,14 0,140 0,12 0,13 0,11
114 120 118 110 100
0,190 0,210 0,221 0,185 0,382

Os valores mais baixos dos fatores de conversdo apresentadas pelo cultivo

C5 sugerem que a levedura utilizou os nutrientes para a producdo de outros

metabdlitos. Ao analisar a tabela 7.2, € possivel observar que foi encontrado o mais

alto valor de produgédo em proteinas intracelulares para o cultivo C5 em relacdo aos

demais cultivos, o que justificaria os menores valores para ambos os fatores de

conversao.
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FIGURA 7.1 — A: Concentracao celular (X); B: Teor de agucares redutores totais (ART)
e C: Atividade de G6PDH (G6PDH) em funcao do tempo de cultivo de Saccharomyces
cerevisiae em agitador rotativo a 100 rpm e 30 °C por 24 h. (-O-) Cultivo C1 (meio de
cultivo G+YNB); (-0J-) Cultivo C2 (meio de cultivo G+YNB+ leucina 80 mg/L); (-<-)
Cultivo C3 (meio de cultivo G+YNB+ leucina 160 mg/L); (-A-) Cultivo C4 (meio de

cultivo G+YNB+ leucina 240 mg/L) e

(-X-) Cultivo C5 (meio de cultivo ME+EL).



109

A B
0,200 - T 200 0,200 - T 200
0,150 - +150 = 0,150 1 =
—_ o — o
3 =) - T =)
£ 0,100 | +100 T < 0,100 | <
> =} x a
3 o 3 o
8 8
0,050 -| +5 = 0,050 - =
0,000 T e e S R 0,000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h) Tempo (h)
C D
0,200 - T 200
0,200 - T 200
0,150 - 150 =
— 2 0,150 T 150 -
= 2 =
= 0,100 100 z .~ >
X 5 % 3
a g £ 0100 +100 I
[0] x o
0,050 A -50 = 32 s
| 0,050 1850 *
0,000 T T T T T T T T T T T 0 N
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0,000 S i 0
Tempo (h) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)
E
0,200 T T 200
0,150 A +150 ~
K-
~ 2
D jun ]
< 0,100 +100 I
> PP N =}
3 S " a
0,050 1 150
0!000 T T T T T T T 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

FIGURA 7.2 — Velocidade especifica de crescimento celular (-) e de produgao de G6PDH (- -), em funcao
do tempo de cultivo de Saccharomyces cerevisiae em agitador rotativo a 100 rpm e 30 °C por 24 h. A:
Cultivo C1 (meio de cultivo G+YNB); B: Cultivo C2 (meio de cultivo G+YNB+ leucina 80 mg/L); C: Cultivo
C3 (meio de cultivo G+YNB+ leucina 160 mg/L); D: Cultivo C4 (meio de cultivo G+YNB+ leucina 240
mg/L) e E: Cultivo C5 (meio de cultivo ME+EL).
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7.5. Conclusao

Concluiu-se que teores de leucina entre 0-240 mg/L nédo influenciaram no
crescimento celular ou na producdo de enzima nos cultivos estudados, indicando
que a cepa empregada apresenta um plasmidio estavel no tocante a sua
manutencao na célula. O meio de cultivo composto por melagco de cana-de-agucar e
extrato de leveduras mostrou-se atrativo para a producao da enzima devido ao seu
mais baixo custo, em comparacdo com o meio sintético. Contudo, estudos de
processo fermentativo em biorreator devem ser conduzidos a fim de otimizar a
aplicacdo do meio de cultivo composto por melaco de cana-de-acgucar e extrato de
leveduras para a producao de G6PDH.
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CONCLUSOES

Foi feito um estudo de otimizagéao e padronizacéo do preparo do in6culo de S.
cerevisiae W303-181. Concluiu-se que a manutencdo dessa cepa a —70 °C é
adequada ao procedimento de preparo do in6culo. O emprego de meio de cultura
liguido e agitacdo, aliado a utilizacao da cepa armazenada a —70°C, propiciaram
maiores velocidades especificas de crescimento celular na etapa de inéculo,
reduzindo consideravelmente o tempo total de preparo. Esse tempo de preparo
reduziu de 114 h (primeira condicdo) para de 48 h e 64 h para a segunda e terceira
condicoes, respectivamente. A segunda e terceira condi¢gdes apresentarem perfis de
crescimento semelhantes, além de fornecerem massa celular o suficiente (acima de
1,25 g/L) para dar continuidade aos processos, portanto, ambas podem ser
utilizados para no preparo do inéculo.

Nos ensaios em regime descontinuo alimentado com vazao de alimentacao
exponencialmente crescente, estudaram-se valores para a constante de tempo (K).
Cinco foram os valores estudados para K (0,2, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,8 h™"). Os resultados
mostraram que o mais alto nivel sintese de G6PDH por S. cerevisiae W303-181
ocorreu em K = 0,2 h™'. Encontrou-se para K = 0,2 h”' os maiores valores de
concentracao celular maxima (Xmax = 2,14 g/L) e atividade maxima de G6PDH
(Umax = 3421,64U), produtividade es células e enzimas (Prx = 0,25 U/Qcsiulas € Prenz =
0,44 U/gproteinas). A sintese da enzima esta associada ao crescimento celular e o
plasmidio ndo é perdido durante o cultivo.

Foi feito, também, um estudo para determinar a influéncia da concentracao de
micronutrientes na producdo de G6PDH. Concluiu-se que a concentracao de
micronutrientes apresenta influéncia na formagdo de biomassa e na sintese da
enzima. Ao se empregar o meio de cultivo cujas concentragbes desses
micronutrientes tenham sido otimizadas (adenina a 68 mg/L, uracila a 47 mg/L,
triptofano a 80 mg/L e histidina a 66 mg/L), a atividade especifica de G6PDH atingiu
um valor médio de 7927 U/L, 3,2 vezes maior que o encontrado para o cultivo 1
(2484 U/L), cujo meio apresentava 20 mg/L de micronutrientes. Através do cultivo de
S. cerevisiae W303-181 em meio de cultivo otimizado, usando agitador rotativo,
verificou-se a reprodutibilidade dos resultados encontrados no planejamento
experimental, uma vez que a atividade especifica de G6PDH e de concentragéao
celular (8343 U/g e 3,21 g/L) foram muito proximas aos valores encontrados para o
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meio otimizado do planejamento experimental (7927 U/g e 3,42 g). Ainda, verificou-
se que a producao da enzima esta associada ao crescimento celular.

Estudou-se a producado de G6PDH de S. cerevisiae W303-181 em regime
descontinuo alimentado conduzido com vazdes de alimentacdo exponencialmente
crescente e decrescente. Os maiores niveis de producao de G6PDH ocorreram com
vazdo de alimentagdo exponencialmente crescente com K= 0,2 h™" e meio de cultivo
no qual as concentragdes dos micronutrientes tenham sido otimizadas (adenina 67
ug/mL, uracila 47 pug/mL, histidina 66 pg/mL e triptofano 80 ug/mL). Quanto maior o
volume de solucdo de glicose adicionada a dorna nas primeiras horas de processo,
menores os niveis de producdo de G6PDH. O valor de K nesses cultivos determina o
comportamento de diversos parametros de cultivo, como velocidades especificas
maximas producao de G6PDH e enzima produzida, além de produtividades e fatores
de conversao. Verificou-se, também. que a producdo da enzima esta associada ao
crescimento celular.

No estudo da influéncia da concentragdo inicial de glicose e tempo de
alimentacdo do biorreator para a producdo de G6PDH, encontrou-se, para os
cultivos com diferentes concentracdes iniciais de glicose € mesmo tempo de
alimentacdo, producdo em células e em enzimas apresentaram valores muito
préoximos (3,13 g/L e 3249 U/L, 4,10 g/L e 3773 U/L e 3,16 g/L e 3599 U/L para
respectivamente). Concluiu-se, portanto, que a concentracao inicial de glicose nao
favoreceu a formacgao de biomassa ou a produgao de enzimas. Contudo, determina
e as maximas velocidades especificas de crescimento celular e de producao de
G6PDH, com as maiores velocidades correspondendo as menores concentracdes
iniciais. Nos cultivos alimentados desde o inicio do processo, o aumento do tempo
de alimentacdo de 3 para 5 h favoreceu a formacdo de biomassa sem prejudicar a
producao de G6PDH.

No estudo da influéncia da leucina na producado de G6PDH, concluiu-se que
teores de leucina entre 0-240 mg/L n&o influenciaram no crescimento celular ou na
producao de enzima nos cultivos estudados. O meio de cultivo composto por melaco
de cana-de-acucar e extrato de leveduras mostrou-se atrativo para a producdo da
enzima devido ao seu mais baixo custo, comparado com o custo do meio sintético.
Contudo, estudos de processo fermentativo em biorreator devem ser conduzidos a
fim de otimizar a aplicacdo do meio de cultivo composto por melago de cana-de-
acucar e extrato de leveduras para a producao de G6PDH.
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APENDICE 1

Determinacao da equacao da vazao de alimentacao exponencialmente
crescente

Para a alimentagédo exponencialmente crescente, teremos:

o= x e *' (equagdo 1.1)

Onde:

¢ = vazao de alimentacéo (L/h)

do = vazao de alimentacao maxima (L/h)

K = constante de adicdo exponencial (L/h?)

T =tempo (h)

Por definicdo:

¢ =dV/dt (equagdo 1.2)

Onde:
dV = variacao do volume(L)

dt = variagao do tempo (h)

Substituindo a equacao 1.2 na equacao 1.1, teremos:

dV/dt = oo x € ¥*'  (equacdo 1.3)

Integrando:
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AV = (V-Vp) = (0o/K) X (e KXt-1) (equacao 1.4)

Onde:

V-V= variagdo do volume (L)

Quando t = ¢ e V=V, temos:

(Vi-Vo) = (00/K) x (e “**-1)  (equacdo 1.5)

Onde :
V; = volume final (L)

Rearranjando a equacéao 1.4, teremos:

(00/K) =(V-Vo)/(e **'1)  (equagio 1.6)

Substituindo a equacao 1.6 na equacao 1.5, teremos:

(V-Vo) = (Vi-Vo) x (e ¥*'-1)/(e ¥*?-1)  (equagdo 1.7)
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Exemplo de calulo para a vazao de alimentacao exponencialmente crescente
nas seguintes condicoes:

V=7(L)
Vo=1,5L
Vi =2L
K=0,5h"
=7 (h)
®=5h
t V-V e KXT1 e Kx0 4 V-V, V
0 1,5 0,000 11,182 0,000
0,5 1,5 0,284 11,182 0,038 0,038
1,0 1,5 0,649 11,182 0,087 0,049
1,5 1,5 1,117 11,182 0,150 0,063
2.0 1,5 1,718 11,182 0,230 0,081
25 1,5 2,490 11,182 0,334 0,104
3,0 1,5 3,482 11,182 0,467 0,133
3,5 1,5 4,755 11,182 0,638 0,171
4,0 1,5 6,389 11,182 0,857 0,219
4,5 1,5 8,488 11,182 1,139 0,282
5,0 1,5 11,182 11,182 1,500 0,361
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APENDICE 2

Determinacao da equacao da vazao de alimentacao exponencialmente
decrescente

Para a alimentagédo exponencialmente crescente, teremos:

0= xe ' (equagdo 2.1)

Onde:

¢ = vazao de alimentacéo (L/h)

do = vazao de alimentacao maxima (L/h)

K = constante de adicdo exponencial (L/h?)

T =tempo (h)

Por definicdo:

¢ =dV/dt (equagéo 2.2)

Onde:
dV = variacao do volume(L)

dt = variagao do tempo (h)

Substituindo a equacao 2.2 na equacao 2.1, teremos:

dV/dt = oo x €X' (equacdo 2.3)

Integrando:
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AV = (V-Vo) = (-0o/K) x (e “*'-1)  (equagdo 2.4)

Onde:
V-V= variagdo do volume (L)

Quando t = ¢ e V=V, temos:

(Vi-Vo) = (-0o/K) x (e **?-1)  (equagdo 2.5)

Onde :
V: = volume final (L)

Rearranjando a equacéao 2.4, teremos:

(-00/K) =(V-Vo)/(e **'-1)  (equacdo 2.6)

Substituindo a equacao 2.6 na equacao 2.5, teremos:

(V-Vo) = (Vi-Vo) x (€ **'—1)/(e **?-1)  (equagdo 2.7)
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Exemplo de calulo para a vazao de alimentacao exponencialmente decrescente
nas seguintes condicoes:

V=7(L)
Vo=1,5L
Vi =2L
K=0,5h"
=7 (h)
®=5h
t V-V g KxT_4 e Kxo 4 V-V, V
0 1,5 0,000 -0,918 0,000
0,5 1,5 -0,221 -0,918 0,361 0,361
1,0 1,5 -0,393 -0,918 0,643 0,282
1,5 1,5 -0,528 -0,918 0,862 0,219
2,0 1,5 -0,632 -0,918 1,033 0,171
25 1,5 -0,713 -0,918 1,166 0,133
3,0 1,5 -0,777 -0,918 1,270 0,104
3,5 1,5 -0,826 -0,918 1,350 0,081
4,0 1,5 -0,865 -0,918 1,413 0,063
4,5 1,5 -0,895 -0,918 1,462 0,049
5,0 1,5 -0,918 -0,918 1,500 0,038
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APENDICE 3

Determinacao da concentracao celular por massa seca

Para a determinagédo da concentracéo celular, 10 mL de meio fermentado foi
filtrado por uma membrana de porosidade 0,[17171m (Millipore) previamente tarada. A
secagem do sistema formado pela massa de células e a membrana foi feito em
estufa a 105°C por 2 h. Transcorrido esse tempo, o sistema foi transferido para um
dessecador de silica gel, permanecendo ai até resfriamento, para entdo ser pesado.
A concentracdo celular fornecida foi obtido através da equacdo 3 e expressa por

grama de massa seca por litro de meio fermentado (9massa seca’Lmeio fermentado)-

X(g/L)=(My— M) x 100 (equacao 3)

Onde: X Concentragao celular (g/L)

Massa da membrana (g)

Massa da membrana mais a massa de células (g)
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APENDICE 4

Determinacao da concentracao celular por densidade o6tica a 600 nm

A concentracdo celular foi obtida mediante uma curva de calibracdo que
correlaciona densidade ética (DO) com massa seca. Para a elaboracao desta curva,
células da levedura em fase exponencial de crescimento foram centrifugadas e
ressuspendidas em agua destilada. Esta suspensao foi diluida 4, 5, 8, 10, 20, 40 e
80 vezes para que a leitura de DO abrangesse toda a faixa de linearidade do
aparelho. As absorvancias foram lidas em espectrofotdbmetro (Beckman DU 640) a

600 nm, utilizando-se dgua destilada como analise em branco.



133

APENDICE 5

Rompimento celular em vortice

Uma aliquota de 5 mL de meio fermentado foi transferida para tubos de
centrifuga de 15 mL e centrifugada (3025xg, por 30 min € 6 °C) e o “pellet”
ressuspendido em 5 mL da seguinte solucdo: Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl, 5
mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L, B-mercaptoetanol 10 mmol/L e &cido aminocapréico 2
mmol/L. Logo apoés, as células foram rompidas em vértice, na presenca de 7,45 g de
pérolas de vidro (0,5 mm de diametro). O tempo de rompimento sera de 12 minutos
de operacao em vortice, devendo ser, a amostra, resfriada em banho de gelo por 30
segundos e mais 30 segundos em operacao no vértice, resultando em 24 minutos de
operacdao. Os fragmentos celulares e as pérolas de vidro foram removidos por

centrifugacao (3025xg, por 30 min. a 6 °C).
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APENDICE 6

Determinacao da atividade enzimatica de G6PDH

Esta determinacdo foi realizada por analise espectrofotométrica a uma
temperatura 30 °C a 340 nm de acordo com o método descrito por BERGMEYER
(1984). A atividade da G6PDH foi medida em um sistema enzimatico contendo
glicose-6-fosfato (G-6-P) e nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NADPY). A
G-6-P foi oxidada, pela presenca da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) a Glicono-d-lactona 6-fosfato e o NADP™ foi convertido a nicotinamida-
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH). A atividade da G6PDH foi entao
determinada pela medida da velocidade de formagdao de NADPH, verificada por
espectrofotometro (Beckman 640 DU).

G-6-P + NADP*_®"PH. Glicono-8-lactona 6-fosfato + NADPH + H*

Reacao que mostra a acao da G6PDH sobre o substrato e a redugéao do cofator

Essa determinacao foi realizada em uma cubeta de quartzo juntando-se 30 uL
amostra a 615 pL da seguinte solugao: Tris-HCI (50 mM, pH 7,5), NADP* (131 mM),
cloreto de magnésio (5 mM) e G6P (250 mM). Uma unidade (U) de G6PDH foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a reducdo de 1 umol de

NADP*/min nas condigdes do experimento.
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APENDICE 7

Dosagem de proteinas pelo método de Lowry

O teor de proteinas, determinado de acordo com o método de LOWRY
(1959), utiliza como padrao a albumina de soro bovino (BSA —“bovine serum
albumin”). Preparou-se BSA a 0,4 g/L e faz-se diluicées para obter 0,08, 0,16, 0,24,

0,32 e 0,4 g/L para o estabelecimento da curva de calibragao.

Solucoes:
Solucao de albumina
Em baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se 0,04 g de BSA. Em seguida
adicionar 0,2 mL de NaOH 1,0 mol/L e completar até a marca de afericao. O NaOH é
usado para que se obtenha melhor dissolucao do BSA e diminuicdo da formacgéo de

espuma.

Solucao alcalina

Na COs3 20,09
NaOH 04,09
Agua destilada  1000,0 mL

Solucao de sulfato cuprico
CuSO4 2,09
Agua destilada  100,0 mL

Solucao de tartarato de sodio e potassio
KNaC4H4Oe 4,0 g
Agua destilada  100,0 mL

Preparo da mistura reativa
1 parte de solucao sulfato cuprico : 1 parte de solugdo de tartarato de sddio e

potassio : 100 partes de solucdo alcalina.
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Procedimento
Em um tubo de ensaio de 15 mL adicionou-se 5 mL de mistura reativa e 0,5
mL de amostra, deixa-se 10 minutos em repouso, adiciona-se 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocauteau e ap6s aguardar 30 minutos, faz-se as leituras em 660 nm.
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APENDICE 8

Determinacao do valor do k.a

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a) foi estimado com
base no método polarografico (WISE, 1951), que estima o valor do k a baseado na
velocidade de dissolucdo do oxigénio em um meio definido, em funcdo das
condi¢des de aeracao e agitacdo. Para estas determinagdes utilizou-se uma sonda
de oxigénio dissolvido (Mettler Toledo®) tipo célula polarografica. As medidas foram
realizadas com o biorreator contendo agua em substituicdo ao meio de cultura, na
temperatura de 30°C, em determinadas condicbes de agitacao e aeracao.

Inicialmente a concentracdo de oxigénio dissolvido no interior da dorna foi
reduzida a 0% através de injecao de nitrogénio gasoso ao meio. Logo apds, o
biorreator foi rapidamente regulado para condi¢des definidas de agitacdo e aeracao,
e entdo foi monitorada a medida do aumento da concentragdo de oxigénio dissolvido
(C) em funcgao do tempo.

De acordo com PIRT (1975), o balanco de massa na fase liquida é dado pela
seguinte expressao: dC/dt = k,a.(Cs - C), com Cs igual a concentragdo de oxigénio
dissolvido na saturagdo (100%). Integrando-se a referida equacéo e tracando-se a
curva In(Cs - C) em funcédo do tempo, determina-se a inclinagdo da reta obtida,
correspondente ao valor de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(- kLa).

PIRT, S.J. Principles of microbe and cell cultivation. Oxford: Blackwell, 1975. 274p.
WISE, W.S. The measurement of the aeration of culture media. J. Gen. Microbiol.,
v.5, p.167-177, 1951.
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APENDICE 9

Determinacao da concentracao de acucares redutores totais pelo método de
Somogyi

A concentracdo de glicose, determinado de acordo com o método de
SOMOGUI (1952), utiliza como padrao glicose p.a.. Preparou-se glicose a 0,20 g/L e
faz-se diluicdes para obter 0,04, 0,08, 0,12, 0,16 e 0,20 g/L para o estabelecimento
da curva de calibragéo.

Solucoes:
Solucgao alcalina

NahCO3; 20,00 ¢
NaKCsH4O% 15,00 g
Na2COs 30,00 g
Na>SO,4 180,00 g
Agua destilada (gsp) 1000,00 mL

Solucao alcalino cuprica

CuSO; .5H20 (40 g/L) 100,0 g
NaQSO4 46,0 g
Agua destilada (gsp) 200,0 mL

Solucao arseno-molibidica

(NH2)sM07054 . 4H,0 26,32 g
NasHAsO, . 7H.O 3,16 g
HSO, (d=1,84) 2210 mL
Agua destilada (gsp) 500,00 mL

Preparo da mistura reativa

4 partes de solugao alcalina para 1 parte de solucao alcalino cuprica.
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Procedimento

Em um tubo de ensaio de Folin-Wu, adicionou-se 1 mL de mistura reativa e 1
mL de amostra. Devidamente homogeneizado, os tubos foram deixados em banho
de agua fervente por 10 minutos. Apds a fervura, levou-se os tubos a um banho de
gelo e foi adicionado, em cada tubo, 2,0 mL da solucdo arseno-molibdica. Agitou-se
o sistema para eliminar os gases formados e completou-se o volume do tubo para 25

mL com agua destilada. Apds repouso de 20 min, fez-se leituras da absorvancia em
540 nm.
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