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Abstract

Gene therapy and DNA vaccines present a promise in the treatment of diseases like viral
infections, genetic and acquired diseases.

From the point of view of manufacture, it is important to establish a profitable process
with a low cost-production relation. So, over the last years the investigation has optimized and
improved the production conditions as well as genetically modifying some bacterial strains to
turn the production of hypothetical vectors profitable.

This thesis was a follow up on a previous work aiming at genetically modifying
Escherichia coli strains by knockouts of target genes (pgi, endA and recA) that are directly
related with nucleotides and plasmid DNA production along with proving the importance of the
carbon source in the fermentative process to maximize the nucleotide synthesis and reduce the
acetate production. In this work, two modified E. coli strains (GALG20 and DH5a) were
subjected to different fermentative conditions: shake flask and bioreactor, which was operated
under batch and fed-batch modes, with glucose or glycerol as primary carbon sources in

addition to fed-batch supplemented with pure oxygen.

Key-words: gene therapy, GALG20, plasmid DNA production, vectors, optimization of

fermentation conditions

Resumo

A terapia génica e as vacinas de DNA apresentam uma aposta promissora no tratamento de
doencas, nomeadamente infeccGes virais, doencas genéticas e adquiridas.

No ponto de vista da producdo é fundamental que seja um processo rentdvel com uma boa
relacdo custo-producdo. Assim, ao longo das Ultimas décadas a investigacdo tem passado por
optimizar e melhorar condi¢6es de producdo bem como, modificar geneticamente determinadas
estirpes de bactérias de modo a que producdo de possiveis vectores de DNA seja
industrialmente rentavel.

Nesta dissertacdo foi dada continuidade a um anterior trabalho que teve como objectivos
modificar geneticamente estirpes de Escherichia coli fazendo silenciamento de genes alvo (pagi,

endA e recA) que estdo directamente relacionados com a producgédo de nucleotidos e producao



de DNA plasmidico e provar a importancia da fonte de carbono no processo fermentativo
maximizando a sintese de nucleotidos e reduzindo a producgdo de acetato. Neste trabalho, foram
usadas duas estirpes de E. coli modificadas (GALG20 e DH5a) que foram sujeitas a diferentes
condicOes de fermentacdo: shake flask e biorreactor com glucose e glicerol como fontes
primarias de carbono. O biorreactor foi operado em batch e fed-batch e ainda enriquecido em
oxigénio em operacdo fed-batch.

Palavras-chave: terapia génica, GALG20, producdo de DNA plasmidico, vectores,
optimizacdo de condicdes de fermentacao.
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1 Enquadramento e objectivos

Esta dissertacdo enquadra-se numa linha de investigacdo da qual foi tida como objectivos
modificar geneticamente estirpes de Escherichia coli através do silenciamento de genes chave
para a producdo de nucledtidos para que em conjunto com a optimizacdo das condi¢des de
fermentacdo, poder aumentar a quantidade de DNA plasmidico produzido por célula.

Dando segmento aos resultados que foram alcancados, foi proposto a continuagdo dos
ensaios experimentais de modo a optimizar as condigdes de fermentacdo tendo em conta
variacgdes ainda ndo testadas como a alimentacdo em fed-batch com glicerol e o suplemento de
oxigénio puro em operacao fed-batch.

2 Introducéo

Actualmente, o desenvolvimento da biotecnologia envolve a producéo de biofarmacos
usados em vacinas, terapéutica e diagndstico como &cidos nucleicos, proteinas recombinantes
entre as quais, anticorpos monoclonais, etc. Nos Gltimos anos, o salto tem sido dado no sentido
de desenvolver vacinas de DNA, seguras e eficazes, bem como, terapias baseadas em DNA [1].
Desta forma, ao longo da Gltima década, os avangos na transferéncia de genes tém transformado
a fantasia futurista da terapia génica numa realidade, prevendo assim, um potencial neste tipo
de terapia e um avanco significativo na medicina clinica.

A terapia génica ndo engloba apenas a entrega de pDNA como também a entrega de
oligonucledtidos antisense e sistemas baseados em RNA de interferéncia para células alvo. Nos
altimos anos, tém sido desenvolvidos vectores para facilitar a introducdo do material genético
terapéutico dentro das células, como por exemplo: vectores baseados em DNA, virais e ndo
virais e mais recentemente, vectores codificantes de RNA de interferéncia [2]. Embora os
vectores adenovirais sejam mais comumente usados em ensaios de terapia génica, 0 seu uso na
pratica clinica apresenta ainda algumas limitacfes. Estas limitagdes podem ser superadas
através do uso de vectores ndo virais cuja analise de risco/ beneficio pode ser mais favoravel
gue para 0s vectores ndo virais. Os vectores ndo virais de DNA plasmidico representam 25%
dos vectores usados em ensaios clinicos de terapia génica e tém como patologias alvo, cancros,
doencas cardiovasculares e oculares, infec¢des, doencas monogénicas, doengas auto-imunes e

disturbios neurologicos [2, 3].



O DNA plasmidico (pDNA) é actualmente a base e a promessa para as vacinas de DNA
e terapias génicas contra algumas infecces, doencas genéticas e adquiridas [4]. E importante
lembrar a fraca resposta imunitaria que decorre apos a injec¢ao de “DNA nu” a menos que seja
administrado em elevada dosagem em humanos [5].

Do ponto de vista biotecnoldgico, a componente chave para o sucesso deste tipo de
farmacos é a capacidade de alcancar a producdo a larga escala. A bactéria Escherichia coli é a
espécie mais usada habitualmente como hospedeira para a produgdo de proteinas heterdlogas
por tecnologia de DNA recombinante e também tem sido melhorada por engenharia genética
de modo a aumentar a producao de pDNA [1]. A quantidade de pDNA em E. coli é conhecida
por ser influenciada por diversos factores, ndo s6 pela estirpe usada mas também pela
composicdo do meio, como fonte de carbono, relagdo C/N, fontes de carbono adicionais como
glutamato e outros aminoacidos e nucledtidos [4].

De grosso modo, as concentracdes de pDNA obtidas por fermentagdo a escala
laboratorial estdo abaixo de 250mg/L, enquanto que, por fermentacdo pré-industrial, essas
concentracdes rondam a ordem de 1000-2100mg/L [3]. No entanto, a quantidade de pDNA por
célula pode ser aumentado por inducdo da replicacdo do pDNA com a adi¢cdo de adenosina
monofosfato (AMP) em culturas com mutantes relA ou por aumento da temperatura no caso de
plasmideos que contenham origem de replicacdo pUC [4]. No caso dos mutantes relA” (em
estirpes que contenham plasmideos ColE1) este gene codifica para uma proteina dependente do
ribossoma que activa a sintese de (p)ppGpp que faz a transferéncia de grupos pirofosforil a
partir da transferéncia de grupos fosfato de ATP para GTP ou GDP apds privacdo de
aminodcidos e/ou fonte de carbono [6]. Quando esta proteina ndo é sintetizada, por adi¢do de
AMP, este liga-se ao seu receptor formando um complexo que se liga perto de regibes
promotoras aumentando a sintese da holoenzima RNA polimerase e facilitando a iniciacdo da
transcricao [7].

Como ja referido, a E. coli é a bactéria preferencialmente usada neste tipo de estudos e
por isso, algumas estirpes tém vindo a ser melhoradas com intuito de aumentar a producéo de
pDNA. Estas melhorias passaram recentemente por mutacfes no metabolismo central de
carbono e nas propriedades do plasmideo. Desta forma, estas mutacfes tém gerado uma
panoplia de estirpes produtoras de pDNA como a DHS5odfruR, BL214endA-ArecA,
JM1014pykFApykA, DHSozwf:rpiA* e W31104PTSGalP* ApykA. A diminuicdo de acetato e 0
aumento da producdo de nucle6tidos sdo algumas das estratégias usadas para aumentar o
rendimento de producdo de pDNA [3]. Para isso, uma das estratégias passa por fazer knockouts

de genes seleccionados como pykF e pykA (piruvato quinase), ackA-pta (acetato quinase com
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fosfotransacetilase) e poxB (piruvato oxidase), que visam reduzir a quantidade de acetato
produzido pela estirpe, e por sobre-expressar genes da via das pentoses fostato que aumentam
o rendimento da producdo de nucleétidos para a sintese de pDNA. Contudo, estas mutacfes
tém revelado uma menor taxa de crescimento em relacdo a estirpe selvagem, uma caracteristica
que sugere organismos menos saudaveis [3].

Ainda que o conhecimento adquirido revele a importancia destes genes e 0s seus
possiveis efeitos na obtencdo de maior quantidade de plasmideo por célula, ha também que ter
em conta as condic¢des de fermentacdo, a composi¢do do meio e as fontes de carbono utilizadas.
Estudos prévios mostram que o glicerol apresenta vantagem como fonte de carbono em relacdo
a glucose por minimizar a producdo de acetato no cultivo celular e ainda por ser uma fonte de
carbono de baixo custo [3].

Assim sendo, o Departamento de Bioengenharia e o Centro de Engenharia Quimica e
Bioldgica do Instituto Superior Técnico da Universidade de Lisboa tém vindo a desenvolver
projectos com o objectivo de melhorar estirpes de E. coli e de optimizar as condi¢cdes de
fermentacdo de modo a obter os melhores rendimentos e a reduzir a producdo de metabolitos
indesejaveis.

Nesta dissertacdo pretendeu dar-se seguimento a um trabalho prévio que originou e
caracterizou parcialmente uma estirpe de E. coli melhorada (GALG20) no sentido de aumentar
a producdo de pDNA e melhorar as condigdes de fermentacdo alcancadas ao longo desse

projecto.

2.1 GALG20
Inicialmente, para diminuir o fluxo de piruvato quinase, foram suprimidos os genes

pykF e pykA em MG16554endAArecA (estirpe MG1655 com delecdo na endonuclease A e na
recombinase A que tém como objectivo minimizar a digestdo e a recombinacdo ndo especifica
de DNA, respectivamente). Numa segunda fase, foi suprimido o gene pgi (fosfoglucose
isomerase) para direccionar e aumentar o fluxo de carbono na via das pentoses fosfato (PPP),
reduzir a formacdo de acetato e promover a sintese de nucledtidos. A fosfoglucose isomerase
redirecciona o fluxo glicolitico aumentando o fluxo na via das pentoses fosfato e promovendo
a sintese de nucle6tidos e a producdo de NADPH. A glicolise fica reprimida mas procede a via
de formacéo de frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, conforme ilustrado na Figura 1 [3].
No final, o gendtipo que deu origem a estirpe GALG20 foi MG16554endAArecAApgi.
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Figura 1 — Estratégias de silenciamento de genes para promover a producdo de pDNA em E. coli. Esta figura representa de
forma simplificada a central de metabolismo em E. coli. As setas pretas representam o fluxo de carbono na PPP, as setas
cinzentas representam a repressao da glicolise e a seta branca representa um fluxo nulo de carbono. G6P glucose-6-fosfato,
F6P frutose-6-fosfato, FDP frutose-1,6-difosfato, G3P gliceraldeido-3-fosfato, PEP fosfoenolpiruvato, 6GPC 6-
fosfogluconato, RUSP ribulose-5-fosfato, XU5P xilulose-5-fosfato, R5P ribose-5-fosfato, S7P sedoeptulose-7-fosfato, E4P
eritrose-4-fosfato, PRS sistema fosfotransferase [3].

2.2 pVAXI1/GFP
O pVAX1/GFP (3697pb) € um plasmideo que foi obtido pela modificagdo do plasmideo

comercial pVAX1lacZ (6050AREpb, Invitrogen) através da substituicdo do gene reporter da S-
galactosidase pelo gene GFP (gene que codifica para a Proteina Verde Fluorescente (GFP)).
Este plasmideo contem o promotor do citomegalovirus humano (CMV) e um gene de
resisténcia a canamicina [8].

Os plasmideos que possuem uma origem de replicagdo pUC contém uma mutacao
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intervalo de 40°C a 45°C, a mutagé&o referida impede o enrolamento correcto do RNAI, evitando
a correcta ligacdo entre 0 RNAI e Il que consequentemente leva a um aumento da sintese de
pDNA [4].

2.3 Efeito do oxigénio na producéo de pDNA
O oxigénio tanto é essencial ao crescimento aerébio em E. coli como ao mesmo tempo,

revela ser um problema aquando do seu enriquecimento no meio de cultura devido a sua baixa
solubilidade.

O aumento da OTR (taxa de transferéncia de oxigénio) pode ser feito por aumento da
pressdo no biorreactor, aumento da agitacdo ou reducdo do consumo de oxigénio através
diminuicdo da temperatura ou concentracdo de substrato, contudo, cada uma destas alternativas
gera efeitos na produtividade.

Directamente relacionado com a taxa de crescimento na presenca de oxigenio esta a
biossintese de precursores e ATP, bem como, a sintese de acidos nucleicos e aminoacidos
aromaticos. Deste modo, alteraces nos niveis de oxigénio dissolvido ndo afectam apenas a
formacdo e manutencdo de biomassa mas também a replicacdo de plasmideo e expressdo de
genes localizados no pDNA.

Como descrito por Xiaoli et al. (1991), o aumento do oxigénio no meio de cultura mostra

resultados favoraveis no aumento da producdo de pDNA [9].

2.4 Obtencdo de pDNA
A producéo de pDNA inclui fermentacéo, isolamento primario, purificacdo intermédia

e purificacdo final. Durante a fermentacédo, o plasmideo é produzido por replicacdo autonoma.
O isolamento primario € feito apos uma colheita de células seguida de lise alcalina. Parte dos
constituintes celulares séo eliminados durante a lise e purificacdo intermédia mas as isoformas
de pDNA superenrolado (SC), circular aberto (OC), relaxado, linear e eventuais multimeros,
algumas proteinas residuais, endotoxinas, RNA e fragmentos de DNA gendmico permanecem
na solucdo de lise.

A qualidade do pDNA é essencialmente dependente da producédo e da forma como é
armazenado apés lise celular. Durante a producéo e 0s processos de recuperacao, 0 pDNA esta
sujeito a varios stresses que danificam o SC pDNA, resultando em pDNA relaxado ou circular
aberto e linear. A maioria das moléculas presentes no lisado apresentam, propriedades fisicas,

quimicas e estruturais analogas com o pDNA: carga negativa (RNA, gDNA e endotoxinas) e



massa molecular (JDNA e endotoxinas), por isso, na purificacdo final é Gtil um processo

cromatogréafico com elevada selectividade que explore as diferencas de hidrofobicidade [10].

2.5 HPLC-HIC (cromatografia de interaccéo hidrofoba)
As moléculas de pDNA sé&o polimeros lineares ou circulares de desoxirribonucledtidos

ligados por ligagGes/ grupos fosfodiéster que sdo polianidnicos até pH 4,0. As duas cadeias anti-
paralelas estdo conectadas por ligacGes de hidrogénio entre nucle6tidos complementares em
cada cadeia, ao longo de um eixo comum formando a conhecida estrutura de dupla hélice com
depressdes altamente hidrofobas acessiveis ao solvente e a ligandos moleculares.

A acessibilidade através dessas depressbes a electrdes aromaticos, e os locais
disponiveis para ligacdes de hidrogénio sdo essenciais para a ligacdo do pDNA e o seu
reconhecimento. Os suportes de cromatografia tiram partido das pequenas diferencgas entre o
pDNA e as suas impurezas (carga, tamanho, hidrofobicidade e acessibilidade das bases
azotadas).

A HIC tem sido amplamente usada na pré-purificacdo de pDNA para fins terapéuticos,
no entanto, neste trabalho focar-se-a a sua importancia na analise quantitativa. O metodo
explora a interaccdo entre ligandos hidrofobos imobilizados e regides ndo polares na superficie

de biomoléculas em ambiente ndo desnaturado [10].

3 Materiais e Métodos

3.1 Estirpes
Para este trabalho experimental foram usadas duas estirpes de E. coli: DH50 e GALG20.
3.2 Plasmideo

As estirpes referidas no ponto anterior foram transformadas com o plasmideo
pVAX1/GFP.

3.3 Meios de cultura
No presente trabalho, as fermentaces decorreram em meio complexo a pH de 7,1

(10g/L peptona; 10g/L extracto de levedura; 3g/L (NH4)2SO4; 3,5 g/L K:HPO4 e 3,5¢0/L
KH2PO,) esterilizado a 120°C durante 20 minutos dentro de frascos rolhados e durante 30
minutos dentro do biorreactor. Apds a esterilizacdo e arrefecimento dos meios, estes foram
suplementados com 1mL/L de seed solution preparada a uma concentracdo de 10X para uma
concentracdo final de 199mg/L tiamina (cofactor de enzimas do metabolismo de carbono) e

1,99g/L MgSO4, ImL/L de trace element solution preparada a uma concentracao de 1X (27g/L
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FeCls-H.0; 2g/L ZnCly; 2g/L CoCl.-6H20; 2g/L Na2Mo00O4-2H-0; 1g/L CaCly- 2H20; 1,3g/L
CuCl,-2H20; 0,3g/L H3Bos e 100mL/L HCI) e 30pug/mL de canamicina.

3.4 Banco celular
Os bancos celulares de GALG20 e DH5a foram preparados a partir de colonias

individuaisinoculadas em meio Luria-Bertani suplementado com 30ug/mL de canamicina. As
culturas cresceram em shake flasks estéreis de rolha permeével ao ar até meio da fase
exponencial, em incubador orbital com uma agitacdo de 250rpm e a 37°C. Em seguida, as
aliquotas destas culturas foram armazenadas a -80°C em 20% de glicerol (v/v).

Posteriormente e antes de iniciar a fermentagdo em shake flask, células do referido
banco foram mantidas em placas (por cerca de um més) com meio Luria-Bertuni suplementado

com 30ug/mL de canamicina para posterior inoculacéo.

3.5 Meio e condicdes de cultivo
Todos os meios, fontes de carbono e agentes anti-espuma (quando necessarios), shake

flasks e biorreactores foram esterilizados previamente. A adicdo de solugdes suplementares

(seed solution e trace element solution) foi feita apos o arrefecimento dos meios.

3.5.1 Cultura em shake flask
Usaram-se células mantidas em placa de agar com Luria-Bertani suplementado com

30pg/mL de canamicina para produzir os indculos de culturas em shake flask.

Cada indéculo foi preparado a partir de uma colonia ressuspensa em meio complexo num
shake flask de 250mL com 50mL de meio complexo. As células foram incubadas overnight em
frasco de rolha permeével ao ar em incubador orbital a 37°C e a uma agitacdo de 250 rpm. A
inoculacéo foi feita com um volume de indculo para uma densidade 6ptica a 600nm (DOeoo) de
0,1 num shake flask de 250mL com 50mL de meio complexo suplementado com seed solution,
trace element solution e 30ug/mL de canamicina e foi ainda adicionada uma fonte primaria de
carbono esterilizada:

- 20g/L glicerol (adicionada de uma s6 vez e ao tempo zero de fermentacéo)

- (5+10)g/L de glucose (adicionada de forma faseada).

Alternativamente, nos estudos em que se usou glucose como fonte primaria de carbono,
esta foi adicionada a uma concentracdo de 5g/L ao tempo zero e de 10g/L as 12 horas de
fermentacdo. As células foram incubadas durante 24 horas a 37°C e com uma agitacdo orbital
de 250rpm.



3.5.2 Cultura em biorreactor fed-batch
O pré-indculo foi preparado com uma aliquota do banco de células conservado a -80°C

para um tubo Falcon de 15mL com 5mL de meio complexo suplementado com seed solution,
trace element solution e 30ug/mL de canamicina. Células do pré-indculo encubram num baldo
kitasato com rolha permedvel ao ar a 37°C em incubador orbital a 250rpm até a fase
exponencial. O indculo foi preparado com 1% (v/v) de pré-indculo em 100mL de meio
complexo suplementado com seed solution, trace element solution e 30pg/mL de canamicina.
As células incubaram overnight a 250rpm e a 37°C.

A inoculacdo foi feita num biorreactor Fermac 360 (Electrolab) com um volume de
trabalho de 1,1L e com uma DOsoo 0,1 em meio complexo suplementado com seed solution,
trace element solution e 30pug/mL de canamicina. Foi ainda adicionada ao tempo zero uma fonte
primaria de carbono esterilizada (glucose ou glicerol para a concentracao de 20g/L). O valor de
pH foi mantido a 7,1 usando solu¢cdes 1M NaOH e 1M H>SO.. O agente anti-espuma foi
adicionado manualmente conforme necessario. O controlo do oxigénio dissolvido foi feito de
modo a manter 30% deste por controlo da agitacdo (250rpm a 800rpm) em cascata com controlo
do arejamento. O ar foi fornecido a uma taxa de 1vvm (volume de gas por volume de meio
liquido e por minuto).

O periodo de fermentacdo em batch decorreu a 30°C durante 10 horas. Apds a deplecao
da glucose, as 10h de fermentacéo, foi iniciado o fed-batch com um incremento da temperatura
para 42°C as 24h de fermentacéo, que se prolongou até atingido o volume maximo suportado
pelo biorreactor (=2L). O caudal de alimentacdo da fonte de carbono pretendido na fase fed-
batch foi calculado de acordo com a equacdo F (t)=(uXpVu/SiYxs)e. O valor de p (taxa
especifica de crescimento) foi mantido constante em todos 0s ensaios para uma taxa de 0,12h"
! Este valor foi determinado com base no que foi descrito por K. Bohle e A. Ross (2011) [11].
Segundo estes autores, 0 nimero maximo de copias de plasmideo por célula é obtido a uma
taxa especifica de crescimento entre 0,1h* e 0,5h™1 [11]. Esta taxa imposta, em conjunto com
um incremento da temperatura como descrito por Silva et al. (2008) teria implicacbes no
rendimento Ypx € no nimero de cdpias de plasmideo [12].

As amostras foram recolhidas periodicamente ao longo do periodo de cultivo a fim de

determinar a densidade dptica e quantificar a glucose, o acetato e o pDNA.

3.6 Quantificacédo da concentragéo de biomassa
Determinou-se a correlacdo linear entre a concentracdo celular, X (gocw/L) e a ODsoo

de E. coli DH5a e E. coli GALG20 conforme representado em anexo nas Figuras A.1 A, BeC



(ver anexo) cujas equacdes sdo respectivamente: DOgoo = 0,433X(gpcw/L); DOgoo =
0,414X(gpcw/L) e DOgoo = 0,498X(gpcw /L).

A concentragdo X de biomassa de E. coli., nas amostras recolhidas durante as
fermentacdes foi estimada por uma correlacao estabelecida com a DOeoo para a gama de valores
DOsoo € [0;1,22] para a GALG20 e DOsoo € [0;1,78] para DH5a, onde se verificou a linearidade
da correlacdo. Para obter essa correlacdo, a DOsoo foi medida num espectrofotdmetro Hitachi
U-2000 para suspensdes preparadas por diluicdo de uma suspensao concentrada de células de
E. coli cultivadas em meio complexo num shake flask, até ao fim da fase exponencial. Apds
centrifugacdo, as células foram lavadas e ressuspendias em 20mM KH2POa. O peso seco desta
suspensdo celular concentrada numa estufa a 60°C foi obtido por gravimetria usando como
branco 20mM KH>PO.. Para obter o peso seco, ao peso das células secas foi subtraido o peso
do tampé&o e do suporte em papel de aluminio onde foram colocadas as células, A ODsgo foi
medida com varias dilui¢es da suspenséo celular concentrada a partir de uma dilui¢éo inicial
de 1:10.

3.7 Lise alcalina
A lise alcalina foi iniciada com uma solucao de glucose (torna o meio isotonico), EDTA

(agente quelante dos catides bivalentes indispensaveis para a actividade de enzimas
degradadoras do pDNA e que se desejam inactivar) e Tris-HCI que actua como tampéo. A lise
depende da disrupcéo das células a pH 8,0 com NaOH e na presenca de SDS (dodecilsulfato de
sodio; detergente solubilizador dos lipidos da membrana celular), seguindo-se o
desenrolamento e a desnaturacdo do gDNA e da maioria das proteinas celulares. Embora a
isoforma SC-pDNA também se desenrole como consequéncia da lise alcalina, se o valor de pH
se mantiver abaixo de 12,5, a ancoragem dos pares de bases mantém-se e impede a separagédo
completa das duas cadeias. Assim, esta ancoragem funciona como um nucleo para completar a
renaturacdo do pDNA durante o passo de neutralizacdo promovido pelo acetato de potéassio.
Neste passo 0 SDS é precipitado juntamente com o gDNA desnaturado e os detritos celulares.
Durante o procedimento, ha que ter cuidado na manipulacdo de modo a evitar a formacédo de
fragmentos de gDNA que ndo sdo agregados, dificultando a sua eliminacgéo.

No final, o lisado clarificado contém proteinas, RNA, lipopolissacaridos (LPS),
fragmentos de gDNA e o desejado pDNA numa proporc¢ao inferior a 1% (m/m) [13].

O volume de suspensdo celular colhido durante a fermentacdo foi feito com base na
igualdade CxV=10 (C=DOe0o; V=volume colhido) de modo a obter sempre 0 mesmo nimero

de células. As amostras foram centrifugadas durante 15min a 10600xg para remover 0 meio de
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cultura. Em seguida, o sedimento foi ressuspendido em 500uL de solu¢do P1 (50mM glucose;
25mM Tris-HCI, pH 8,0 e 10mM EDTA, pH 8,0) e foi ainda adicionado 500uL de solucéo P2
(0,2N NaOH e SDS 1% (m/v). Incubaram-se as suspensdes resultantes de forma estatica durante
5min a temperatura ambiente. Seguidamente, adicionaram-se 400uL de solucdo P3 (3M
CH3CO:zK e &cido acético glacial 11,5% (v/v)), misturando-se suavemente, e incubaram-se no
gelo por 10min. Por fim, centrifugaram-se as amostras a 20000xg durante 60min e guardaram-
se 0s sobrenadantes a -20°C, para posterior quantificacdo de acidos nucleicos por HPLC-HIC e
analise qualitativa por electroforese em gel de agarose.

3.8 Electroforese em gel de agarose
Os géis de agarose foram preparados para uma concentracdo final de 1% (m/v) em

tampédo TAE (40mM Tris, 20mM é&cido acético e 1mM EDTA; pH 8,0) corados no final com
0,4pg/mL de brometo de etidio e visualizado através de luz UV num sistema de aquisi¢do de
imagem Eagle Eye 1l da Stratagene (La Jolla, CA, USA).

Inicialmente em cada poco de gel de agarose foram injectados 5uL de lisado clarificado,
5uL agua e 3uL de loading buffer para amostras provenientes de tempos de fermentacao
superiores a 18 horas; para amostras provenientes de tempos de fermentacdo inferiores,
duplicaram-se os volumes. Posteriormente considerou-se adequado utilizar 10uL de lisado
clarificado com 3pL de loading buffer em todas as solucGes colocadas no pogo. A electroforese
decorreu durante uma hora e 30 minutos e a 120V, usando TAE (1X) como tampéo de corrida.
O marcador molecular usado foi (NZYDNA ladder 111, NZYTech, Portugal), foi carregado

também no gel em paralelo com as amostras.

3.9 Quantificacdo de DNA plasmidico
O pDNA foi quantificado nos lisados alcalinos clarificados obtidos a partir de células

concentradas provenientes de amostragem de meios de cultivo tal que DOsoonm=10 usando o
método de HPLC de interac¢do hidréfoba descrito por Diogo et al. (2003) [14].

Para a quantificacao foi usada a coluna 15 PHE — PE (4,6 mm x 10 cm) (GE Healthcare)
conectada ao Akta™ Purifier 10 FPLC System. O pDNA foi quantificado usando uma recta de
calibracdo a partir de padrdes do plasmideo analisado (pVAX1/GFP) com concentracdes de 5
a 150ng/uL representada na Figura 2 em anexo.

A coluna 15 PHE PE HIC (4,6 mmx10 cm) da GE Healthcare foi inicialmente equilibrada
com 1,5M de sulfato de aménio em 10mM de Tris-HCL, pH 8,0 (1mL/min) e o comprimento

de onda A=260nm. Foram injectados 50uL de lisado e a eluigdo foi isocratica.
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Para o célculo da concentracio de pDNA foi usada a equacdo de calibracdo
[pDNA](ng/uL) = 1,1559Area(mAU x mL) vélida para concentracbes de Ong/uL a
50ng/uL que reporta a Figura A.2 em anexo.

3.10 Quantificagdo de metabolitos
A concentracdo de glucose, glicerol e acetato foi determinada por analise de HPLC num

sistema Hitachi LaChrom Elite HPLC equipado com uma coluna Rezex ROA Organic Acid H*
8% (300 mm x 7,8 mm) especifica para &cidos orgéanicas e furaldeidos, um auto sampler
(Hitachi LaChrom Elite L-2200), uma bomba de HPLC (Hitachi LaChrom Elite L-2130), um
detector de indice de refraccdo (RID) Hitachi L-2490 e um detector de UV (Hitachi L-2420).
O aquecedor da coluna para colunas grandes (Croco-CIL 100-040-220P, 40 cm x 8 cm x 8 cm,
30-99°C) foi conectado externamente ao sistema de HPLC.

As amostras das culturas foram centrifugadas durante cinco minutos a 15300x%g,
imediatamente apds a sua colheita. O sobrenadante foi diluido de 1:2 em 50mM de H2SOg,
centrifugou-se de novo por mais cinco minutos a 15300%g e novamente o sobrenadante se diluiu
de 1:10 em 50mM de H2SO4. As amostras foram, entdo, congeladas a -20°C. Previamente a
andlise, foram descongeladas e injectadas na coluna a um volume de 20uL. O método de HPLC
decorreu a um caudal constante de 0,5mL/min com 5mM de H2SO4 como fase mével, a 65°C
por 20 min [15].

Os tempos de retencdo para este caudal e para os compostos analisados foi o seguinte:
glucose~12,4min; glicerol~17,6min; acetato~19,2min.

As concentracdes de glucose, glicerol e acetato foram determinadas com recurso a rectas de
calibracdo com as equacdes cujos graficos se encontram apresentadas em anexo na Figura 3.
Para a glucose e o glicerol as concentracdes dos padrbes respectivos variaram entre 1g/L e
50g/L e para o acetato variou entre 0,5g/L e 10g/L. Todos os padrdes sofreram 0 mesmo pré-
tratamento que as amostras provenientes dos meios de cultura, ou seja, foram diluidas a 1:20
com50mM de H>SO4. No final, as rectas obtidas foram respectivamente para a glucose, glicerol
e acetato: Area (mAU x mL) = 1,27 x 10~%[glucose](g/L) + 4,04 x 10%; Area (mAU x
mL) = 1,09 x 10°[glicerol](g/L) — 7,40 X 10%; Area (mAU x mL) = 1,02 X
10°[acetato](g/L).

3.11 kLa
No fermentador equipado com duas turbinas de Rushton no veio, foram inseridos

1800mL de agua destilada e colocados os eléctrodos de oxigénio e pH nos respectivos locais

com a valvula de entrada de ar fechada. Adicionou-se sulfito de sodio para uma concentracdo
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de 50mM e sulfato de cobre para uma concentracdo de 1mM. Apos a sua dissolucdo, foram
recolhidas duas amostras de 1mL ao tempo zero. Abriu-se a valvula da botija de oxigénio e da
entrada deste no fermentador ajustando o caudal de borbulhamento para a taxa de arejamento
de 0,75vvm, programou-se a agitacdo para 350rpm e, simultaneamente, ligou-se o cronémetro.
As amostras foram recolhidas com tempos de intervalo de 5min tendo o cuidado de evitar a
entrada de bolhas de ar na pipeta de recolha.

O sulfito residual nas amostras recolhidas foi doseado imediatamente apds a colheita
por titulacdo iodométrica. O ensaio decorreu a uma temperatura de 25°C e terminou quando 0s
valores de oxigénio dissolvido se elevaram significativamente acima de zero (indicando o
consumo total de sulfito adicionado).

A solucdo que recebe a amostra foi preparada imediatamente antes da titulacao,
misturando 1,0mL de solucdo-padréo de iodo/iodeto (100mM em I2), 2mL de uma solugéo de
HCl a 2N e 18,5mL de &gua destilada. O iodo em excesso, apés a adi¢cdo da amostra de meio
reaccional, foi determinado na solucgéo resultante por titulagdo com uma solucéo de tiossulfato
de 30mM. Esta ultima foi aferida no inicio do ensaio, por titulacdo de uma solucao de iodo com
HCI, preparada como acima descrito, mas sem adi¢cdo de amostra de meio reaccional. Para
facilitar a deteccdo do ponto final da titulacdo, apos atingida a coloracdo amarelo-palido,
adicionaram-se 1-2 gotas de uma solucéo (cozimento) de amido. Forma-se um complexo azul-
escuro amido-iodo, cuja cor se perde no ponto final da titulacdo (fonte: suporte de apoio as
aulas de Laboratorio de Engenharia Biologica 11 do Instituto Superior Técnico).

O célculo do k.a foi determinado com recurso a um sistema de equagdes:
1d[S052](M) 0,

2 dt(min) €[ =—
H
OTR = k,a(C} — C,)

OTR =

4 Resultados e Discussao
Os resultados apresentados descrevem ensaios feitos com glucose e glicerol como fontes

primarias de carbono. Para ambos os casos foram feitos crescimentos em shake flask com
GALG20 e DH5a e em biorreactor operado em fed-batch apenas com GALG20. Estdo também
apresentados resultados de um ensaio em biorreactor operado em fed-batch com ar enriquecido

em oxigénio.
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4.1 Fermentagdo com glucose como fonte primaria de carbono

4.1.1 Cultura em shake flask
Como referido anteriormente, os resultados aqui apresentados tiveram como objectivo

dar seguimento a um projecto prévio.
Inicialmente pretendeu-se reproduzir os resultados anteriormente obtidos (Tabela 1),

como forma de monitorizar a aquisicdo de competéncias técnicas.

Tabela 1 — Caracterizacdo dos meios de fermentagdo em frasco com GALG20 e DH5a transformadas com pVAX1/GFP as 24h
de cultivo a 37°C e 250 rpm [16].

Estirpe Fonte de carbono  Biomassa (g/L)  Acetato (g/L) pDNA (mg/L)

GALG20 9,6+0,2 0,68+0,05° 88,9+0,7
—————  (5+10)g/L glucose
DH5a n.d. n. d. 9,6+0,5
GALG20 . 85+05 0,61 + 0,042 n.d.
—————  20g/L glicerol
DH5a 11,3+0,9 0,05+0,01 34,7+0,6

n. d. — Nao disponivel

2 — Valores correspondentes até as 8h de fermentagao, apds esse periodo ndo se detectou a producéo de acetato.
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Figura 3 — Resultados experimentais de fermentacdo em shake flasks com baffles com GALG20 e DH5a com glucose como
fonte priméria de carbono. Nos gréaficos A e C estéo representados os resulados referentes a ensaios com E. coli GALG20 e
nos graficos B e D estdo representados os resultados referentes a ensaios com E. coli DHS5a.

DCW Acetato 4 Glucose m  AdicSo de glucose PDNA

Para as fermentacdes representadas nos graficos A e B da Figura 3 ndo foram feitas

amostragens regulares. De modo a contornar a inexisténcia de amostragens intermédias entre
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as 12 e as 24 horas de fermentacéo, realizaram-se duas fermentagdes adicionais, nas mesmas
condicdes, mas a diferente hora de dia, justapondo os resultados da fermentacéo de repeticéo
(parat> 12h) aos dados das primeiras fermentacdes (t < 12h). Os resultados estdo representados
nas figuras 3C e D.

Em relacdo a producdo de acetato em GALG20 no ensaio representado na Figura 3A, a
concentracdo média obtida foi de [(0,83+0,5)g/L] um pouco acima do que foi anteriormente
obtido [(0,68+0,05)g/L] enquanto que na Figura 3C se pode verificar que ndo houve producao
de acetato. A producdo de biomassa na Figura 3A atingiu concentragdes inferiores
(=4,24gpcw/L) ao obtido em estudos anteriores [(9,6+0,2)g/L] enquanto que no ensaio
representado na Figura 3C a concentracdo de biomassa foi proxima do esperado (=7,48g/L).
Nos ensaios feitos com a estirpe DH5a, as concentragdes médias de acetato produzido foram
de [(0,70£0,9)g/L] no ensaio representado na figura 3B e [(0,80%£0,5)g/L] no ensaio
representado na Figura 3D.

A producéo de acetato nos ensaios com GALG20 apresenta concentragdes semelhantes
ao que se obteve nos ensaios com DH5a. Este resultado vai contra ao que seria esperado uma
vez que a estirpe GALG20 foi construida com knockout de um gene que leva a producao de
acetato. Assim, seria de esperar que a producao de acetato em DH5a superasse a de GALG20.

Analisando os resultados prévios e os actuais, a concentracdo de pDNA produzido, em
GALG20 foi inferior ao esperado no ensaio representado na Figura 3A (25,85mg/L) e proximo
do esperado, [(88,9+0,7)mg/L] (Tabela 1), no ensaio representado na Figura 3C (95,35¢/L). Em
DH5a a concentracdo maxima obtida foi de 1,99mg/L (Figura 3B) enguanto que os resultados
prévios apontam para [(9,6+0,5)mg/L]. Os resultados da Figura 3D foram desprezados.

Analisando o consumo de glucose, é possivel verificar que em todos os ensaios toda a
glucose adicionada foi metabolizada, sendo relevante salientar os coeficientes de rendimento
observados no ensaio representado na Figura 3C, assim foram produzidos 6,33mgppona/Qglucose,
0,53gpcw/Jglucose € 11,9Mgpona/gpcw.

As taxas especificas de crescimento foram de pu=0,85h (Figura 3A) e u=0,93h* (Figura
3C) em GALG20 e p=0,84h (Figura 3B) e pu=1,01h" (Figura 3D) em DH5a nio mostrando
relacdo com a producdo de pDNA. Em anexo na Figura A.4 estdo representados os respectivos
graficos. No caso da E. coli GALG20 a taxa especifica de crescimento obtida em estudos
anteriores foi inferior [(1=0,67+0,05)h™]. Os resultados obtidos anteriormente para a estirpe
DHS5a ndo estdo disponiveis.

Analisando os resultados electroforéticos, é notavel a diferenca verificada entre as

bandas representativas de tempos de fermentacdo de 6h a 24h em GALG20 (pogos 3, 6, 9, 13
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(Figura 4) e poco 1 da Figura 5) e as bandas representativas de tempos de fermentacéo de 6h a
24h em DH5a (pocos 2, 4 e 6 da Figura 5 e poco 2 da Figura 4). Estes resultados, ainda que
qualitativos, estdo de acordo com o0 que seria esperado uma vez que as mutagdes que
caracterizam a estirpe GALG20 fazem com que a producgdo de pDNA seja maior que a estirpe
controlo DH5a. A producdo de pDNA em GALG20 foi notdria.

Figura 4 — Electroforese em gel de agarose. Juntamente com os 5uL lisado
clarificado foram adicionados 5uL de agua e 3uL de loading buffer. Nas amostras
em que foi usado 10pL de lisado clarificado, usou-se também o dobro de agua e
loading buffer.

DHS5o | GALG20 | GALG20 | DHSa | GALG20 | GALG20 | DHS5e | GALG20 | GALG20 Estirpe
2 3 4 5 6 7 8 9 11 Poco
5 10 10 10 10 10 10 5 5 Volume de lisado (L)
24 6 6 6 12 12 12 18 18 1(h)
.15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2 3D ElY 128 12C El) 128 12C El) 128 Figura
- I e o L XS T DH5o | GALG20 | GALG20 | DHS5a | GALG20 | GALG20 | GALG20 | GALG20 Estirpe
12 13 15 16 18 21 24 27 Pogo
5 5 5 5 10 10 5 5 Volume de lisado (L)
18 24 24 24 6 12 18 24 1(h)
12¢ 3C 128 12¢ 124 124 124 124 Figura

Figura 5 — Electroforese em gel de agarose. Juntamente com os 5uL lisado
clarificado foram adicionados 5pL de agua e 3pL de loading buffer. Nas amostras
em que foi usado 10pL de lisado clarificado, usou-se também o dobro de agua e

SIZE (bp) 1
1
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6000

3500

3000 GALG20 DH3a DHia DH3u Estirpe
500

2000 1 2 4 [ Poco

1388 5 10 10 5 Volume de lisado (uL)
800 4 6 12 13 th)
o0 A D 3D D Figura

4.1.2 Cultura em biorreactor
Como ja referido, o objectivo deste trabalho estd em melhorar e optimizar condicGes de

fermentacdo anteriormente descritas e cujos resultados se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizacdo dos meios de fermentagdo com glucose como fonte priméria de carbono, em biorreactor operado
em batch as 24h de cultivo, a 37°C e controlo do arejamento em cascata e fed-batch as 36h de cultivo, a 42°C e controlo do
arejamento em cascata com GALG20 e DH5a transformadas com pVAX1/GFP [16].

Estirpe Estratégia de fermentacdo  Acetato (g/L) pDNA (mg/L)

Batch 0 87,3+10,7
GALG20
Fed-batch 7,117 140,6+21,1
Batch 3,9+0,7 72,2+3,8
DH5a
Fed-batch 16,1+4,2 40,1+2,5
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4.1.2.1 Cultura em fed-batch
Segundo os resultados obtidos anteriormente a este estudo (Tabela 2), a fermentagcdo em

fed-batch com um salto na temperatura de 30°C para 42°C as 24 horas permitiria obter
quantidades de pDNA na ordem dos 140mg/L. Com o objectivo de conseguir um ponto de
partida para melhorar os resultados prévios, tentou reproduzir-se os mesmos (Figuras 6A, B e
D). O caudal desejavel de alimentacdo foi calculado de acordo com a equacdo F
(1)=(uXoVb/StYws) €“ e todos os pardmetros foram mantidos constantes (p=0,12h7,
X6=9,50gpcw/L, Vb=1,1L, Yxs=0,47gpcw/Qglucose € S=1750giucose/L). A alimentagéo foi iniciada
as 10h de fermentacdo apds a glucose introduzida inicialmente ter sido consumida.
Inicialmente a bomba foi programada manualmente no software do fermentador
Electrolab com tempos on e off para todos os minutos de cada hora com variagdes entre cada
hora para acompanhar o aumento esperado de biomassa (face ao 1 imposto) e tendo em conta
o coeficiente de rendimento biomassa/substrato que tinha sido observado Y ys=0,47gpcw/Jglucose

como esta exemplificado na Tabela 3 para as primeiras trés horas de alimentacao.

Tabela 3 — Tabela exemplificativa do calculo do caudal de alimentagdo desejavel de acordo com a equagdo F (t) =
(1XbV/SeYxis) e para as primeiras trés horas de fed-fatch.

=0, 12h?t Xb=9,5 gDCW/L Vp=1,1L Sf=l75g/L Yxls=0,47gDCW/gsubstrato
Tempo (h) F(t) L/h F(t) mL/min V1 (mL) Seg. on/min | Seg. off/min
10 0,02 0,29 17,2 0,34 59,66
11 0,02 0,32 19,4 0,39 59,61
12 0,02 0,36 21,8 0,44 59,56

No primeiro ensaio (figura 6A) a taxa de alimentacgéo foi calculada com base em valores
anteriores de concentracdo de biomassa as 10h de fermentacdo X~9,5gpcw/L (DOe00~22), no
entanto as 10h a DOeoo foi de DOs00~18 (7,8gpcw/L). No final da fermentacéo verificou-se
existir um atraso no funcionamento da bomba na medida em que apenas foram debitados
100mL. Durante todo o periodo de fed-batch, o débito de glucose deveria de ter sido de
aproximadamente 3L se o fed-batch decorresse normalmente até as 36h, contudo, o volume
méaximo suportado pelo fermentador é de 2L, pelo que so seria possivel introduzir 1L de solugédo
de glucose a 175¢g/L. Deste modo e em condigdes normais, o fed-batch apenas poderia decorrer
até as 26h (901mL). Tendo em conta estas condicdes, ndo se podem considerar os resultados
apresentados na Figura 6 A como um verdadeiro fed-batch estando as condi¢des descritas mais

proximas de uma operacao em batch.
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Figura 6 — Resultados experimentais em biorreactor operado em fed-batch com GALG20 com glucose como fonte primaria de
carbono. Os graficos A, B e D representam ensaios experimentais com as mesma condicdes de crescimento e cuja temperatura
de batch foi de 30°C. No grafico C o periodo de crescimento em batch decorreu a 37°C. DCW a4 Glucose Acetato pDNA

Em anexo, Figura A.7A estéo representadas as variacdes dos parametros fermentativos
(agitacdo, temperatura, pressdo de oxigénio e pH) onde é possivel verificar o salto da
temperatura de 30°C para 42°C e que a agitacdo foi proporcional a percentagem de oxigenio,
contudo, esta manteve-se acima dos 30%.

A producdo de pDNA foi desprezavel devido a falta de substrato e as oscilagdes
apresentadas nas concentragdes de pDNA obtidas (16,5mg/L as 32h e 14,1mg/L as 35h). Na
Figura 7 estdo representados os resultados electroforéticos que também remetem para uma
baixa concentragdo de pDNA. No final os coeficientes observados foram de
Y xs=0.70gpcw/Jglucose, Y pis=0,46mMgppona/Jglucose € Y pix=0,66Mgppna/gpocw.

Como referido, a bomba de alimentacdo ndo funcionou como programado. Uma
alternativa para a solucdo deste problema passou pela observacdo da bomba em funcionamento
e com alteracdo nos periodos de débito de forma a que, estivesse ligada durante periodos
superiores a 30 segundos. A correc¢do da programacdo da bomba sé foi possivel com recurso
a scripts informaticos devido aos inimeros periodos de on e off que foram acrescentados

(passaram a ser usados intervalos de tempo de 20min (10h-12h), 15 min (13-17h), 10min (18h-
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21h) e 5min (22-26h) como estd exemplificado na Tabela 4 para as primeiras trés horas de

alimentacéo.

Tabela 4 — Tabela exemplificativa do calculo do caudal de alimentagdo desejavel de acordo com a equagdo F (t) =
(1XbVu/SeYxis) e para as primeiras trés horas de fed-fatch. A varidvel V/x’ representa o volume total em funcéo do nimero de
vezes que a bomba debita durante uma hora (quando o intervalo de tempo é de 20min a bomba funciona trés vezes).

u=0,12h"*  X,=9,5 gocw/L Vp=1,1L Si=175g/L Yx/s=0,47gocw/gsw

Tempo (h) F(t) L/h F(t) mL/min | V1 (mL) V/x’ Seg. on/min | Seg. off/min At
10 0,02 0,29 17,2 57 114,50 1085,50
11 0,02 0,32 19,4 6,5 129,09 1070,91 20°
12 0,02 0,36 21,8 7,3 145,55 1054,45

Em anexo, na Figura A.9 esta representado o script que foi utilizado. Durante 0s ensaios
(Figuras 6B e C) verificou-se que estes periodos de funcionamento ndo foram suficientes para
que a bomba funcionasse como pretendido, assim, posteriormente, para o ensaio representado
nas Figuras 6D, a bomba foi programa de forma a corrigir o deficit de glucose.

Em todos os scripts foi tido em conta o volume suportado pelo fermentador pelo que,
foi tido em conta no numero de horas de fed-batch.

No ensaio representado na Figura 6B, entre as 10h e as 22h, a taxa especifica de
crescimento correspondeu a que foi implementada (u=0,12h™) e das 22h as 36h foi apenas de
0,04h, tendo sido este o periodo mais critico. E de salientar que estes valores ndo sio reais
dado que o volume debitado nao corresponde ao que foi consumido. A DO atingida as 10h de
ensaio foi de 12 (X=5,3gpcw/L). A concentracdo de pDNA produzido foi na ordem de 6mg/L.

No ensaio representado na Figura 6D, a DO no inicio do fed-batch era apenas de
aproximadamente 10 (X~4,2gpcw/L). Mesmo apos a tentativa de correcgdo do funcionamento
da bomba de alimentacao foi necessario adicionar 100mL de glucose a 175g/L com recurso a
uma bomba externa ao reactor as 24, 26 e 27 horas. Analisando os parametros de fermentacéao
que estdo representados em anexo na Figura A.7D, verifica-se uma alteracdo ndao programada
da temperatura e o controlo do arejamento em cascata esteve desligado até as 10h. Ainda assim,
os resultados obtidos foram bastante favoraveis, tendo-se alcancado 114mg/L de pDNA. Na
Figura 9 estdo representados os resultados electroforéticos que evidenciam os resultados
obtidos para a concentracdo de pDNA. O facto da banda referente ao poco 1 surgir menos
destacada pode dever-se a baixa concentracdo de pDNA as 12h e as bandas menos destacadas

nos poc¢os 13 e 14 podem dever-se a erros na introducdo das amostras nos respectivos pogos.
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Analisando os resultados electroforéticos (Figura 8), por comparacdo com os resultados
dos ensaios da Figura 6D (Figuras 9) as diferencas na concentracdo de pDNA sdo notorias pelo

que a intensidade das bandas dos pogos 1 a 12 (Figura 8) € inferior ao que é verificado nos

restantes pogos em ambas as figuras.
123456 7 8 9101112

Figura 7 — Electroforese em gel de agarose
correspondente aos resultados apresentados
na Figura 6A. Em todos os pogos foram
{ introduzidos 10uL de lisado clarificado e
3uL de loading buffer. Do pogo 1 ao 13
foram introduzidos lisados correspondentes
aos tempos de fermentagéo de 23 a 34h e no
poco 14 foi introduzido o lisado
correspondente as 36h de fermentagéo.
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Figura 8 — Electroforese em gel de agarose correspondente aos resultados
apresentados nas Figuras 6B (pogos 1 a 12) e 6C (pogos 13 a 24). Em todos 0s
pocos foram introduzidos 10pL de lisado clarificado e 3uL de loading buffer.
1 [ 2 ]3[4 ]5]6 7] 8]9oJ1wo]r1]i12
10h | 23h | 24h | 25h [ 26h | 27h | 28h | 30h | 31h | 31h | 33h | 34h
Figura 6B
13 [ 141516 [ 17 [ 18 [ 19 ] 20 [ 21 [ 22 [ 23 [ 24
10h | 23h | 24h | 25h [ 26h | 27h | 28h | 30h | 31h | 31h | 33h | 34h
Figura 6C

SIZE (bp) 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
WP!
gODO . e T R S iy [ |' Tore | ey

v -i"blm HD“Q

---_u nﬂuuuh

LLEET LT nmeE

3§

83
o

Figura 9 — Electroforese em gel de agarose correspondente aos resultados apresentados na Figura
6D. Em todos os pocos foram introduzidos 10uL de lisado clarificado e 3pL de loading buffer.
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No final, os coeficientes de rendimento observados para os ensaios das Figuras 6B, e D
foram respectivamente: Y xs=0,17gpcw/Jglucose; Y ps=0,10mgpona/Jglucose;
Y oix=0,59mMgpona/gpcw e Y xs=0,17gpcw/Jglucose; Y ps=1,20mgpona/Jglucose;
Yox=7,06mgeona/gocw. E  de  salientar a os coeficientes de produto/substrato e
produto/biomassa observados no ensaio do grafico 6D.

Em anexo, nas Figuras A.7B e D é possivel verificar que os parametros de fermentacéo

foram mantidos conforme programado.
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De forma a verificar a importancia da temperatura no periodo batch, realizou-se uma
fermentacdo a 37°C cujos resultados estéo representados na Figura 6C. A partir do volume de
glucose que foi debitado pela bomba, determinou-se que a taxa especifica de crescimento até
as 22h foide 0,11h™ e das 22h as 36h foi de 0,03h™. Particularmente neste caso, a metabolizagio
da glucose foi inferior ao verificado nos restantes ensaios apresentados na Figura 6. Apenas
neste ensaio foi possivel alcancar a DOsoo proxima da esperada as 10h de fermentacéo
(DO600=22; X~9,5gpcw/L). A DOeoo obtida as 10h neste ensaio foi de DOggo~21 (X~9,1gpcw/L)
e isto é explicado pelo facto de que quando foram iniciados os ensaios em fed-batch apenas era
tido como referéncia os valores dos anteriores ensaios que decorreram a 37°C e que permitiram
alcancar uma DOsoo= 22 no periodo homologo. Em anexo, na Figura A.7C esta representado o
grafico com as variacdes dos parametros de fermentacdo onde € possivel verificar que nao
ocorreram variacfes ndo programadas dos parametros de fermentacdo. A producdo de pDNA
rondou valores na ordem de 30mg/L e este resultado pode ser também destacado atraves da
analise dos resultados da electroforese representada na Figura 8. No final do ensaio, 0s
coeficientes  de rendimento  observados  foram  de  Yxs=0,18gpcw/Jgiucose;
Y ps=0,50mgponalJglucose; Y pix=2,75mgpona/gocw. Apesar do coeficiente de biomassa/substrato
ter superado o que foi conseguido no ensaio do grafico 6D, ndo foi suficiente para superar o
coeficiente de produto/biomassa, reforcando assim o impacto da temperatura de batch no
aumento da concentracéo de biomassa.

Em todos estes ensaios, a producdo de acetato manteve concentracdes iguais ou
proximas de zero.

Uma vez atingida uma concentracdo de pDNA proxima do que foi conseguido
(=114mg/L) em resultados previamente descritos (=140mg/L), 0 ensaio experimental seguinte

teve como objectivo testar o efeito do ar enriquecido em oxigenio.

4.1.2.2 Cultura em fed-batch com ar enriguecido em oxigénio
Comegou-se por calcular o k.a (coeficiente volumétrico de transferéncia de massa para

o oxigénio (h); k — coeficiente de transferéncia através do filme do lado do liquido (cm.h™); a
— area interfacial por unidade de volume de fase liquida (cm?.cm).

Para este fim, usou-se 0 método de oxidacdo de sulfito. Este método tira partido da
oxidacio de iGes sulfito em meio aquoso, pelo oxigénio, em presenca de ides Cu?* ou Co?*
como catalisadores. No final, a recta obtida foi [SO32](M) = —3,88 x 1075t(s) + 4,67 X
1072 (Figura A. 6A em anexo) e o k.a calculado foi de 52h™. Por comparagéo com resultados

obtidos com oxidacéo do sulfito por ar (Figura A. 6B em anexo), o valor de OTR foi superior
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(valor proporcional ao declive das rectas) devido ao aumento da forga motriz com que foi
adicionado o oxigénio puro. O valor de k.a foi inferior ao valor obtido por oxidacao do sulfito
por ar (38h™). E de salientar que este calculo n&o foi feito em condicdes reais de crescimento e
que o k.a depende do meio de cultura, da temperatura e do valor de OTR.

O ensaio cujo procedimento experimental incluiu ar enriquecido em oxigénio puro esta
representado na Figura 10. Analisando os valores de DO obtidos as 10h de fermentacdo nos

ensaios anteriores (DOs00~12), optou-se por recalcular o caudal desejavel, mantendo a taxa

GALG20 especifica de crescimento de pu=0,12h. O
30 20 suplemento em oxigénio foi introduzido no
25
— = —| momento em que foi iniciado o fed-batch. A
I 2 I NS
3 15 I\ o o £| taxa de alimentagdo sofreu ajustes com base
= g 0 E 82 " : :
=< 10 e | g > & | na concentracdo de biomassa obtida uma
A 10 <9 =
> 1 hora antes do inicio do fed-batch (DOs00~18;
2 1 6 11 16 21 26 31 36 0 X~7,8gpcw/L).). Entre as 10h e as 30h de
Tempo (horas) fermentacdo  apenas  foi  debitado
DCW Glucose Acetato pDNA )
aproximadamente 500mL de glucose a

Figura 10 — Resultado experimental em biorreactor operado 1759”— quando na realidade deveriam de ter

Swmz?ébgécgargzwo f/;rL Snzr(i)qucec::[;:jogtlal:rﬁocfiigcézgop:?gtz sido debitados 1,264L. Com base nestes

partir das 24h de fermentacao. valores, estimou-se que a taxa especifica de
crescimento seria de 0,07h?, contudo, até ao inicio do fed-batch estimou-se que a taxa
especifica de crescimento foi de 0,3h™.

Em anexo, na Figura A.7E esta representado o grafico com as variagdes dos parametros
fermentativos. Estes resultados remetem para a dificuldade em controlar a agitacdo aquando do
enriquecimento do ar em oxigénio. As bolhas de oxigénio ao se acumularem junto do sensor
fizeram com que a leitura da percentagem de oxigenio dissolvido no meio fosse superior a
percentagem real, levando a diminuicdo da agitacao.

Analisados os dados acima referidos, seria esperado que a producdo de pDNA néo
superasse o0 que foi possivel obter em ensaios homdlogos sem enriquecimento de ar, pelo que,
neste ensaio, a concentracdo de pDNA apresenta um valor maximo de concentracdo as 28h
(17mg/L). A oscilacdo das concentracdes pode dever-se a erros da recolha de amostragem ou a
fase de crescimento em que as células se encontravam aliado as deficientes condicbes de
arejamento e alimentacdo de glucose. Na Figura 11, é possivel verificar pela intensidade das
bandas que as 28h (poco 4) a concentracdo de pDNA é superior aquela que se verifica no final

da fermentacéo.
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No final, os coeficientes de rendimento observados foram de Y ys=0,17gpcw/Jgiucose;

Y p/s=0,13mMgpponal/Jglucese; Y pix=0,76mMgpona/gpcw.

1.2:.:13_4 5 _6.7_8

Figura 11 — Electroforese em gel de agarose
correspondente aos resultados apresentados na
Figura 10. Em todos os pogos foram
introduzidos 10uL de lisado clarificado e 3uL
de loading buffer. No pogo 1 a banda
corresponde as 23h de fermentagéo, no pogo 2
corresponde as 25h, no pogo 3 as 27h, no pogo
4 as 28h, no poco 5 as 30h, no pogo 6 as 32h, no
poco 7 as 34 e no pogo 8 as 35,5h.

4.2 Fermentacdo com glicerol como fonte priméria de carbono

4.2.1 Cultura em shake flask
No sentido de reproduzir resultados obtidos anteriormente a este estudo (Tabela 1),

foram feitas alguns ensaios em shake flask com glicerol como principal fonte de carbono. Nos
resultados prévios foi possivel concluir que o glicerol tem efeitos mais positivos em relacdo a
glucose em GALG20 na medida em esta estirpe ndo produz acetato, o que aliado ao baixo custo
desta substancia, € uma boa alternativa para aplica¢cdes em escala industrial face a outras fontes
de carbono mais dispendiosas como a glucose. No entanto, a taxa especifica de crescimento
com 20g/L de glicerol ¢ inferior [(0,60+0,05)h™] ao que se verifica com adigdo de (5+10)g/L
de glucose [(0,67+0,05)g/L] e o mesmo se verifica com a concentracdo de biomassa uma vez
que com glicerol (X=8,5gpcw/L) também é inferior que com a mesma adi¢do de glucose
(X=9,6gpcw/L). A concentracdo de pDNA em culturas com 20g/L de glicerol em estudos
anteriores ndo esta disponivel, contudo foram feitos ensaios com adicdo de (5+10)g/L de
glicerol [(79,4+7,0)g/L] que face a suplementacdo de 20g/L de glucose [(140,8+0,8)g/L] a
concentracdo obtida foi inferior. Assim, nestes ensaios pretendeu-se saber qual a concentracao
de pDNA possivel de se obter em crescimentos com meios de cultura suplementados com 20g/L
de glicerol.

Nestes ensaios foi também tido em conta dois tipos de frascos, com baffles (chicanas) e
sem baffles, reflectindo-se a sua importancia no crescimento bacteriano devido ao aumento da
oxigenacdo do meio.

Na Figura 12A é notavel a diferenca no crescimento comparando os tipos de frasco onde
decorreu o crescimento, verificando-se que, apenas o crescimento que decorreu em frasco com
baffles apresenta a concentracdo de biomassa (X~11,5gpcw/L) prevista para DH5a por
comparacdo com Gongalves et al. (2013) [3] e apresentados na Tabela 1 (11,3 £ 0,9gpocw/L))
para a estirpe DH5a.
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A taxa especifica de crescimento nos ensaios apresentados foi de 0,8h* em DH5a e
0,9h em GALG20. Em ambos os casos os valores obtidos foram superiores ao obtido em
ensaios anteriores ([(0,6+0,05)h™] em GALG20 e [(0,55+0,01)h™] em DH50).

A concentragdo de biomassa obtida em GALG20 (X~6,9gpcw/L) foi inferior ao que foi
obtido em resultados anteriores [(8,5+0,5)gpcw/L]. Em anexo, na Figura A.5 estdo
representados os graficos com as respectivas taxas especificas de crescimento.

A concentracdo de acetato verificada foi zero ou préximo de zero, como esperado.

Para a quantificacdo de pDNA do ensaio representado na Figura 12A, as amostras
recolhidas e analisadas correspondem ao crescimento que decorreu em frasco com baffles. As
concentracfes de pDNA obtidas no ensaio representado na Figura 12A foram bastante
inferiores ao que foi possivel obter no ensaio homologo representado na Figura 12C pelo que
se pode considerar que poderao ter ocorrido erros experimentais na recolha das amostras e/ou
preparacdo e analise dos lisados clarificados (quando foram realizados estes ensaios a
metodologia de extraccdo de pDNA ainda ndo estava consolidada). Nas Figuras 12B e 12C
foram desprezados os valores referentes a concentracdo de pDNA as 24h mas ainda assim,
verifica-se que a concentracdo maxima de pDNA obtido atingiu valores proximos ao que foi
anteriormente obtido com adi¢cdo de (5+10)g/L de glicerol. Desta forma, o uso de 20g/L nao

parece vantajoso se aplicado a niveis industriais.
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Analisando os resultados electroforéticos apresentados na Figura 4, por comparacgdo da
intensidade das bandas dos pogos 4, 7, 11 e 15 e 5, 8, 12 e 16 (Figuras 12B e 12C,
respectivamente) com os pogos 18, 21, 24 e 27 (Figura 12A) é possivel clarificar que houve
uma producao inferior de pDNA no ensaio representado na Figura 13A pelo que a intensidade
das bandas do referido ensaio é inferior ao que se verifica nos ensaios das Figuras 13B e 13C.

Apesar da concentracdo de pDNA obtido em GALG20 com glicerol como fonte
primaria de carbono néo ter superado o que foi possivel obter com glucose, tentou-se explorar
mais uma vez as potencialidades do glicerol por alteragéo das condigdes de crescimento. Assim,
foram feitos dois ensaios com GALG20 em biorreactor operado em fed-batch.

4.2.2 Cultura em biorreactor
A alimentacdo em fed-batch foi calculada para 175g/L de glicerol e com um débito de

bomba efectuado em intervalos de tempo de 20min (10h a 12h), 15min (13h a 19h), 10min (20
a 21h) e 5min (22h até ao final do fed-batch). Tal como nos ensaios efectuados com glucose,

foi tido em conta o volume maximo suportado pelo biorreactor.

A taxa de alimentacdo foi calculada obedecendo a equacdo descrita anteriormente e
usando os valores ja descritos para as variaveis, apenas foi alterado o valor de X, previsto para
0 inicio do fed-batch (tendo em conta os estudos de cultura em frasco a 37°C, corresponde a
DO600~16; Xp=7,0gpcw/L) € Yxs=0,3 gocw/Qglicerol.

No primeiro ensaio (Figura 13A) a taxa especifica de crescimento (estimada) alcancada
correspondeu ao que foi imposto pela equagdo (u=0,12h) podendo este valor ndo corresponder
ao real como referido anteriormente. Neste caso, estima-se que a taxa especifica de crescimento
tenha sido inferior pela concentracao de glicerol verificada no final da fermentacdo e 0 mesmo
se verifica na Figura 13B. A densidade Optica obtida as 10h foi apenas DOgoo~17. No ensaio
representado na Figura 13B a densidade dptica foi apenas DOeoo~3 (X~1,3gpcw/L). Este valor
pode dever-se a um erro experimental no calculo da densidade Optica para a inoculacdo no
fermentador. Os valores obtidos na Figura 13A para a producdo de pDNA apresentam
incoeréncia talvez devido a erros na recolha da amostragem que posteriormente se terdo
reflectido no calculo da concentracdo. Na Figura 14B é possivel ver o reflexo da concentracao
de biomassa na producdo de pDNA. Estes resultados sdo ainda confirmados nas analises
electroforéticas representadas nas Figuras 14 e 15 onde é possivel verificar a fraca intensidade
das bandas na Figura 15 (remete a Figura 13B) em comparacdo com a Figura 14 que representa

os resultados da Figura 13B. Dada a baixa concentracdo de biomassa do ensaio da Figura B,

24



seria de esperar que a concentracdo de pDNA néo superasse o que foi obtido no ensaio da Figura
13A.
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Figura 13 — Ensaios experimentais em biorreactor operado em fed-batch com GALG20 com glicerol como fonte
primaria de carbono. Na Figura A o inicio da alimentacdo foi as 10h e aumento da temperatura de 30°C para 42°C
as 24h. Na Figura B o fed-batch foi iniciado as 19h e o aumento da temperatura para 42° ocorreu as 35h.

Em anexo, nas Figuras A.8A e 8B estdo representados os graficos com as variagdes dos
parametros de fermentacdo onde é possivel verificar alteracdes ndo programadas da
temperatura. Verificou-se existir um problema no arrefecimento do pelo que o equipamento
ndo conseguiu responder ao aumento de temperatura dentro do biorreactor juntamente com a
elevada temperatura ambiente. Do ponto de vista da producdo de pDNA, a inducdo da
replicacdo do plasmideo no ensaio da Figura 13A aconteceu de forma precoce podendo até ter
afectado o aumento da biomassa pelo que a concentracdo desta se manteve até fim do ensaio
com uma variacao de [(11,6+0,8)gocw/L]. No ensaio representado da Figura 13B, o fed-batch
foi iniciado as 19h devido ao crescimento lento das células. No gréafico da Figura A.8B em
anexo, é possivel verificar a subida da temperatura no final da fermentacéo (35h). Esta subida
da temperatura coincidiu com a producdo de pDNA o0 que prova que a replicacdo do
pVAX1/GFP é induzida pela temperatura de 42°C Ainda no ensaio da Figura 13B as variacoes
de temperatura ao longo do ensaio foram notaveis, contudo, ndo foi determinante para afectar
a concentracdo de biomassa obtida. Outro ponto critico apresentado em anexo na Figura A.8 €
a percentagem de oxigénio dissolvido. Na Figura A.8A (remete Figura 13A) apresenta valores
proximos de zero, nomeadamente no periodo entre as 10h e as 15h e dificilmente atingiu o valor
programado de 30%. Apesar de no ensaio representado na Figura 13B ndo terem surgido
problemas relacionados com a percentagem de oxigénio dissolvido, a producdo de pDNA néo

foi superior ao ensaio da Figura 13A.
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Figura 14 — Electroforese em gel de agarose
correspondente aos resultados apresentados
na figura 13A. Em todos os pogos foram
introduzidos 10pL de lisado clarificado e
3uL de loading buffer. No poco 1 a banda
corresponde as 12h de fermentagdo, no pogo
2 corresponde as 23h, no pogo 3 corresponde
as 24h, no pogo 4 as 26h, no poco 5 as 28h,
no pogo 6 as 30h, no pogo 7 as 32h, no pogo
8 as 34,5h e no pogo 9 as 35,25h

Figura 15 — Electroforese em gel de agarose
correspondente aos resultados apresentados
na Figura 13B. Em todos os pogos foram
introduzidos 10pL de lisado clarificado e 3uL
de loading buffer. No po¢o 1 a banda
corresponde as 14h de fermentacéo, no pogo
2 corresponde as 18,3h, no poco 3 as 32,15h,
no pogo 4 as 35,15h, no pogo 5 as 37,15h e no
poco 6 as 38h.

5 Conclusao

5.1 Fermentacdo em shake flask com glucose e glicerol como fontes primarias de
carbono
De um modo geral, os resultados previstos ([9,6+0,2]gocw/L e [88,9£0,7]mgyonal/L) nas

fermentacdes em que a glucose foi usada como fonte priméria de carbono foram alcangados
(=7,5gpcw/L e ~95mgppnal/L). Nas fermentacdes que decorreram na presenca de glicerol como
fonte primaria de carbono foi possivel obter concentragdes de pDNA na ordem das 66mg/L em
GALG20 (ndo disponiveis resultados prévios para comparacdo) e uma concentracdo de
biomassa na ordem de 7,5¢g/L que foi ligeiramente inferior ao obtido em ensaios prévios [(8,5%
0,5]g/L).

5.2 Fermentacdo em biorreactor operado em fed-batch com glucose como fonte

primaria de carbono.
Na primeira fase da fermentacéo, decorre a formacao de biomassa durante a operacao a

30°C e a 37°C verificando-se vantajoso para 0 aumento da biomassa que esta fase decorra a
37°C. No entanto, apds o processo fermentativo entrar em fed-batch, a biomassa continua ainda
a ser formada. Depois da temperatura atingir os 42°C, é alcancada a fase estacionaria com
previsdo de um aumento substancial na producdo de pDNA [17].

O salto na temperatura permite que determinados genes fiquem sobre-expressos
enquanto outros tenham 0s seus niveis de expressdo diminuidos bem como aumentar

consideravelmente o nimero de cépias do plasmideo como descrito por Lin-Chao et al.
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(1992)[18]. Dentro dos genes que estdo sobre-expressos encontram-se o0 mic e crp. O IpdA é
activado e o ptsG é down-regulated [7]. O gene mic codifica para a proteina Mlc que é
responsavel pela diminuicdo da producdo de acetato quando o crescimento celular esta
comprometido e é um severo repressor de operdes catabdlicos cujos produtos estdo ligados ao
metabolismo de aclcar [19]. O gene crp codifica para uma proteina de sinal que forma um
complexo com cAMP capaz de activar ou reprimir a transcricdo por ligacdo a locais especificos
dentro ou proximo de promotores de diferentes genes [20]. O gene IpdA codifica para a proteina
lipoamida desidrogenase (LPD) e é um componente do complexo piruvato desidrogenase que
faz a ligagéo entre a glicolise o Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos [21]. Assim, a activacio deste
gene vai aumentar a energia da célula necessaria ao metabolismo. O gene ptsG é responsavel
pelo transporte especifico de glucose no sistema de fosfotransferase [22]. Este gene ao ficar
down-regulated vai permitir um maior fluxo de carbono na via glicolitica, estimulando a
producéo de nucleotidos.

Os ensaios efectuados com borbulhamento de oxigénio teriam como objectivo aumentar
a concentracdo de pDNA produzido face ao processo homologo na auséncia de enriquecimento
do meio em oxigénio. Durante a operacéo verificou-se um deficiente controlo da percentagem
de oxigénio dissolvido pelo biorreactor na medida em que, devido ao acumular de bolhas de
oxigénio junto do sensor, a leitura dos valores nédo foi real tendo-se comprovado 0 mesmo
atraves da recolha de uma amostra de meio do fermentador e respectiva quantificagdo com outro
sensor externo. Verificou-se também a impossibilidade em operar o biorreactor a 30% de
oxigénio pelo que foram feitas varias tentativas por meio de alteracdo dos parametros de
agitacdo de forma a tentar manter a percentagem de oxigenio dissolvido constante.
Futuramente, este problema podera ser solucionado com recurso a valvulas capazes de permitir
fazer o devido controlo da concentracdo de oxigénio no meio liquido. Aliando este facto ao
anormal funcionamento da bomba de alimentacéo, considera-se estes resultados inconclusivos.
Na medida em que ficou por conhecer a verdadeira razdo da diminuicao da producéo de pDNA,
futuramente ter-se-a4 que melhorar a forma de operar o biorreactor de modo a permitir atingir
0s objectivos pretendidos. Mediante estudo e analise da base tedrica subjacente a esta
dissertacdo (melhoramento genético e condicdes de crescimento) e tendo em conta os resultados

positivos obtidos € possivel fundamentar a continuidade deste estudo.
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5.3 Fermentacdo em biorreactor operado em fed-batch com glicerol como fonte
primaria de carbono
Apesar de todas as tentativas efectuadas, ndo foi possivel atingir o objectivo proposto.

As alteracBes inesperadas da temperatura s6 posteriormente foram detectadas pelo que a
inducdo da replicacdo do plasmideo ocorreu antes de atingida a biomassa suficiente para que
todo o processo fosse industrialmente rentavel. Num dos ensaios apresentados o crescimento
celular foi lento com oscilacGes da temperatura no decorrer do ensaio e com consequente
prolongamento do tempo de fermentacao.

Semelhante ao que ocorreu no caso em que a alimentacdo decorreu com glucose, o
anormal funcionamento da bomba de alimentacdo faz com que os resultados obtidos nédo
possam ser validados na totalidade nem comparados com o que foi obtido no estudo anterior
(Gongalves, 2013).

Ainda que os valores da taxa especifica de crescimento tenham sido os valores previstos
no calculo da taxa de alimentacédo, ndo se pode concluir que esse valor seja exacto pois 0 volume

debitado ndo corresponde ao que foi verdadeiramente metabolizado.

5.4 Considerac0es globais
Analisando os resultados globais apresentados na Tabela 5, o0 crescimento em

biorreactor potenciou 0 aumento da biomassa produzida mas ndo o aumento da concentracdo
de pDNA, A concentracdo de pPDNA méxima obtida, ainda que tenha sido em crescimento em
biorreactor ndo mostra ser industrialmente rentdvel em comparagdo com a concentracdo
méaxima obtida em crescimento em shake flask. O efeito do glicerol como fonte primaria de
carbono em conjunto com os restantes parametros de fermentacdo em biorreactor mostrou ser
pouco rentavel industrialmente uma vez que a concentracdo de pDNA méaxima obtida foi de
27,98mg/L.

Tabela 5 — Resultados globais dos ensaios experimentais descritos.

Estirpe Fonte de Modo de Duragéo da Kinal [PDNAJfina Yys Yois Yoix
carbono operagéao fermentagdo  (gocw/L) (mg/L) (9ocw/Gsubstrato) (M GpoNA Gsubstrat) (M Ppona/Tpew)
_______ DHS. _ Glucose 24h 4,22 1,99 0,46 0,13 0,28
GALG20 5+10g/L Fed-batch 24h 4.24 95,35 053 6.33 119
Shake flask 24h 128 64,22 0,87 4,27 4,91
------- DI Glicerol 20g/L Batch : ; , : ,
GALG20 24h 75 66.23 0,50 4,40 8.80
GALG20 Glucose R 36h 23,3 114,18 0,70 0,46 0,66
- Fed-batch
GALG20 Glicerol 36h 135 27,98 0,28 0,64 2,29
GALG20 Glucose Fed-batch 36h 10,8 13,0 0,17 0,13 0,76
com Oz

* — fed-batch com borbulhamento de ar.
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Tendo em conta os problemas ocorridos durantes os crescimentos em biorreactor,
acredita-se ainda ser possivel modular e aumentar a produgdo de pDNA na presenca de glicerol
e com enriquecimento do ar em oxigenio.

Em suma, se os resultados obtidos com ar enriquecido em oxigénio e com glicerol como
fonte priméria de carbono em fed-batch fossem positivos, uma alternativa seria juntar os dois

métodos de modo a potenciar um processo rentavel e aceite a nivel industrial.
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ANEXOS



1 Rectas de calibracéo
1.1 Concentragdo de biomassa

GALG20 06 GALG20
0,6 ¢
- 0433x y=0414x
. 0’4 R2 = 0,985 g 014 R%= 0,985 “..'
CSOD Y OS ®
Q0,2 = 00,2 ®
=} o
0,0 # 0,0 #
0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0 1,5
A Xgpew/L B Xgpew/L
DH5a
0,8
y =0,498x
0,6 RZ=0965 4~
£ L
304 el
o K
a e
0,2 a5 ®
i
0,0 &
0,0 0,5 1,0
C Xgpcw/L

Figura A. 1 — Rectas de calibracdo determinadas para o calculo da concentragéo de biomassa (Xgocw/L) valido para valores de
DOesoo de 0 a 0,6 em GALG20 e 0 a 0,7 em DH5a. No grafico A, a recta foi calculada a partir de um crescimento com glucose
como fonte primaria de carbono, no grafico B a recta foi calculada a partir de um crescimento com glicerol como fonte primaria
de carbono e o grafico C foi obtido a partir de um crescimento com glicerol como fonte primaria de carbono.

1.2 Concentracdo de pDNA

. PDNA Figura A. 2 — Recta de calibragdo
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1.3 Concentragdo de metabolitos

2 Taxa especifica de crescimento

GALG20 DH5a
5 5
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Acetato Figura A. 3 — Rectas de calibragdo determinadas para
1,0E+06 calcular as concentragdes de glucose, glicerol e
T8OE+05 |y = 102E+05x acetato a partir de cromatogramas. Os valores sdo
g R? = 9,97E-01 . vélidos para concentragdes de glucose e glicerol de
% 6,0E+05 1g/L a 50g/L e de acetato de 0,5g/L a 10g/L.
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Figura A. 4 — Taxas especificas de
crescimento dos €nsaios
representados nas Figuras 3A, 3B,
3C e 3D, respectivamente A, B, C e
D.



Figura A. 5 — Taxas especificas de
DH5a GALG20 crescimento referentes as figuras 13A,
5 5 13B e 13C respectivamente, A, Be C.
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Figura A. 6 — Grafios representativos do célculo do k.a. O gréfico A corresponde ao calculo do ki.a com oxigénio puro e o
gréfico B corresponde ao célculo do k.a com borbulhamento de ar obtido pelos alunos de Laboratérios de Engenharia Bioldgica

Il do Instituto Superior Técnico.



4 Variagdo dos parametros de fermentacao
4.1 Fed-batch com glucose como fonte primaria de carbono
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Figura A. 7 — Variagdo dos parametros de fermentacéo referentes aos graficos 6A, 6B, 6C, 6D e 10, respectivamente A, B, C,
DeE. —nex pH —— poz

Temp.



4.2 Fed-batch com glicerol como fonte priméria de carbono
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Figura A. 8-Variacdo dos parametros de fermentacéo referentes as figuras 13A e 13B, respectivamente, A e B.
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5 Script para programacao da bomba de alimentacgao

<code>
<?php
function gera_setpoint($intervalo_in,$hora_start_in,$hora_end_in,$sec_on_in,$sec_off_in)
{
$a=0;
for ($i = $hora_start_in; $i <= $hora_end_in; $i++, $a++) {
$max_j=(60/$intervalo_in)-1;
for ($j = 0; $j <= $max_j; $j++) {
$intervalo=S$intervalo_in;
$aux1=$j*$intervalo_in;
$aux2=($j*$intervalo_in)+1;
$sec_off=$sec_off_in;
$sec_on=$sec_on_in; /I$sec_off=60-$sec_on; // arredondamentos..
$sec_until_next="60.00",;
$sec_until_next_zero="0.00";
echo "0\t".$i."\t".$aux1."\tPump 1 time off\t".$sec_off[$a]." \r\n <br>";
echo "0\t".$i."\t".$aux1."\tPump 1 time on\t".$sec_on[$a]." \r\n <br>";
}
1
} /1 end gera_setpoint()
function gera_setpoint_horario($hora_start_in,$hora_end_in,$sec_on_in,$sec_off _in)
{
$a=0;
for ($i = $hora_start_in; $i <= $hora_end_in; $i++, $a++) {
$sec_off=$sec_off_in;
$sec_on=$sec_on_in;
echo "0\".$i."\tO\tPump 1 time off\t".$sec_off[$a]." \r\n <br>";
echo "O\t".$i."\tO\tPump 1 time on\t".$sec_on[$a]." \r\n <br>";

} // end gera_setpoint_horario()

gera_setpoint(20,10,12,[114.50,129.09,14555],[1085.50, 1070.91, 1054.45]);
gera_setpoint(15,13,17,[123.08,138.78,156.47,176.42,198.91],[776.92,761.22,743.53,723.58,701.09]);
gera_setpoint(10,18,21,[149.51,168.58,190.07,214.30] [450.49, 431.42, 409.93, 385.70]);
gera_setpoint(5,22,26,[120.81,136.22, 153.58, 173.17, 195.24],[179.19, 163.78, 146.42, 126.83,
104.76]);

?>

Figura A. 9 — Script
informatico usado para
programar a bomba de
alimentacio do
fermentador  Electrolab
no ensaio representado na
Figura 6B e 6C.




