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RESUMO

MARTHOS, B. V. Influéncia de diferentes meios de cultura em cultivos de
Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 para producdo de polissacarideo
capsular. 2012. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A bactéria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae (pneumococo) € um patégeno
humano transmitido principalmente por aerosséis. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude, anualmente, 1,6 milhdes de criancas morrem devido aos diversos tipos de
doencas pneumocdcicas graves. Atualmente, as vacinas sdo a principal estratégia
de combate ao patégeno e a capsula polissacaridica (PS) é o antigeno por ser o
principal fator de viruléncia. As diferentes composicbes do PS que envolve o
pneumococo permitem classifica-lo em mais de 90 sorotipos. No Brasil, os sorotipos
1, 14 e 6B estédo entre os prevalentes. Assim, o Instituto Butantan vem estudando
uma nova vacina conjugada mirando justamente esses sorotipos. Portanto, 0s
objetivos deste trabalho foram: i) estabelecer um método de dosagem do PS1; ii)
selecionar a melhor cepa de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 para a producéo
de PS1; iii) avaliar diferentes peptonas na composicdo do meio de cultura e
investigar os efeitos de quatro componentes do meio através de um planejamento
experimental fracionado; iv) propor um novo meio de cultura e/ou estratégia de
cultivo com base nos resultados do planejamento. Apos o cultivo em frascos de nove
cepas em meio de cultura com hidrolisado de caseina (Casaminoacidos) 3%, as
cepas ST 595/01 e ST 710/03 apresentaram maiores producdo de PS1 e
crescimento celular e foram selecionadas para avaliacdo em biorreator. A cepa ST
595/01 foi selecionada por apresentar producdo de PS1 duas vezes superior a ST
710/03. Trés peptonas foram testadas em cultivos em biorreator com a cepa
selecionada: Casaminoacidos e dois hidrolisados de soja, Phytone e Soytone. O
Phytone foi escolhido para integrar 0 meio de cultura por apresentar a maior
producdo de PS1, 298mg/L. Um planejamento fatorial fracionado (2**) envolvendo o
extrato de levedura (EL), Phytone, L-asparagina (Asn) e L-glutamina (Gln) foi
realizado em reatores de 5L. O Phytone apresentou efeito positivo e significativo
(p<0,10) para producdo maxima de biomassa, PS1, acetato e lactato. O EL
apresentou efeito positivo e significativo para a producdo de biomassa. O
aminoacido Asn nao apresentou efeitos significativos e poderia ser excluido da
composicdo do meio, enquanto que Gln apresentou efeito apenas sobre a producao
de PS1, porém este efeito foi menor do que o verificado para Phytone. Deste modo,
um novo meio de cultura foi testado com base em Phytone (15 g/L), EL (2 g/L) e
glicose (20 g¢g/L) empregando duas estratégias: descontinuo e descontinuo
alimentado. O cultivo alimentado levou a producdo de biomassa quase duas vezes
maior e 2,5 vezes maior de PS1 do que o descontinuo.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Planejamento experimental.
Polissacarideo capsular sorotipo 1. Peptonas. Batelada alimentada.



ABSTRACT

MARTHOS, B. V. Influence of different culture media on Streptococcus
pneumoniae serotype 1 cultivations to produce capsular polysaccharide. 2012.
111 p. Masters thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2012.

The Gram-positive bacterium Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a
human pathogen largely transmitted by aerosols. Annually, 1.6 million children die
worldwide due to severe invasive pneumococcal disease (WHO, 2010).
Pneumococcal vaccines are the main strategy against this pathogen and the
capsular polysaccharide (PS) is the major pneumococcal antigen and virulence
factor. The pneumococcus can be classified in more than 90 different serotypes due
to the high structural diversity of PS composition. Recently, serotypes 1, 14 and 6B
have been reported to be prevalent in Brazil, and then Instituto Butantan has been
studying a new conjugate vaccine targeting these serotypes. Thus, the objectives of
this work were: i) establish a method to measure PS1 concentration; ii) screen S.
pneumoniae serotype 1 strains to identify the best producer of PS1; iii) evaluate
three different peptones for PS1 production and investigate the effects of four
components of the culture medium by a design of experiment; iv) propose a new
culture medium/strategy of cultivation based on the results. After cultivation of nine
strains in 3% Casamino acids-based medium, strains ST 595/01 and ST 710/03 were
chosen for further evaluation in bioreactor because both presented high values of
PS1 and biomass. In bioreactor, ST 595/01 presented PS1 production two fold higher
than ST 710/03 and was selected to the next experimental phase. Three peptones
were tested in bioreactor culture using ST 595/01 strain: 3% Casamino acids, 3%
Soytone and 3% Phytone. The highest PS1 production (298mg/L) was reached with
Phytone, which was chosen to integrate the medium. Finally, a design of experiment
(2*Y) was carried out to evaluate the effects of yeast extract (YE), Phytone, L-
asparagin (Asn) and L-glutamin (GIn) on cultivation. Phytone presented positive
effects (p<0.10) for maximum production of biomass, PS1, acetate and lactate. YE
just demonstrated positive effects for biomass production. GIn exerted a minor
positive effect on PS1 production. Asn did not evidence significant effects and could
be removed from the medium. Hence, these results suggested a new culture medium
based on Phytone (15 g/L), YE (2 g/L) and glucose (20 g/L) that was evaluated by
two cultivation strategies: batch and fed-batch in reactor. The fed-batch culture
showed biomass production almost two-fold higher and PS1 production 2.5-fold
higher than batch culture.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Design of experiments. Capsular
polysaccharides serotype 1. Peptones. Fed-batch.
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1 INTRODUCAO

Em 1880 ocorreu o primeiro isolamento da bactéria Streptococcus
pneumoniae (pneumococo) por Sternberg nos EUA e por Pasteur na Franca. A
partir de entdo, surgiu uma estreita relacdo entre os estudos do pneumococo
com o desenvolvimento de importantes fundamentos cientificos nas areas da
bacteriologia, genética e terapias antimicrobianas (SIBER; KLUGMAN;
MAKELA, 2008). Austrian (1999) também lista e relaciona o desenvolvimento
de alguns dos marcos da biologia com o estudo do pneumococo, tais como: 0
advento da reacdo de Quellung, a coloracdo de Gram, a compreensao da
capacidade da molécula de DNA transmitir a informagcdo genética (AVERY;
HORSFALL, 1943) e uma série de outros fundamentos da imunologia. O
Streptococcus pneumoniae pode ser considerado um patdgeno extraordinario
gracas a variada gama de doencas provocadas e o fato de ser o responsavel
pela maior quantidade de mortes relativas a um unico patdogeno (MCALISTTER
et al., 2011).

1.1 Doencas pneumocécicas

O pneumococo é uma bactéria patogénica exclusivamente humana,
transmitida principalmente por aerossois. Segundo os dados de novembro de
2010 da Organizacdo Mundial de Saude, os casos de pneumonia matam
anualmente 1,6 milhGes de criancas em todo o mundo — menores de cinco
anos de idade em sua maioria (World Health Organization, 2010). A pneumonia
pode ser definida como uma infeccao respiratéria aguda que afeta os pulmdes,
ela pode ser provocada por virus, bactérias ou até fungos, mas seu principal
agente causal € justamente o0 pneumococo. Além da pneumonia, o
pneumococo também causa infecgcdes como meningite, otite aguda do ouvido
médio, sepse, sinusite e bacteremia. Globalmente, foram registrados 14,5
milhdes de casos graves de doencas pneumocdcicas em criancas entre 1-59
meses; 0 que resultou em 826.000 mortes no ano de 2000 no mundo (O’BRIEN

et al., 2009). Os principais grupos de risco, onde a incidéncia de doencgas
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pneumocadcicas € maior, sdo criangas menores de 2 anos e adultos maiores de
65 anos.

Dentro deste contexto, o declinio dos indices de meningites causadas
por Haemophilus influenzae tipo b devido a introducdo de uma vacina efetiva
colocou o pneumococo como o principal agente causal de meningite bacteriana
em criancas (TOTAPALLY; WALSH, 1997). No Brasil, a incidéncia de
meningite pneumocodcica foi de 31,7/100.000 em criangas menores de 1 ano e
24,7/100.000 em criancas menores de 5 anos (KO et al., 2000; REIS et al.,
2002). Tal como verificado para H. influenzae tipo b, a vacinagao tem sido a

maneira mais eficiente para prevencéao da infeccdo pneumocacica.

1.2 Pneumococo e capsula polissacaridica

S. pneumoniae € uma bactéria Gram-positiva, cuja morfologia pode se
apresentar na forma de cocos, diplococos lanceoladas ou cadeias
(BRANDILEONE, 2003). Sua superficie consiste de trés estruturas distintas:
membrana plasmatica, parede celular e capsula polissacaridica, conforme
ilustra a Figura 1.

A membrana plasmatica apresenta estrutura conservada, com moléculas
de acido lipoteicdico inseridas na bicamada lipidica. A parede celular de
bactérias Gram-positivas é composta por peptidoglicanos e frequentemente
contém os acidos teicoico e lipoteicoico e ainda ancora diversas proteinas de
superficie.

O acido teicbico contém residuos de colina e € um dos responsaveis
pela resposta inflamatdria intensa observada na infeccdo por pneumococo. Da
literatura, constata-se que o principal fator de viruléncia do pneumococo € a
capsula envoltoria de PS.

A cépsula do S. pneumoniae € formada por um polissacarideo (PS) e
possui papel importante na patogenia microbiana, incluindo a inibicdo da
fagocitose, a prevencao da deposicdo do complemento, a aderéncia a células
do hospedeiro e a contribuicdo para processos inflamatorios (VENTURA et al.,

2006). A expressdo da capsula é importante para a sobrevivéncia deste
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microrganismo no sangue e estéd fortemente associada com a capacidade do
pneumococo em causar doengas invasivas (BENTLEY et al., 2006).

Cada linhagem de pneumococo caracteriza-se pela producdo de um
tnico PS. Inicialmente as cepas de pneumococo foram classificadas em
sorotipos com base na reacdo com o soro de pacientes infectados, atualmente
sabe-se que cada sorotipo apresenta um PS com uma composi¢cao molecular
diferente (WEINBERGER et al., 2009) e, com o0s avancos das técnicas, novas
estruturas tém sido caracterizadas, por exemplo, 0s novos sorotipos do grupo 6
(BRATCHER et al., 2009; PARK et al., 2007). Atualmente mais de 90 sorotipos
distintos ja foram identificados. A distribuicdo dos sorotipos varia entre regides
geogréficas, ao decorrer do tempo e nas diversas faixas etarias das
populacdes (SIBER; KLUGMAN; MAKELA, 2008).

Figura 1 - llustracdo do esquema do envoltério celular e compartimentos celulares
principais do pneumococo
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FONTE: (a) Adaptado de CDC / Janice Carr (2012); dominio publico;
(b) adaptado de Tapiainen (2004)
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A biossintese do PS ocorre geralmente pela via da flipase/polimerase
ou Wzx/Wzy-dependente (Figura 2), com excec¢ao dos sorotipos 3 e 37 que s&o
sintetizados pela via da sintase. Assim, através da via Wzx/Wzy-dependente, a
grande maioria dos sorotipos sintetiza suas capsulas pela transferéncia de um
monossacarideo fosfato inicial para um nucleotideo difosfato ligado a um

lipideo carregador que esta associado a membrana plasmatica.

Figura 2 - Mecanismo de biossintese do PS em Streptococcus pneumoniae
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FONTE: Adaptado de Bentley (2006)

Entdo, depois de seguidas transferéncias sequenciais de
monossacarideos, a unidade repetitiva € externada através da membrana
citoplasmatica pela Wzx flipase e a Wzy polimerase se encarrega de ligar as
unidades repetitivas individualmente para produzir o polissacarideo capsular
ainda ligado ao lipideo carregador. Por fim, o complexo Wzd/Wze transloca o
PS maduro para a superficie celular e deve ser o provavel responsavel pelo

ancoramento do mesmo na peptideoglicana (BENTLEY et al., 2006).
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1.3 Historico das vacinas pneumocécicas

Em 1926, Felton e Bailey isolaram pela primeira vez um polissacarideo
capsular (PS), o que culminou com a primeira vacina baseada em PS
(BOGAERT, 2003). Em 1942, nos EUA, comecaram 0s primeiros tratamentos
de humanos com antibiotico, no caso a penicilina (SIBER et al., 2008). O
consequente avanco dessas terapias, que em um primeiro momento
mostraram-se muito eficientes contra as doencas pneumocécicas, retirou o
foco do mercado nas vacinas (AUSTRIAN, 1981). No entanto, pouco tempo
apos a insercao de tratamentos a base de antibi6ticos, foram relatados os
primeiros casos de linhagens resistentes, que persistiram apesar do surgimento
de novas classes de antibidticos (AUSTRIAN; GOLD, 1964). Sobre o grave
problema de resisténcia a antibidticos em Streptococcus pneumoniae, 0 ponto
de vista conservador de Maher et al. (2012) sugere que a melhor politica na
luta contra a resisténcia seja mesmo a prevencao.

Em 1977, foi licenciada a vacina polissacaridica 14-valente que foi
expandida em 1980 e tornou-se a 23-valente (composta por 23 PS purificados
dos sorotipos de maior prevaléncia nos EUA), com cobertura tedrica estimada
em 80% da populacéo adulta norte americana (BOGAERT, 2003). Seus efeitos
foram benéficos na diminuicdo de bacteremias pneumococicas em idosos nos
EUA (JACKSON et al., 2003) e de doencas invasivas pneumocadcicas na
Espanha (VILA-CORCOLES et al., 2010). No Canada n&o houve relacdo entre
a reducéo do risco de morte ou hospitalizacéo pela vacinacdo com a 23-valente
em grupos de alto risco (JOHNSTONE et al., 2010). Nos ultimos vinte anos a
vacinacdo de populacdes idosas, do ponto de vista da saude publica,
demonstrou 6timo custo-beneficio para os governos da Europa (AMENT et al.,
2000), Turquia (AKIN et al., 2011) e Estados Unidos (WEAVER et al., 2001).
Na regido da Catalunha o custo-beneficio também foi observado e a idade
recomendada para vacinacao caiu para adultos maiores de 45 anos (PLANS,
2002).

Entretanto, os resultados observados apos a introducdo da 23-valente
mostraram uma grave limitacdo dessa vacina: a baixa protecdo em criangas
menores de dois anos (DARKES; PLOSKER, 2002). Esse fato fez o meio
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cientifico buscar estratégias mais eficazes para a prevencdo de doencas
pneumocécicas nesta faixa etaria, uma vez que as taxas de mortalidade por
pneumococo permaneceram altas. Estudos datados de 1929 ja mostravam que
a ligacdo covalente do PS a proteinas aumentava sua imunogenicidade
(POLAND, 1999). Assim, uma nova geracdo de vacinas foi introduzida no
mercado: as vacinas conjugadas.

Em 2000, foi licenciada a vacina conjugada polissacarideo-proteina 7-
valente (Prevenar, Wyeth Lederle Vaccines), composta pelos PS dos sorotipos
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, prevalentes na populacdo infantil dos EUA,
ligados covalentemente a proteina diftérica CRMig7 (HICKS et al., 2007). Um
dos impactos imediatos da insercdo da vacina conjugada 7-valente foi a
reducdo do numero de casos de doencas pneumocdcicas invasivas (PULIDO;
SORVILLO, 2009) e da incidéncia absoluta de linhagens resistentes a
antibidticos, culminando com a reducdo do uso desse tipo de medicamento
(DAGAN; KLUGMAN, 2008). Estudos também relatam a reduc&o dos sorotipos
inclusos na vacina entre os portadores assintomaticos (O BRIEN, 2007).

Em 2009, a vacina 10-valente foi licenciada na Europa com adi¢cdo dos
PS dos sorotipos 1, 3 e 5 aos ja presentes na 7-valente, nesta vacina
conjugados com a proteina-D do H. influenzae. Em 2010, foi licenciada nos
Estados Unidos a 13-valente com a adicdo dos PS dos sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F
e 19A aos da 7-valente, porém conjugados a proteina CRM97. A PCV13, no
Canada, preveniu mais casos de pneumonia do que a PCV10. O custo
beneficio da campanha de vacinagdo com PCV13 também apresentou
melhores resultados ao governo que a campanha anterior com PCV10,
representando uma economia aos cofres publicos canadense de 5.7 milhdes
de ddélares (EARNSHAW et al., 2012).

A principal limitacdo dessas vacinas conjugadas reside na inerente
substituicdo de sorotipos prevalentes no decorrer do tempo (TROTTER et al.,
2010), ou seja, a incidéncia dos sorotipos incluidos nas vacinas diminui na
populacdo, deixando espaco para sorotipos ndo vacinais tornarem-se
dominantes. No inicio de 2011, a vacina 10-valente foi introduzida no

calendério nacional de vacinagéo do Brasil.
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1.4 Sorotipo 1

Apesar de existirem 90 sorotipos patogénicos, dados recentes sugerem
gue 11 sorotipos mais comuns sdo responsaveis por 75% das infeccdes
pneumocadcicas no mundo. Nos EUA e Europa os sorotipos pediatricos mais
importantes sao 14, 6, 19 e 23 (FRIEDLAND; CRACKEN, 1994), enquanto que
nos adultos predominam os sorotipos 3, 4, 7, 8 e 14 (DAGAN, 2004). Nos
paises em desenvolvimento € comum encontrar também os sorotipos 1 e 5 em
adultos (MANGTANI; CUTTS; HALL, 2003).

No Brasil, levando-se em conta todas as faixas etarias, existem 13
sorotipos responsaveis por 75% dos casos de doencgas invasivas, sendo que
1/3 do total de casos séo provocados pelos sorotipos 1, 6B e 14. O sorotipo 14
€ responsavel por 35,9% dos casos da doenca na faixa etaria de 0-6 anos e
por 10,8% de 6-14 anos. O sorotipo 6B € 0 segundo em prevaléncia na faixa
etaria de 0-6 anos, com 11% dos casos, e responsavel por 6% dos casos de 6-
14 anos. O sorotipo 1 € responsavel por 5,6% dos casos das doencas
invasivas entre 0-6 anos e 7,3% entre 6-14 anos. A distribuicdo de prevaléncia
dos sorotipos se altera com a idade e o sorotipo 3 passa a ser prevalente entre
a populacdo de 15-60 anos, com 9,3% dos casos e na populacdo maior de 60
anos com 14,6% dos casos (OMS, 2005). Desde a sua identificacdo em 1913 o
sorotipo 1 tem se mantido como uma das principais causas das doencas
pneumocécicas mais graves (BRUEGGEMANN; SPRATT, 2003). Além de ser
um dos poucos sorotipos associados a surtos em pequenas regides ou
comunidades fechadas e possuir altas taxas de ataque (LEIMKUGEL et al.,
2005). Gupta et al. (2008) registraram um pequeno surto de pneumonia
pneumocécica ocasionada pelo sorotipo 1 em uma escola no nordeste do
Reino Unido, o que corrobora o historico deste sorotipo, pois 0s surtos de S.
pneumoniae frequentemente relacionam o sorotipo 1 a individuos de alto risco
(ex. alcodlatras) em diminutos bolsées populacionais isolados, mesmo em
paises desenvolvidos. Devido a importancia epidemiologica para a populacao
brasileira citada, o sorotipo 1 foi escolhido para o desenvolvimento deste

trabalho.
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O polissacarideo da capsula do sorotipo 1 (PS1) apresenta uma
estrutura composta pela repeticdo do trissacarideo: —3) a-2-acetamido-4-
amino-2,4,6-trideoxigalactose (1—4) a-D-acido galacturénico (1—3) a-D-acido
galacturénico (1—, também representado por —3) AAT-Gal (1—4) GalA (1—3)
GalA (1— e esquematicamente ilustrado na Figura 3.

O PS1 também contém uma quantidade ndo estequiométrica de grupo
O-acetil (STROOP et al., 2002). O acido galacturénico € parte componente do
PS1, integrando aproximadamente 60% de sua massa total (LINDBERG,
1980). Alguns métodos de quantificacdo de acidos urbnicos (acido idurbnico,
glucurénico e galacturdnico) estdo em uso desde o fim da década de 60 e os
mais estudados se referem a medidas por orcinol, carbazol e m-hidroxidifenil
(MHD). Dentre esses, o MHD foi 0 método que apresentou menor interferéncia
de pentoses e hexoses (BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN, 1973).

Algumas modificagbes desse método parecem diminuir ainda mais 0s
niveis de interferéncias por acucares neutros (pentoses e hexoses,
basicamente) com a adicdo de sulfamato anteriormente a aplicacdo do
reagente m-hidroxidifenil responsavel pelo surgimento do cromégeno
(FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991).

Figura 3 - Formula estrutural da unidade repetitiva que compde o PS1
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FONTE: (WU et al., 2010)

De forma alternativa, alguns métodos de quatificacao de polissacarideos
baseados em outros principios, diferentes dos colorimétricos atrelados a

hidrélises &cidas e reacdes quimicas, tém sido estabelecidos na literatura. Por
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exemplo, Chen e Wang (2009) utilizaram o conhecido detergente brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) para ressuspender o biopolimero acido hialurénico e
assim quantifica-lo através da turbidez provocada pelos compostos insollveis.

Ja Widmer (2011) utilizou cromatografia de troca ibnica para quantificar
o &cido galacturbnico com acetato de sédio e cloreto de sd6dio como fase

movel.

1.5 Cenario atual dos bioprocessos com S. pneumoniae

No Brasil, a demanda continua gerada pelo programa de vacinagédo
federal implica na necessidade da producéo industrial de vacinas e, portanto,
no desenvolvimento de tecnologias adequadas para atender tais demandas. A
auséncia de informacdes a respeito da producdo de PS - devido
provavelmente aos segredos industriais das grandes empresas farmacéuticas —
praticamente obriga os paises em desenvolvimento, como o Brasil, a criarem
suas proprias tecnologias na producéo de vacinas.

Até o momento, a literatura ndo disponibiliza muitos estudos sobre
processos fermentativos envolvendo S. pneumoniae e o sorotipo 1 ndo é
excecdo. O Unico trabalho encontrado sobre o processo fermentativo de
producédo de PS1 foi realizado em frascos com uma cepa aleatéria da ATCC
em meio de cultura infusdo de cérebro e coracdo, obtendo-se
aproximadamente 35mg/L de PS1 (KIM et al., 1996). Ja para o sorotipo 3,
através de uma analise de superficie de resposta, o efeito do pH, agitacdo e
concentracdo de glicose foi avaliado em cultivos controlados em fermentador.
Os resultados apontaram para um ponto 6timo de producao de PS3 a pH = 7,5,
180 rpm e glicose 1%, alcancando 256mg/L (SHENG-DE et al., 2009). Também
em fermentador, Gongalves et al. (2006) mostraram que a adi¢do de ar durante
a fase estacionaria em cultivos do sorotipo 23F estimulou a liberacdo de PS
para 0 meio de cultura, atingindo aproximadamente 466mg/L de PS23F no
sobrenadante.

Segundo Gogola et al. (2010), que estudou o metabolismo do
pneumococo em cultivos continuos, a producdo de PS14 é associada ao

crescimento celular, entdo a estratégia de producdo de PS14 deve focar na alta
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densidade celular e condicbes de limitacdo de nutrientes visando elevar a
eficiéncia da conversdo substrato a células e PS, o que poderia ser atendido,
por exemplo, por uma batelada alimentada.

Atualmente, do ponto de vista de otimizagdo de processos, a batelada
alimentada possui um vasto historico de sucesso entre uma grande e diversa
gama de microrganismos (DIETZSCH et al., 2011; JALLOULI et al., 2012; LI-
HUI et al., 2012; SETLHAKU et al., 2012; YU et al.,, 2012). No entanto, a
literatura carece de conhecimento a respeito do comportamento de cultivos em
batelada alimentada envolvendo o Streptococcus pneumoniae, até os dias de
hoje, nenhum artigo cientifico que utilize esta estratégia para producao de PS

foi publicado para esse microrganismo.

1.6 Fonte de carbono e energia

As bactérias laticas constituem um grupo de microrganismos Gram-
positivos unidos por uma seérie de caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e
fisiologicas. Essas bactérias produzem o acido latico como principal produto
final da fermentacdo de carboidratos (SALMINEN; WRIGHT; OUWEHAND,
2004).

O Streptococcus pneumoniae faz parte do grupo das bactérias laticas e
apresenta metabolismo anaerdbico aerotolerante com o acido latico como
metabolito principal. A producdo de ATP ocorre por fosforilagdo ao nivel do
substrato, onde uma molécula de carboidrato (ex: glicose) segue a classica via
metabodlica da glicdlise até lactato, acetato ou formiato, conforme ilustra a

Figura 4.
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Figura 4 - Principais vias metabolicas do Streptococcus pneumoniae
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Como ja era esperada, a analise genémica do pneumococo mostrou a
inexisténcia dos genes requeridos para que se realize qualquer cadeia
transportadora de elétrons, seja ela aerébia ou anaerdbia (HOSKINS et al.,
2001). Além disso, por ndo possuir nenhum dos 18 genes que propiciam a
realizacao do ciclo de Krebs (ou Ciclo dos &cidos tricarboxilicos) o pneumococo
também ndo consegue gerar os precursores de determinados aminoacidos,
como aspartato e glutamato. Deste modo, para que haja a duplicacdo celular
plena, surge a necessidade de se formular meios de cultura que primem pela
robustez nutritiva e fornecam os aminoacidos que 0 pneumococo nao sintetiza
naturalmente.

A sintese do PS requer a producéo de aglUcares precursores ligados a
nucleotideos (Figura 4), os quais dependem da atuacdo de enzimas
especificas para serem sintetizados. Com relacdo aos componentes da

unidade repetitiva do PS1, sabe-se que o AAT-Gal é derivado de “pools” de
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acucares disponiveis no ambiente intracelular, pois 0 mesmo é incorporado em
outras estruturas celulares, como o acido teicdico. A via que sintetiza o GalA
ainda permanece desconhecida. (SIBER; KLUGMAN; MAKELA, 2008).

De modo geral, a fonte de carbono universal para microrganismos € a
glicose. A oxidacéo total da glicose (resultando em CO; e H,O) é um processo
exergdnico, que libera uma quantidade de energia equivalente a 2870 KJ.mol ™.
Nas células, essa transformacao é estritamente acoplada a sintese de ATP, um
processo endergbdnico. Microrganismos anaerobios, como o pneumococo,
realizam a oxidacéo parcial da glicose a piruvato e produzem menos de 10%
do total de ATP que a oxidacao completa é capaz de proporcionar. Ainda assim
esses microrganismos conseguem suprir sua demanda energética
(MARZOCCO; TORRES, 2010). Como a duplicacdo celular é inibida pela
producdo de acidos organicos, que sao o produto final do metabolismo
energético desses microrganismos, a producdo de biomassa é
consideravelmente baixa.

Em cultivos continuos do sorotipo 14 com meios quimicamente definidos
a concentracdo de glicose alterou o metabolismo energético, variando entre
homolatico e misto respectivamente com concentracdes elevadas e em
condicbes de limitacdo de glicose, o que tem grande influéncia sobre a
producdo de células, aproveitamento da fonte de carbono e,
consequentemente, na producdo de PS14. A glicose deixou de ser limitante
acima de 15 g/L (GOGOLA et al., 2010).

1.7 Fonte de nitrogénio

Como ja dito, em geral, bactérias laticas sdo microrganismos fastidiosos
gue requerem fontes de aminoacidos ou peptideos exdgenos para realizarem o
crescimento celular 6timo (SALMINEN; WRIGHT; OUWEHAND, 2004). As
proteases do envelope celular sdo enzimas chave nesse processo, pois iniciam
a quebra dos grandes complexos protéicos em oligopeptideos que serdo
transportados para o0 ambiente intracelular onde sofrerdo a acgédo de
aminopeptidases (LIU et al., 2010). Para Streptococcus thermophilus, um

estudo com mutantes negativos para a peptidase PepS mostrou que existe
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uma correlagéo entre o crescimento celular e diferentes meios de cultura, pois
houve menor crescimento dos mutantes negativos em meios menos ricos em
aminoacidos (THOMAS et al., 2009). Por ser uma bactéria de alta exigéncia
nutricional, os meios de cultura usados em cultivos de pneumococo costumam
ser enriquecidos com extrato de levedura, peptona e aminoacidos.

Fornecedores de extrato de levedura descrevem-no como sendo um
concentrado de porcdes sollveis de células da levedura Saccharomyces
cerevisiae autolisadas. Deste modo ndo é considerado um produto de origem
animal, além de ser um substituto ao soro fetal bovino em formulacées de meio
de cultura para células eucaridticas. O extrato de levedura fornece vitaminas
(complexo B), aminoacidos (18 no total, dentre eles a L-asparagina e L-
glutamina), peptideos e carboidratos totais ndo especificados (108,2 mg/qg).

As peptonas de soja comerciais sdo compostos hidrolisados por
processos enzimaticos e apresentam altas concentracbes de vitaminas e
carboidratos, além de aminoacidos. A peptona derivada do leite, ou hidrolisado
de caseina, ndo possui em sua formulacdo os aminoacidos L-glutamina e L-
asparagina devido a hidrdlise acida (etapa de producdo) que os degrada.
Experimentos em frascos com o sorotipo 1 mostraram que a adicdo de um
coquetel de aminoacidos (metionina, fenilalanina e treonina) aumentou a

producéo de PS1 em duas vezes (KIM et al., 1996).

1.8 pH

Alguns estudos envolvendo cultivos de pneumococo apontaram algumas
faixas de pH efetivas no crescimento celular e na producéo de PS. O efeito do
pH inicial em cultivos em frascos, para o sorotipo 1, mostrou uma faixa 6tima
de pH entre 6-8 (KIM et al., 1996). Sheng-De et al. (2009) encontraram pH 7,5
como ponto 6timo para producédo de PS3 ap6s um planejamento experimental
com trés fatores (concentracdo de glicose, agitacdo e pH) em cinco niveis.

1.9 Planejamento de experimentos

O desenvolvimento de um processo ou produto depende quase sempre

de um grande numero de variaveis. O planejamento consciente dos
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experimentos que devem ser realizados para determinar, e mesmo quantificar
a influéncia das variaveis sobre as respostas desejadas, € indispensavel para
qgue resultados confiaveis sejam obtidos e para que andlises estatisticas
consistentes possam ser realizadas. Portanto, quantificar o efeito das variaveis
do processo através das técnicas do planejamento experimental, com o
objetivo de obter informacdes que otimizem rendimentos e processos, € de
fundamental importancia para a area de implementacdo de controle de
processos (RODRIGUES; IEMMA, 2009). O planejamento de experimentos nos
fornece uma gama de técnicas que possibilitam a extracdo da informacédo
desejada proveniente dos resultados alcancados. Dentre essas muitas
técnicas, os planejamentos fatoriais fracionados séo vistos como uma espécie
de triagem de variaveis, além de serem extremamente econémicos e utilizados

nos estudos de dezenas de fatores de uma unica vez (NETO et al., 2001).

1.10 Motivacéo

O Instituto Butantan desde 1901 possui em suas atribuicdes a producao
de imunobioldgicos voltados a Saude Publica. O Instituto esta vinculado a
Secretaria de Estado da Saude de S&o Paulo e é responsavel por mais de 93%
dos soros e vacinas produzidas no Brasil. Seus produtos séo direcionados ao
Ministério da Saude, que os distribui de forma estratégica e gratuita a
populacdo através do Sistema Unico de Saude. O Centro de Biotecnologia é o
braco do Instituto voltado a pesquisa de novas vacinas e forneceu estrutura
para que este trabalho fosse desenvolvido como parte integrante do Projeto
Tematico FAPESP “Vacina conjugada antipneumocdcica: Estudos sobre a
viabilidade de uma vacina Polissacarideo — Proteina A de superficie de
pneumococo”. Assim, espera-se que, futuramente, os esforcos empregados
neste trabalho ajudem a compor uma eficiente vacina conjugada direcionada a
populacdo brasileira, jA que as atuais vacinas conjugadas sdo importadas e
devido ao elevado preco, se tornam extremamente onerosas para 0 governo

brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar meios de cultura para Streptococcus pneumoniae sorotipo 1

gue favorecam a producédo de polissacarideo capsular.

2.2 Especificos

2.2.1 Estabelecimento do método de dosagem de PS1

Estabelecer um método que quantifique a concentracdo de PS1 liberado

no sobrenadante durante os cultivos.

2.2.2 Selecéo de cepa

Selecionar a cepa de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 que seja a

melhor produtora de PS1.

2.2.3 Escolha da peptona

Escolher a peptona mais favoravel a producdo de PS1 em cultivos
descontinuos de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1, comparando um
hidrolisado acido de caseina, Casaminoacidos, e dois hidrolisados enzimaticos

de soja, Soytone e Phytone.

2.2.4 Avaliacdo dos efeitos de quatro componentes do meio de cultura em trés

niveis através de um Delineamento Fatorial Fracionado (2*%)

Investigar a influéncia de diferentes concentracfes de extrato de
levedura, peptona, L-asparagina e L-glutamina em bateladas de Streptococcus
pneumoniae sorotipo 1 através de cultivos exploratdérios guiados por um

planejamento experimental fracionado (2*%).
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2.2.5 Avaliacdo do novo meio de cultura

Investigar o comportamento do Streptococcus pneumoniae sorotipo 1
sob a influéncia do novo meio de cultura proposto e testd-lo em um cultivo

descontinuo alimentado sob condi¢des simuladas previamente em Anabio 1.2.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Estabelecimento do método de quantificacdo de PS1

A medida de &cidos urbnicos pelo método m-hidroxidifenil (MHD) de
acordo com o proposto por Filizetti-cozzi e Carpita (1991) foi escolhida para a
guantificacdo do PS1. Para isso fez-se necessario estabelecer as condicbes
ideais para medir PS1 em amostras do sobrenadante da cultura. A Figura 5
esquematiza o protocolo do método.

Figura 5 - Procedimento do método MHD com possivel adicdo de sulfamato

ﬁ/a Dialise — 48 h
Amostra \/

Sobrenadante

Sutramato el

H,SO, (100°C)

\

Reacao colorimétrica
MHD

V

Leitura a 525 nm

FONTE: (MARTHOS, 2012)

3.1.1 Efeito da adicédo do sulfamato

Foram realizadas duas medidas com o tempo de hidrolise previamente
estabelecido (secdo 3.1.2), a primeira com e a segunda sem adicdo de
sulfamato. O meio de cultura fresco foi utilizado para comparar o efeito da

adicdo de sulfamato sobre a interferéncia de componentes do meio no método.



34

3.1.2 Efeito do tempo de hidrdlise

Foram realizados quatro ensaios separadamente variando-se o0 tempo
de hidrdlise com acido sulftrico concentrado a 100 °C em 10, 20, 30 e 40
minutos. A amostra foi composta de 10 ug de PS1 purificado adquirido da

ATCC. O método MHD com adi¢éo de sulfamato foi empregado.

3.1.3 Teste de reprodutibilidade

O teste de reprodutibilidade foi realizado ao se medir duas vezes as
amostras do mesmo cultivo seguindo o protocolo estabelecido nas etapas

anteriores.

3.1.4 Comparacao do MHDS com imunoensaio de ELISA

A validacdo do método foi realizada por meio da comparagcdo entre a
guantificacdo de PS1 de um dos cultivos do ponto central pelo método MHD
com adicdo de sulfamato e pelo ELISA de captura. O MHDS seguiu protocolo
estabelecido anteriormente e o ELISA de captura seguiu o protocolo
estabelecido em nosso laboratoério (FIGUEIREDO et al., 2012).

3.2 Meios de cultura

A composicdo do meio de cultura utilizado nas etapas experimentais de
selecdo de cepas, escolha da peptona e delineamento fatorial fracionado esta
apresentada nas Tabelas 1 e 2. As seguintes peptonas foram usadas:
hidrolisado &cido de caseina ou Casaminoacidos (Bacto'™ Casamino Acids,
BD/Difco) e dois hidrolisados enzimaticos de soja, Bacto™ Soytone hidrolisado
com pepsina e Phytone™ Peptone hidrolisado com papaina, ambos também
fornecidos pela BD/Difco (APENDICE D).
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Componentes g/L
Peptona ® 30,00
Extrato de levedura 20,00
L-glutamina 0,650
L-asparagina 0,10
Glicose 20,0
Fosfato bipotassico 5,00
Bicarbonato de sédio 1,00
Colina 0,010
*Solucéo de sais 0,2
¥ Acido tioglicélico 10% 0,1

"Concentracdo expressa em porcentagem (v/v)
4Casaminoéacidos, Phytone ou Soytone

Sublinhado: reagentes que tiveram suas concentracfes variadas durante os

experimentos do delineamento fatorial fracionado
FONTE: (MARTHOS, 2012)

Tabela 2 - Composicao da solucdo de sais

Componentes g/L
MgSO,. 7 H,O 250
FeS0O,.7 H,O 2,50
ZnS0O,4 . 7 H,0O 0,40
MnSQO, . H,0O 0,18
*Acido cloridrico 1,0

“concentracdo expressa em porcentagem (v/v)
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A composicdo do meio de cultura THY utilizado no preparo do banco

semente do S. pneumoniae sorotipo 1 esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo do meio THY

Componentes g/L
Todd e Hewitt 30,0
Extrato de levedura 5,0

FONTE: (MARTHOS, 2012)

A composicdo do meio de cultura semi-sélido agar sangue com base

nutriente em Brain Heart Infusion (BHI) utilizado no preparo do lote de trabalho

do Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 esta apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicao do meio agar sangue

Componentes g/L
Agar 20,0
BHI 37,0
*Sangue de carneiro 5,0

* Concentragéo expressa em porcentagem (v/v)
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A composicao do meio de alimentacéo 4 concentrado empregado para
o cultivo descontinuo alimentado esta mostrada na Tabela 5.

Tabela 5 — Composi¢cdo do meio de alimentacado 4 vezes concentrado

Componentes g/L
Peptona @ 60,00
Extrato de levedura 8,00
Glicose 80,0
Fosfato bipotassico 5,00
Bicarbonato de sédio 1,00
Colina 0,010
#Solucdo de sais 0,2
* Acido tioglicélico 10% 0,1

% Peptona selecionada
# Concentracdo expressa em porcentagem (v/v)
FONTE: (MARTHOS, 2012)

3.3 Selecéao de cepas

3.3.1 Microrganismos

Nove cepas congeladas de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1,
provenientes do Instituto Adolfo Lutz, foram cedidas pelo Laboratério de
Biotecnologia Molecular do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan: ST
710/03, ST 716/03, ST 1012/01, ST 714/05, ST 29306/09, ST 477, ST 595/01,
ST 592/03 e ST 1079.
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3.3.2 Preparo dos estoques congelados

Para o preparo dos estoques do nosso laboratério, inicialmente as cepas
previamente congeladas foram crescidas em meio liquido THY (Tabela 3) a 37
°C em atmosfera de aproximadamente 3% de CO, até alcancar densidade
otica (DO) em 600 nm préxima de 1,0. Em seguida, a suspensao bacteriana foi
centrifugada a 2.655 g por 15 minutos a 4 °C. As células foram ressuspendidas
no mesmo meio THY contendo 30% de glicerol, aliguotadas em criotubos e

conservadas em nitrogénio liquido.

3.3.3 Cultivos em frascos

Foram realizados dois ensaios independentes, incubados a 37 °C em
estufa TECNAL modelo TE-391, em regime estatico e ambiente microaerofilico
(aproximadamente 3,0% de CO, com extin¢cdo parcial do oxigénio por meio de
chama de vela).

O primeiro ensaio foi realizado com diferentes volumes de indculo de 10,
25 e 50 pL do estoque congelado para cada cepa em tubos contendo 50 mL de
meio liquido com Casaminoacidos (Tabelas 1 e 2). O segundo ensaio foi
realizado sob as mesmas condicbes que o primeiro, porém utilizando-se
apenas 50 yL como volume de inoculo.

As cepas que apresentaram os melhores resultados em frascos foram
submetidas ao teste final de selecdo em biorreator com o meio de cultura

contendo Casaminoacidos, conforme mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Experimentos para a selecdo de cepas de S. pneumoniae sorotipo 1

\ 9 cepas / E E
\/ \ 8 /
cepas
v
Vol. de inéculo:
% Z4: Vol. de in6culo:
Regime estatico
3° Ensaio
PN
/ O 2 cepas O Condigoes 5L \
== 36°C
pH 7,0 e 0,1 vvm de N,
Qp Qp 200 rpm

FONTE: (MARTHOS, 2012)

3.3.4 Cultivos em biorreatores

Para os cultivos em biorreator, os inoculos foram crescidos em frascos
de 500 mL em meio de cultura liquido a partir de 100 uL do estoque congelado.
A Figura 6 resume a sequéncia de experimentos tanto em frascos como em
reator para selecdo de cepa. A incubacao foi realizada como descrito para 0s
cultivos em frascos (sec¢do 3.3.3). O crescimento celular foi acompanhado até
gue fosse possivel obter uma concentracdo celular suficiente para alcancar DO

inicial de 0,1 no biorreator, empregando-se o volume calculado pela equacao 1.
DO inoc X VOl inoe = 0,1 X VOl reator Eq- (1)
Deste modo, o volume inoculado nos reatores variou entre 200 mL e 250

mL. Foi empregado o biorreator BIOFLO 2000 (New Brunswick), conforme

mostra a Figura 7, com volume de 5 L, agitacdo em 200 rpm, temperatura em
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36 °C, vazédo de N, gasoso em 0,54 L/min. O pH foi controlado em 7,0 pela
adicado automatica de NaOH 5 M.

Figura 7 - llustracdo do biorreator empregado neste trabalho

Ee —H Es //—-// A - Saida de amostra

B - Entrada de NaOH 5M

G
D C - Sonda de pH

D - Termometro

Ee - Entrada de dgua na

ab &L BT .
tina
i serpen
1 < 0 -/ Es - Saida de dgua na

serpentina

F - Entrada para
borbulhamento de
N gasoso

J G - Condensador
B 0 acoplado a saida de ar

P 8 H - Rotor acoplado ao
0 eixo central

| - Seringa com
8 o antiespumante

0 69 F J - Impelidor

0 K - Manta térmica

s %00°00 4 L - Entrada para o

s LR indculo
0°0 0 <,
N N
0 -
filtrado
- [ | K

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Amostras foram retiradas do biorreator a cada 30 minutos. O
crescimento celular foi medido pela DO imediatamente ap6s amostragem, 10
ml da suspensao foram centrifugados a 8.228 g e o sobrenadante congelado a
-20 °C para posterior dosagem de PS1 liberado no sobrenadante, carboidratos

residuais no meio e acidos organicos produzidos.
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3.4 Escolha da peptona

3.4.1 Preparo do lote congelado da cepa selecionada

Uma ampola com a cepa liofilizada escolhida teve seu conteudo
ressuspendido e semeado em quatro placas de agar sangue (Tabela 3.4)
incubadas por 18 h a 37 °C e atmosfera a 3% de CO,. ApGs a incubagéo, as
células de cada placa foram ressuspendidas e esta suspensao foi usada para
inocular 50 mL de meio THY de modo a obter DO inicial proxima de 0,1. A
cultura foi incubada sem agitacdo a 37 °C em atmosfera a 3% de CO,. O
crescimento foi acompanhado até DO=1,0 e as células foram centrifugadas a
3.214 g por 15 minutos. O pellet foi ressuspendido com 4,70 mL de THY e
glicerol esterilizado foi acrescentado para uma concentracdo final de 30%.
Distribuiu-se 300 pL da suspensao final por criotubo e o lote foi congelado em

N> liquido.

3.4.2 Cultivos e meios de cultura

Foram realizados seis cultivos submersos — trés duplicatas - em
biorreator BIOFLO 2000 com volume de 5 L (Figura 7). Os meios de cultura
foram elaborados como descrito nas Tabelas 1 e 2 alterando-se apenas 0s
tipos de peptona. Trés peptonas foram testadas na concentracdo de 30 g/L:
Casaminoacidos, Soytone e Phytone. Os inéculos foram crescidos em frascos
Schott com 250 mL de seus respectivos meios apos a injecédo de 300 uL do lote
de trabalho. As condi¢des de cultivo do inéculo e da cultura em reator foram as

mesmas descritas na secao 3.3.4.
3.5 Delineamento fatorial fracionado
Os meios de cultura foram elaborados seguindo a matriz proposta por

Rodrigues e lemma (2009) para delineamentos fatoriais fracionados com

quatro fatores (2*%), conforme mostra a Tabela 6. Ao todo foram realizados
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doze ensaios em reator de 5 L nas mesmas condi¢des do item 3.3.4, dos quais
guatro foram replicatas do ponto central (O, O, 0, 0).

Tabela 6 - Composicao dos meios de cultura do delineamento fatorial fracionado

Valores codificados  Extrato de levedura  Peptona Asparagina  Glutamina

(X1, X2, X3, X4) X1 (g/L) X2 (g/L) X3 (/L) X4 (/L)
(-1,-1,-1,-1) 2,0 50 0,135 0,03
(+1,-1, -1, +1) 10,0 50 0,135 0,7
(-1, +1, -1, +1) 2,0 15,0 0,135 0,7
(+1,+1, -1, -1) 10,0 15,0 0,135 0,03
(-1, -1, +1, +1) 2,0 50 0,435 0,7
(+1,-1, +1, -1) 10,0 50 0,435 0,03
(-1, +1, +1, -1) 2,0 15,0 0,435 0,03
(+1, +1, +1, +1) 10,0 15,0 0,435 0,7
(0,0,0,0) 6,0 10,0 0,285 0,365

* Concentracdes constantes para todos os cultivos: glicose 20 g/L, fosfato bipotassico
5,0 g/L, bicarbonato de sédio 1,0 g/L colina 0,01 g/L, solucao de sais 0,2 % e acido
tioglicdlico 0,1 %

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Em relacdo aos meios de cultura utilizados nos experimentos anteriores,
apenas quatro componentes tiveram sua concentracdo variada em trés
diferentes niveis. O ponto central representado por “0” refere-se as
concentracfes intermediarias, ja +1 e -1 remetem as concentracdes dos niveis
superiores e inferiores, respectivamente. Os resultados (efeitos, erro padréo,
intervalos de confiancas, teste de hipéteses e médias) foram analisados com o
programa STATISTICA 8.0 (StatSoft LTDA). Com relacdo ao meio de cultura,
optou-se por ndo variar a concentracdo de glicose, pois € de conhecimento
prévio que este componente exerce papel fundamental no crescimento celular
e como o planejamento fatorial fracionado exige faixas amplas para a
visualizacdo dos efeitos, concluiu-se que seus efeitos seriam certamente
influenciados por zonas de limitacdo ou inibicdo pelo substrato, mascarando o
efeito dos demais componentes do meio de cultura, como este cenario nao era
o desejado, fixou-se a glicose em 20 g/L. As faixas de concentragéo escolhidas
para a peptona de soja e extrato de levedura no nivel +1 foram 15,0 g/L e 10,0
g/L, respectivamente, ou seja metade dos 30,0 g/L e 20,0 g/L adicionados até

entdo. Esta opcéo foi tomada pois acreditou-se que tanto a peptona de soja
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como o extrato de levedura, ambos fonte de nitrogénio, estivessem sendo
adicionados em quantidades excessivas. Portanto, buscaram-se valores
balanceados que, concomitantemente, n&o limitassem o0 crescimento

microbiano e ndo desperdicassem 0S onerosos nutrientes em questao.

3.6 Cultivos adicionais para avaliagdo do novo meio

Foram realizados dois cultivos, um descontinuo e um descontinuo
alimentado, ambos com o meio de cultura proposto apds o planejamento
fatorial fracionado. Por meio de uma simulagdo através do software Anabio 1.2
(SILVA et al., 2003), estimou-se a vazao de alimentacéo constante (0,5 L/h), o
volume inicial (3,0 L) e o fator de concentracdo do meio de alimentacao (4y)
para a peptona selecionada, EL, glicose (Tabela 5). Os demais componentes
do meio de cultura foram mantidos nas mesmas concentracfes do meio da
batelada como descrito na Tabela 5. As condi¢cdes de cultivo foram as mesmas

descritas na secao 3.3.4.

3.7 Andlises

3.7.1 Determinacao da viabilidade celular dos estoques congelados

A viabilidade celular dos estoques congelados foi determinada por
plagueamento de diluicdes seriadas das amostras em agar sangue (Tabela 4) e
o resultado foi expresso em unidades formadoras de colbénias por mL
(UFC/mL).

3.7.2 Determinacao do crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado em intervalos de 30 minutos
pela medida da DO a 600nm (espectrofotometro HITACHI U1800) e a
biomassa foi estimada de acordo com a curva de calibracdo preparada como

segue.
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3.7.3 Preparo da curva de calibracdo para conversao de DO em massa seca

Aproximadamente 200 ml de caldo fermentado foram amostrados de dez
cultivos em biorreator (um da secao 3.4 e nove da secao 3.5) antes da fase
estacionaria. As células foram inativadas com formaldeido 2%(v/v) por 24 horas
a temperatura ambiente. Centrifugou-se a suspensdo de células inativadas a
10.621 g a 4 °C por 30 minutos. O pellet foi ressuspendido em 100 mL de
salina e novamente centrifugado. Em seguida, retirou-se o sobrenadante, o
pellet foi ressuspendido em 10 mL de salina e foram preparadas suspensdes
com diferentes DO. As suspensdes foram distribuidas em tubos previamente
secos e pesados. Os tubos com a suspensao celular foram entdo secos em

estufa a 65 °C por 72 horas e pesados para determinacdo da massa seca.

3.7.4 Determinacado da concentracdo de PS1 no sobrenadante

As amostras do cultivo foram centrifugadas a 8.228 g a 4°C por 15
minutos e o sobrenadante livre de células foi submetido a 48 horas de dialise
em membrana (12 kDa de corte nominal) contra agua destilada. Nova
centrifugacéo a 8.228 g a 4 °C por 10 minutos foi feita para eliminar material
precipitado. A concentracdo de PS1 no sobrenadante da cultura foi
determinada pelo método m-hidroxidifenil seguindo o protocolo estabelecido
como descrito na secéo 3.2. A determinacédo do PS1 foi feita utilizando o acido
galacturbnico como padrdo e, uma vez que este aclcar compde
aproximadamente 60% da massa do PS1, os valores de acido galacturénico
obtidos foram multiplicados por 1,66 para obtencédo da concentracdo de PS1. O
meio de cultura fresco dialisado foi empregado como controle de interferentes

no método.



44

3.7.5 Determinacgdo da glicose residual e concentracéo de acidos organicos

A producao de acidos organicos e o consumo de glicose do meio foram
guantificados por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) modelo
Shimadzu 10Avp em coluna Aminex HPX-87H (BioRad), fase mével de H,SO,
5 mM, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 60 °C. Os acuUcares foram
detectados por indice de refracdo e os acidos organicos por ultravioleta a 210

nm.
3.7.6 Controle de pureza

A pureza dos cultivos foi acompanhada por coloracdo de Gram e
plagueamento em agar sangue (Tabela 4). As placas foram incubadas em
ambiente microaerofilico por 24 h a 37 °C e por mais 24 h em aerobiose para
verificacdo da presenca de contaminantes.

3.8 Determinacao de parametros

As equacOes empregadas para estimativa dos parametros de cultivo

estdo apresentadas na Tabela 7.



Tabela 7 - Célculo dos parametros usados na andlise dos resultados
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R . Unidade de
Parametros Nomenclatura Equacgobes )
medida
Maxima velocidade
Coef. angular da reta 1
especifica de crescimento Mmax . a h
ajustada
Concentragdo maxima de
i Cy Cyx= DOgps* FC g/L
biomassa
Concentragdo maxima de ) )
Chps1 Medida direta mg/L
PS1
Concentragdo maxima de ] ]
Clac Medida direta g/L
lactato
Concentracdo maxima de ] ]
Cace Medida direta g/L
acetato
Converséao de glicose a Yoo _ (Cxmix — Cxi) g de célula/g
biomassa (Csi — Csf) de glicose
Converséao de glicose a
Yesus (CPS1 méx — CPS1) mg de PS1/g
PS1 = - de glicose
(Csi — Csf)
Converséao de glicose a Yoo Y = (Clac méx — Claci) g de lactato / g
lactato (Csi — Csf) de glicose
Converséao de glicose a Yo _ (Cace max — Cace i) g acetato / g de
acetato (Csi— Csf) glicose
Producéo especifica 3
¢ p Precpec _ Ppslmax mg de PS1/g
méaxima de PS1 Cx em P51 max de célula

% No grafico LN (DO) x Tempo (h), ajustou-se uma reta com os pontos que resultassem em R?

= 0,99, aproximadamente

FONTE: (MARTHOS, 2012)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento do método de quantificacdo de PS1

Como ja mencionado, o PS1 € um polimero composto por 60% de
moléculas de &cido galacturbénico. Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973)
compararam a quantificacdo de amostras de mucopolissacarideos compostos
de diferentes &cidos urdnicos por trés métodos: orcinol, carbazol e m-
hidroxidifenil (MHD). O método MHD foi o mais sensivel e especifico na
determinacdo de acido galacturénico, pois os meétodos orcinol e carbazol
apresentaram grande interferéncia de pentoses e hexoses, respectivamente.

Em uma adaptacdo deste método, Filizetti-Cozzi e Carpita (1991)
propuseram a juncdo do método MHD com a adicao de sulfamato (MHDS) para
diminuicdo de interferéncias (GALAMBOS, 1967). Assim, o protocolo de
Filizetti-Cozzi e Carpita (1991) foi escolhido como ponto de partida para
realizacado do presente trabalho.

Primeiramente, o meio de cultura fresco, que ndo contém PS1 ou acido
galacturdnico, foi dialisado e empregado para avaliacdo da interferéncia de

seus componentes no método, conforme mostra a figura 8.

Figura 8 - Efeito da adi¢do de sulfamato no método MHD

0,16 -
| I
_ 0,121 |
g ]
O 0,081
0,04 ]
|
0,00 : : :
Presenca Auséncia

Sulfamato

*amostras do meio de cultura fresco dialisado
FONTE: (MARTHOS, 2012)
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A adicdo de sulfamato, tal como mostrado anteriormente por Filizetti-
Cozzi e Carpita (1991), diminuiu a interferéncia dos componentes do meio no
cromdgeno, como mostrou a Figura 8, e foi incorporado ao método.

Em seguida, o tempo 6timo de hidrélise acida para o PS1 foi
determinado. Um teste de comparacdo de média (ANOVA one-way) foi
realizado através do software STATISTICA 8.0 e indicou médias sem
diferencas significativas (p<0,05) para os tempos 20, 30 e 40 minutos. De
posse desse resultado, optou-se por 40 minutos como tempo de hidrdlise
padrdo do método MHDS para que fosse garatido a hidrélise maxima de PS1.
A Figura 9 mostra o comportamento ascendente da formacdo de cromogeno

MHD-GalA proveniente da hidrélise de PS1 em func&o do tempo.

Figura 9 - Efeito dos diferentes tempos de hidrélise no método MHDS
0,08
0,06

0,04

DO 525nm

0,02

0,00-

20 30 40
Tempo (min)

*amostras com 10 pg de PS1 (ATCC)
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A reprodutibilidade do MHDS foi entdo avaliada pela medida de PS1
presente nas amostras dialisadas do sobrenadante do cultivo em reator, como
mostra a Figura 10. Uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de
acido galacturénico apresentou excelente correlagcdo (R?=0,98) com a curva
padrao realizada com concentragbes conhecidas de PS1 puro. O coeficiente
angular da reta foi proximo de 1,0 (APENDICE A).
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Figura 10 - Reprodutibilidade do método MHDS para determinacdo da concentragédo
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FONTE: (MARTHOS, 2012)

Finalmente, o MHDS foi comparado e validado com um método muito

mais especifico, o imunoensaio ELISA de captura. Com ambos os métodos

tanto o perfil de producdo como a ordem de grandeza das concentracfes de

PS1 foram os mesmos, o que validou o método MHDS para a determinacdo da

concentracdo de PS1 e confirmou sua exatiddo, conforme mostra a Figura 12.

Tanto o método MHDS quanto o ELISA apresentaram diminuto erro

padrdo médio, mostrando que ambos foram bastante precisos. O ELISA

apresentou maior especificidade e menor detec¢éo de interferentes do meio de

cultura fresco. A comparacao entre os métodos esta apresentada na Tabela 8.
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Figura 11 - Comparacéo entre o ELISA de captura e o método MHDS
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*Quantificagdo do PS1 no sobrenadante dialisado de cultivos
FONTE: (MARTHOS, 2012)

Tabela 8 - Comparacao entre métodos de quantificacdo de PS1 em amostras de
cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1

MHDS ELISA
Especificidade Moderada Alta
Interferentes® 10% 1%
Erro padrdo médio + 5,0 mg/L + 9,0 mg/L

Preparo da amostra Didlise e centrifugacéo

Volume de amostra 100 pL 100 pL
Tempo de trabalho por
18h 1,8h
amostra
Residuos Acido sulfarico OPD
Simplicidade de execucao, Método especifico e ndo
Vantagens reagentes baratos e leitura requer tratamento prévio
em espectrofotbmetro das amostras
Reagentes toxicos, Necessita de um leitor de
Desvantagens presenca de interferentes e  ELISA, protocolo elaborado,

requer didlise prévia.

custoso e reagentes téxicos

% Os interferentes foram estimados ap6s medidas de meio de cultura fresco e a porcentagem
calculada com relagdo a maior medida de PS1 obtida neste ensaio.

FONTE: (MARTHOS, 2012)
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Como apresentado na Tabela 8, ambos os métodos mostraram relativa
equivaléncia nos quesitos: erro padrao, volume de amostra requerido, tempo
de trabalho por amostra e residuos produzidos. Além disso, valendo-se das
mesmas medidas mostradas na Figura 12 nota-se que ambos 0s métodos

est&o altamente correlacionados (R? = 0,97).

Figura 12 - Correlagdo entre os métodos MHDS e ELISA

250 -
Y =15,80 + 0,727.X

2 ]
00 R’ =0,97

150 -+

MHDS (mg de PS1/L)
3

a1
o
1

0 T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
ELISA (mg de PS1/L)

*Quantificacdo do polissacarideo capsular sorotipo 1
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A escolha do método MHDS para determinacdo de PS1 ocorreu devido,
principalmente, a maior simplicidade de execucdo do protocolo uma vez que o
planejamento do presente trabalho previa a dosagem de aproximadamente 300

amostras em duplicatas.
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4.2 Conversao da densidade 6tica em massa seca

O fator de converséo (FC) foi estimado através da correlacdo linear de
Pearson (R? entre as medidas de DO das suspensdes preparadas a partir do
caldo fermentado inativado e suas respectivas massas secas (g/L). A curva de
calibracao esta representada na Figura 13. O FC obtido de 0,39 é semelhante
ao FC de 0,40 obtido por Liberman et al. (2008) em cultivos de linhagens
acapsuladas de pneumococo e de 0,36 obtido por Gogola et al. (2010) para o
sorotipo 14 em cultivos descontinuos.

Figura 13 - Curva de calibracdo para converséo de DO em massa
5. Y = 0,3908*X
R’ = 0,95709

Massa seca (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14
Densidade 6tica a 600nm

seca

*Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 cepa ST 595/01
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A faixa de leitura no espectrofotdmetro variou de 0,04 — 0,4 de unidades

de DO, deste modo as amostras dos cultivos foram diluidas para essas faixas.

4.3 Selecao de cepas
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4.3.1 Cultivos em frascos

Inicialmente foram inoculados trés volumes distintos (10, 25 e 50 uL) de
cada cepa em 50 ml de meio de Casaminoacidos. A viabilidade celular dos
estoques congelados apresentou pouca variagao entre as cepas. Apenas as
cepas ST 1012/01, ST 1079 e a ST 2930/03 apresentaram valores inferiores a

10° UFC/mL, como mostrado na Tabela 9.

Tabela 9 - Viabilidade celular dos estoques congelados das nove cepas de S.
pneumoniae tipo 1

Cepas S. pneumoniae sorotipo 1 CFU/mL
*ST 1079 1,03 x 108

ST 477 3,69 x 10°

*ST 716/03 1,11 x 10°

ST 1012/01 8,5 x 10°

ST 710/03 2,9 x 10°

ST 714/05 2,23 x 10°

ST 595/01 2,39 x 10°

ST 29306/09 4,25 x 10°

ST 592/03 1,55 x 10°

#cepas gue ndo apresentaram crescimento significativo em 12 h de cultivo
FONTE: (MARTHOS, 2012)

De acordo com as Tabelas 9 e 10, nédo foi encontrada relacdo entre o
crescimento celular e a quantidade de células viaveis no indculo (taxa de
inéculo) dos cultivos realizados, uma vez que os estoques congelados de todas
as cepas, mesmo as duas que ndo cresceram, apresentaram valores
semelhantes de UFC/mL, da ordem de 10° - 10° UFC/mL. Ou seja, o volume de
in6culo ndo foi um fator determinante para o crescimento celular, entretanto,

notou-se que o aumento do volume de inéculo foi sutiimente acompanhado por

um aumento da Mmax, Salvo para a cepa ST 595/01. Como esperado, 0s
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periodos de crescimento ndo mensuravel diminuiram com o aumento do

volume de in6culo, como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Efeito das trés condi¢des de indculo inicial no crescimento celular em

diferentes cepas de S. pneumoniae sorotipo 1

Volume de  Taxa de in6culo "Periodo de DOsoonm Mmax
Cepa inéculo (CFU/mL) crescimento ndo  maxima  (h™Y)
(WL) mensuravel (h)
10 2,06 . 10" > 12 - -
ST 1079 25 5,15 . 10* >12 - -
50 1,03.10° >12 - -
10 4,46 . 10° >12 - -
ST 714/05 25 1,12 .10° >12 - -
50 2,23.10° > 12 - -
10 2,22 .10° 7 2,71 0,82
ST 716/03 25 5,55 .10° 6 2,71 0,88
50 1,11 .10° 5 2,87 0,90
10 1,70. 10° 7 2,52 0,69
ST 1012/01 25 4,25 .10° 6 2,44 0,72
50 8,50 . 10° 5 2,47 0,75
10 7,38.10° 6 1,95 0,50
ST 477 25 1,85. 10° 5 1,98 0,52
50 3,69 . 10° 5 2,07 0,53
10 3,10. 10° 4 2,79 0,71
ST 592/03 25 7,75.10° 4 2,79 0,80
50 1,55 . 10° 3 2,79 0,80
10 8,50 . 10" 4,5 3,24 0,80
ST 29306/09 25 2,13.10° 4 3,04 0,89
50 4,25 .10° 2,90 1,00
10 5,80 . 10° 4,04 0,82
ST 710/03 25 1,45 . 10° 3,5 3,83 0,94
50 2,90 . 10° 3 3,73 1,01
10 4,78 . 10° 4 3,41 1,03
ST 595/01 25 1,20 . 10° 3,5 3,30 0,94
50 2,39.10° 3 2,99 0,74

" intervalo de tempo para que a DO 2 0,1

FONTE: (MARTHOS, 2012)
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Os cultivos foram acompanhados por 12 h para as cepas ST 595/01, ST
710/03, ST 29306/09, ST 592/03 e por 16 h para as demais. As cepas ST
714/05 e ST 1079 néo apresentaram crescimento celular em nenhuma das
condi¢cbes, conforme mostram as Figuras 14, 15 e 16, e foram excluidas dos
ensaios posteriores (no APENDICE B pode-se observar o crescimento celular
na escala logaritmica). Para melhor interpretacdo dos graficos, as demais

cepas podem ser divididas em 3 grupos:

a) ST 595/01 e ST 710/03 alcancaram as maiores producdo de biomassa
mesmo com a menor taxa de inoculo (Figura 14); no entanto ST 595/01
apresentou menor periodo de fase lag que ST 710/03 (Figuras 14 e 15);

b) ST 29306/09 e ST 592/03 apresentaram fase lag e biomassa intermediarias

com o menor volume de in6culo (Figura 14), mas igualaram-se as do grupo

[{peel)

a” com o aumento do volume inoculado (Figura 16);
c) ST 477, ST 716/03 e ST 1012/01 apresentaram menor biomassa e maior

fase lag em todas as condi¢bes (Figura. 14, 15 e 16).

Figura 14 - Crescimento celular das cepas inoculadas com 10 uL do estoque
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*Nove cepas de S. pneumoniae sorotipo 1 cultivadas em 50 mL de meio
FONTE: (MARTHOS, 2012)
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Figura 15 - Crescimento celular das cepas inoculadas com 25 L do estoque
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*Nove cepas de S. pneumoniae sorotipo 1 cultivadas em 50 mL de meio
FONTE: (MARTHOS, 2012)

Figura 16 - Crescimento celular das cepas inoculadas com 50 uL do estoque
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FONTE: (MARTHOS, 2012)
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Foi realizado um novo ensaio independente apenas com o volume de

inéculo de 50 pL, onde as quatro cepas dos grupos “a” e “b” (ST 595/01, ST
710/03, ST 29306/09 e ST 592/03) apresentaram perfis de crescimento
semelhantes. Entretanto, as cepas do grupo “c”, ST 1012/01, ST 716/03 e ST
477, apesar de ndo terem apresentado viabilidade celular discrepante das
demais, ndo apresentaram o mesmo patamar de crescimento celular obtido no
primeiro ensaio, como mostrado na Figura 17, e foram excluidas das

posteriores analises.

Figura 17 - Crescimento celular das cepas inoculadas com 50 pL do estoque
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*Sete cepas de S. pneumoniae sorotipo 1 cultivadas em 50 mL de meio
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A selecdo das cepas ST 595/01 e ST 710/03 para a proxima etapa em
biorreator foi baseada na comparacdo dos resultados das quatro cepas que
apresentaram os melhores desempenhos quanto ao crescimento celular e a
producdo de PS1. Assim, foi verificado que a cepa ST 595/01 apresentou a
melhor producdo de biomassa (1,17 g/L) e PS1 (130 mg/L), ja a cepa ST
710/03 se equiparou a ST 595/01 na producdo de biomassa (1,15 g/L) e

apresentou produgcdo de PS1 (37 mg/L) inferior as demais, sendo superada
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pelas cepas ST 29306/09 (39 mg/L) e ST 592/01 (58 mg/L), conforme mostra a
Tabela 11.

Tabela 11 - Crescimento celular, viabilidade do estoque e producgéo de PS1 das quatro
cepas de desempenho superior

Cepas DO max  Cxmax (@/L) UFC/mL  PSZ1fina (Mg/L)
ST 710/03 3,29+0,4  *1,15  2,90x10° 37

ST 595/01 3,35+0,3  *1,17  2,30x10° *130

ST 592/03 1,74+0,1 0,61 1,55x10° 58

ST 29306/09 2,81+0,1 0,98 4,25x108 39

*Destaque para os pontos maximos de biomassa e PS1 que culminaram com a selecao das
cepas ST 710/03 e ST 595/01
FONTE: (MARTHQOS, 2012)

Sobre a diferenca de producédo de PS1 final observado entre as cepas,
tal resultado corrobora o trabalho de Sahu et al. (2006), que mostrou que
diferentes cepas de um mesmo sorotipo de S. pneumoniae podem apresentar
variacdes na quantidade de PS produzido.

A cepa ST595/01 foi selecionada para prosseguir os estudos, mas
optou-se por também incluir a cepa ST 710/03 para a fase em biorreatores por

trés motivos:

- esta cepa apresentou producdo de biomassa semelhante a ST 595/01 e
superior a ST 592/03 e ST 29306/09, cerca de 90 e 20% respectivamente;

- apesar da cepa ST 710/03 ter apresentado producédo de PSL1 inferior a ST
592/03 e ST 29306/09, em 5% e 56% respectivamente, optou-se em dar
maior peso a producdo de biomassa e verificar na proxima etapa seu
desempenho de producédo de PS1 em biorreator, uma vez que a producédo de
PS de pneumococo parece estar associada ao crescimento celular (GOGOLA
et al., 2010);

- as cepas ST 710/03 e ST 29306/09 apresentaram producédo de biomassa e
PS1 semelhantes, no entanto a cepa ST 29306/09 apresentou fase lag
demasiadamente longa, como mostra a Figura 17, levando a opcao pela

primeira.
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4.3.2 Cultivos em biorreator para selecdo da melhor cepa produtora

As cepas selecionadas nos cultivos em frascos foram submetidas ao
teste final em biorreator. Os cultivos foram acompanhados por 5 h e 30 min
para ST 595/01 e 7,0 h para ST 710/03. Com relacdo ao crescimento celular,
como mostrado na Figura 18, ambas as cepas apresentaram perfis
semelhantes entre 0 — 2 h e 30 min, intervalo no qual as cepas ST 595/01 e ST
710/03 apresentaram pmax = 1,36 h™ e 1,41 h™*, respectivamente. Apés 3,0 h a
cepa ST 595/01 entrou em fase estacionaria e ST 710/03 apresentou perfil de
crescimento linear com i = 0,27 h™. Com relacdo a producédo de PS1, os perfis
se mostraram dispares. A cepa ST 595/01 apresentou elevada producédo de
PS1 quando comparada com a ST 710/03, estabelecendo concentracao
maxima de PS1 em 90 mg/L contra 44 mg/L da cepa ST 710/03, como mostra
a Tabela 12.

As cepas ST 710/03 e ST 595/03 atingiram DOpmsax = 6,44 e 5,52,

respectivamente, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12 - Comparacao entre o cultivo das cepas de S. pneumoniae sorotipo

1 para producédo do PS capsular

PSLms P
Cepa Hméx DOmax e P Y s
mg/L mg PS1/gcél gcél/ g glic
ST 595/01 1,36 5,52 90 52 0,79
ST 710/03 1,41 6,44 44 24 0,76

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Os perfis de crescimento celular, producdo de acidos organicos,
concentracdo de glicose residual e producdo de PS1 sdo apresentados na
Figura 18, onde pode-se observar que o PS1 foi liberado para o sobrenadante
da cultura sobretudo na fase estacionéaria.

A concentracdo de glicose permaneceu inalterada (platd) entre 0 —1 h e
30 min de cultivo devido principalmente ao incipiente crescimento celular.
Quando a fase exponencial de crescimento celular iniciou-se, entre 1h e 30 min
— 3 h aconteceu concomitantemente a diminuicdo da concentracdo de glicose,

constatando-a como fonte de carbono principal para ambas as cepas. Lactato,
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acetato e formiato foram os principais catabdlitos observados para ambas as
cepas.

Figura 18 — Pefrfis cinéticos de cultivos de S. pneumoniae em biorreator de 5L
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Como mostrado na Figura 18, a cepa ST 595/01 iniciou a producgao de
PS1 quando o crescimento celular praticamente cessou. Ou seja, O
polissacarideo capsular pode ser detectado no sobrenadante assim que a fase
estacionaria foi atingida. Ja a cepa ST 710/03 apresentou perfil de producéo de
PS1 diferenciado, pois a liberacao de polissacarideo capsular ocorreu de forma
concomitante com o crescimento celular, acompanhando-o. Ainda para a cepa
ST 710/03 notou-se que o crescimento celular apresentou duas fases distintas:
uma fase exponencial entre 0 — 2 h e 30 min e uma fase linear entre 2 h e 30
min — 4 h e 30 min. Tal fato sugere um estado de limitagao nutricional: a fonte
de carbono foi prontamente descartada, pois a concentracdo de glicose
residual (19,0 g/L) medida em 2 h e 30 min esta acima dos 15 g/L sugerido por
Gogola et al. (2010) para néo limitacdo pelo substrato para o sorotipo 14.

Assim, verifica-se a necessidade de mais estudos direcionados para a
cinética de consumo dos nutrientes fornecidos pelos meios de cultura
complexos (como aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e outros
carboidratos), pois uma série de esclarecimentos a esse respeito permanece

desconhecida.
4.4 Escolha da peptona

Cultivos em duplicata foram realizados com a cepa selecionada, ST
595/01, empregando meios de cultura contendo as peptonas Soytone, Phytone
e Casaminoacidos. Os experimentos contendo Soytone e Phytone
apresentaram Hma = 1,17 h e Casaminoacidos pmax = 1,35 h™. Para as trés
peptonas obteve-se uma DOpax semelhante por volta de 4 h de cultivo,
produzindo aproximadamente 4,4 g/L de biomassa, como mostra a Tabela 12.

Esses elevados valores, comparados com a literatura, podem estar
relacionados com a maior formacédo de acido acético do que o verificado para
outros sorotipos de pneumococo (Carmo et al., 2008; Gogola et al., 2010 ;
Liberman et al., 2008), uma vez que a producdo de acetato rende um ATP a
mais que a de acido latico.

Yelsilkaya et al. (2009) argumenta que linhagens de Streptococcus
pneumoniae D39 realizaram fermentacdo homolatica em presenca exclusiva de

glicose com fonte de carbono e a fermentacdo acido mista (lactato, acetato,
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formiato e etanol) em presenca de galactose. Dentro deste cenério, é
importante dar luz a composi¢éo nutricional do habitat natural deste patogeno:
o trato respiratorio. Segundo Sheehan et al. (1995) o tecido humano, onde se
aloca o patégeno, é limitado em glicose e rico em glicoproteinas com O- e N-
glicosilacbes com monossacarideos, dentre eles a galactose. Deste modo,
sugere-se que os cultivos com Phytone e Soytone tenham apresentado maior
crescimento celular que o cultivo com Casaminoacidos, conforme mostra a
Tabela 13, devido a presenca carboidratos diferentes da glicose em sua
composicdo. Assim esses carboidratos, apesar de n&o identificados pelo
fabricante, poderiam simular um habitat nutricional mais semelhante ao habitat
natural do pneumococo, propiciando um ambiente favoravel a fermentacao
acido mista, de maneira semelhante a verificada por Yelsilkaya et al. (2009) em

cultivos com galactose em meio CDM.

Tabela 13 - Média e desvio dos principais resultados dos cultivos de Streptococcus
pneumoniae sorotipo 1 com diferentes peptonas

Cx max Mmax Clac max Cace max Cror max Y,X/S/ Cpsimax
g/L h' g/L gL gL Jedlula mg/L
gqﬂcose

Phytone  4,38+0,3 1,17+0,02 19,8+1,0 18,042,0  4,19+0,1 0,20£+0,01 254+5%

Soytone  4,32+0,1 1,17+0,01 14,0+0,5 14,5¢1,0 3,8210,3 0,18+0,01 223+14

Caseina  4,30+0,3 1,28+0,1 14,1+0,3 11,8418 2,0040,1 0,19+0,02 1579

# PSlmaxfoi 298 mg/L em 7 h para um dos experimentos, mas a média foi feita com o valor de 6 h, pois o Ultimo
ponto da duplicata ndo péde ser medido

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Como esperado, a conversdo de substrato a células foi baixa e nao
variou muito entre os cultivos (Tabela 13). Isto se deve ao fato de que o
pneumococo apresenta metabolismo restrito a fosforilacdo de ATP ao nivel do
substrato, ou seja, 0 baixo rendimento entre a biomassa formada por grama de
glicose fornecida é inerente a sua rota metabdlica central de obtencédo de
energia, cujos produtos principais sao o lactato e o acetato, como mostra a
Figura 19. O periodo de fase exponencial foi muito semelhante para todos os
ensaios, ocorrendo entre 0 — 3 h para Casaminoacidos e 0 — 2 h e 30 min para
Phytone e Soytone. Apds esse periodo, verificou-se uma fase de crescimento

linear de 1 h e 30 min a 2 h de duracédo, seguida pela fase de declinio celular
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para todos os cultivos. O final da fase exponencial ndo é concomitante, nos trés
diferentes ensaios, com o periodo de esgotamento da glicose disponivel no
meio, pois em 3 h de cultivo a concentracao deste substrato ficou entre 14 — 10
g/L. Esta observacao, conforme mostra a Figura 19, sugere duas hipoteses:

- possivel limitagcdo do crescimento celular por algum nutriente esgotado do
meio de cultura que néo foi medido, como vitaminas do complexo B ou fatores
de crescimento como a colina;

- possivel inibicdo do crescimento celular pelos produtos lactato e acetato, uma
vez que, com aproximadamente 3 h de cultivo, a concentracdo de ambos esta

ao redor de 8,0 g/L para as trés peptonas testadas.

A producédo de PS1 em todos os cultivos prosseguiu mesmo apos o
esgotamento da glicose, porém com uma velocidade menor a partir de 4 h nos
cultivos com Soytone e Casaminoacidos e a parir de 5 h com Phytone (Figura
19 D). Como o PS1 foi medido no sobrenadante da cultura, este fenébmeno
poderia estar relacionado com uma cinética de producdo parcialmente
associada ao crescimento ou com a liberacdo do PS1 para o sobrenadante,

uma vez que esta fase coincide com a fase de declinio celular.
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Figura 19 — Cultivo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1 em diferentes meios de
cultura
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Consumo de glicose e producdo de biomassa, lactato e acetato em cultivo de Streptococcus
pneumoniae sorotipo 1 cepa ST 595/01 em meios com Phytone (A), Soytone (B) e
Casaminoacidos (C). Em (D) a comparacdo da producdo de PS1 entre 0s meios com as
diferentes peptonas. Média e desvio padréo das duplicatas.

FONTE: (MARTHOS, 2012)

A producdo dos principais acidos organicos, lactato e acetato,
mostraram perfis semelhantes entre os cultivos, alcancando maiores valores
para Phytone e Soytone, respectivamente 19,8 g/L e 18,0 g/L. De um modo
geral, as trés curvas de crescimento celular também apresentaram perfis
semelhantes, ndo demonstrando periodos de fase lag nem lise celular

acentuada apos a fase estacionaria, como mostra a Figura 20.
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Figura 20 - Crescimento celular de S. pneumoniae em meios com diferentes peptonas
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Comparacdo das curvas de crescimento celular da cepa ST 595/01 em meio de cultura com
diferentes peptonas. Média e desvio padrédo das duplicatas sdo apresentados.
FONTE: (MARTHOS, 2012)

O Phytone foi a peptona que mais favoreceu a producdo de PS1,
alcancando uma concentracdo maxima de 298 mg/L de PS1, sendo cerca de
25% superior ao Soytone e duas vezes maior que o Casaminoacidos. As
diferentes quantidades de carboidratos totais entre as peptonas testadas: 394
mg/g no Phytone, 293 mg/g no Soytone e ausentes no Casaminoacidos,
podem estar relacionadas com as distintas concentragcbes maximas de lactato
e acetato alcancadas (Tabela 13). Do mesmo modo, a producdo absoluta e
especifica maxima de PS1 foi superior em Phytone e Soytone quando

comparados com Casaminodcidos (Tabela 14).
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Tabela 14 - Maxima producdo de PS1 entre os cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1
com meios contendo diferentes peptonas

PPSl max espec

Cps1 max
mg/L mg de PS1/ g de cél
Phytone 254+5" 76 £ 14,8
Soytone 223+14 69 +4,2
Casaminoacidos 157+9 57 +6,3

# PSlmaxfoi 298 mg/L em 7 h para um dos ensaios, mas a média foi feita com o valor de 6 h, pois o Gltimo ponto
da duplicata ndo péde ser medido. Em cor azul a peptona escolhida.
FONTE: (MARTHOS, 2012)

A produgéo de PS1 em meio com Phytone foi cerca de 9 vezes maior
gue a alcancada por Kim et al. (1996) para o sorotipo 1 em frascos, cerca de
15% maior que a alcancada por Sheng-De et al. (2009) apds otimizacdo de
condi¢cbes como pH, agitacdo e suplementacdo de glicose para producéao de
PS do sorotipo 3 e similar as obtidas para os PS dos sorotipos 6B (CARMO,
2010), 23F (GONCALVES, 2002) e 14 (GOGOLA, 2010).

O Phytone foi a peptona escolhida para compor o meio de cultura na
proxima etapa, pois apresentou a maior producdo de PS1 ao final do cultivo.
Além disso, o Phytone, por ser integralmente de origem vegetal, ndo possui
restricbes para producdo de produtos injetaveis. Os “setpoints” do controle de
pH, agitacdo, temperatura e fluxo de nitrogénio gasoso (CARMO, 2009;
LIBERMAN, XXX; GONCALVES, 2002) também mostraram-se adequados para

o cultivo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1.

4.4.1 Balanco de massa estequiométrico da escolha da peptona

Quando se comparam os fatores de conversédo observados (Tabela 15),
logo se observa que a glicose fornecida ndo supre totalmente a producéo de
acidos organicos, pois os valores obtidos sao superiores ao maximo teorico, ou
seja, cada grama de glicose poderia ser convertida em, no maximo, 1,0 g de
acido latico, resultando em um fator de conversao (Y,aus) igual a 1,0. Da
mesma maneira, o fator de conversdao maximo tedrico de glicose para acetato
(Yacers) seria 0,67. Em outras palavras, se de 1,0 g/L de glicose formou 0,92 g/L

de lactato (Tabela 15, Phytone), restariam apenas 0,08 g/L de glicose para
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produzir todo acetato formado, que neste caso seria de apenas 0,05 g/L, o que
nao se verificou no experimento, onde aproximadamente 16 g/L de acetato

foram produzidos (Figura 19 A).

Tabela 15 - Médias e desvios padrao dos fatores de conversao resultantes de cultivos
com S. pneumoniae sorotipo 1

YLac/s Y acels
(9Lactato/ Qglicose) (OAcetato! Jgiicose)
Phytone 0,92+0,14 0,56 +0,14
Soytone 0,65 + 0,07 0,49 + 0,02
Caseina 0,73+0,10 0,40 £ 0,001

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Uma andlise estequiométrica foi feita para calcular quanto carbono
estaria sendo consumido para gerar os acidos organicos e quanto nitrogénio
estaria sendo direcionado para formacao de biomassa nos experimentos para
escolha da peptona. Tomou-se como ponto de partida a soma dos acidos
formados para calcular a quantidade tedrica de hexoses necessaria e a
concentracdo de biomassa para calcular a demanda de nitrogénio de acordo

com a Equacao 2.

Fonte C + Fonte N - Biomassa + Lactato + Acetato + Formiato +CO.
(Hexoses) (Amino- CH1,66N0,2000,27 90,0317 60,0211 56,0 44,0
acidos e 20,78 g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol
peptideos)
Eq. (2)

A férmula molecular da biomassa foi estimada por Doran (2000) com
peso molecular de 20,78 g/mol e 8% de cinzas. Sabe-se que as producdes

maximas de lactato, acetato e biomassa, em mols/L, foram (Tabela 16):
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Tabela 16 - Producéo de méxima alcangada de biomassa, acetato e lactato em
cultivos de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1

Cx max ClLac Max Cace Max Cror Max

mols/L mols/L mols/L mols/L
Phytone 0,21+0,014 0,21+0,01 0,30+0,03 0,09+0,002
Soytone 0,200,005 0,16+0,006 0,24+0,01 0,08x0,006
Caseina 0,20+0,014 0,15+0,003 0,19+0,03 0,04x0,002

FONTE: (MARTHOS, 2012)

4.4.1.1 Balanco de carbono para producdo de acidos organicos

Supondo que todo carboidrato oriundo do EL e das peptonas seria

hexose (CsH1206), podemos considerar que as composicbes dos meios de

cultura forneceram, conforme mostram a Tabela 17 (APENDICE D), as

seguintes quantidades de hexoses.

Tabela 17 - Concentracdo de carboidratos totais fornecidos pelos meios de cultura

com diferentes peptonas

Concentracao de hexoses oriundas de:

Phytone Soytone Casaminoéacidos

g/L mols/L g/L mols/L g/L mols/L

Glicose 20,0 0,111 20,0 0,111 20,0 0,111

EL 2,16 0,012 2,16 0,012 2,16 0,012
Peptona 11,79 0,066 8,78 0,048 - -

Total 33,95 0,189 30,94 0,171 22,16 0,123

FONTE: (MARTHOS, 2012)
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Considerando as reacdes simplificadas de formacdo de acetato e
lactato, conforme mostra as Equacoes 3, 4 e 5, temos:

Glicose + 2 ADP + 2 P; - 2 Lactato + 2 ATP + 2 H,O Eq. (3)

(11O N0[oic e R —— 2 90,0317 g

Glicose + 3 ADP + 3 P; > 2 Acetato + 3 ATP + 2 CO; Eq. (4)

(EJON0LCXc Y/ [—— 2, 60,0211 g === 2 44 g

Glicose + 2 ADP + 2 Pi + 2 CoA > 2 Formiato + 2 AcetilCoA + 2 ATP
180,0634 g --------------mmmm e 2x46,0254 g Eq. (5)

Supondo que os carboidratos presentes no extrato de levedura e na
peptona sdo provavelmente dissacarideos ou oligossacarideos nao
identificados nos cromatogramas por HPLC e que entrariam na célula através
de transportadores de acucares especificos, nos quais 0 pneumococo é
bastante rico (BIDOSSI et al., 2012); supondo ainda que o pneumococo realize
as vias fermentativas exclusivamente a partir de carboidratos, que aminoacidos
e peptideos provenientes das peptonas e extrato de levedura ndo sejam
usados para formacdo de acidos e, portanto, que todo lactato, acetato e
formiato (Tabela 16) fossem provenientes apenas dos carboidratos fornecidos,
aqui considerados como hexoses e que 0 numero de mols produzidos de CO;
tenha sido igual ao de acetato (Equacao 4), observariamos o seguinte cenario

(Equacéo 6):

Y CeH1206 - 8 C3sHeOs; + € CoH,O, + w CHYO, + P CO,

Hexoses Lactato Acetato Formiato
Eq. (6)

Onde, substituindo os coeficientes y, §, € e w do Quadro 1 pelos valores

mostrados na Tabela 16, temos:
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Quadro 1 - Coeficientes estequiométricos para o balanco de carbono

Y d £ w
Phytone Yphy 0,21 0,30 0,09
Soytone Ysoy 0,16 0,24 0,08
Casaminoacidos Ycas 0,15 0,19 0,04

Deste modo, verifica-se que o balanco referente apenas aos atomos de
carbono (balanco de C) para a Equacao 6 resulta em:

e Phytone
6C * yppy=0,21*3C+0,30*2C+0,09*1C+0,30*1C

Resolvendo a equagéo chegamos em yp, = 0,27 mols de hexoses

e Soytone

6C * ysoy=0,16*3C+0,24*2C+0,08*1C+0,24*1C ;

Resolvendo a equagéo chegamos em ysqy, = 0,21 mols de hexoses

e Casaminoacidos

6C * Ycas=0,15*3C+0,19*2C+0,04*1C+0,19*1C ;

Resolvendo a equacdo chegamos em ycas = 0,18 mols de hexoses

A comparacdo da quantidade de hexoses fornecida pelos meios de
cultura com a quantidade calculada pelas Equacdes 3, 4 e 5 estd mostrada na
Tabela 18.
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Tabela 18 — Quantidades de hexose fornecidas pelo meio de cultura e quantidades
calculadas pelo balanco estequiométrico

Hexose calculada Hexose fornecida
pelo balancgo pelo meio R FB)
mols/L g/L" mols/L® g/L®
Phytone 0,27 48,61 0,189 33,95 0,70
Soytone 0,21 37,81 0,171 30,94 0,82
Casaminoacidos 0,18 32,41 0,123 22,16 0,68

% Razao entre hexose fornecida e hexose calculada pelo balango estequiométrico necessaria
para producdo dos acidos formados; ® valores em g/L foram obtidos apos multiplicacdo da
concentragdo mol/L por 180,0634 (peso molecular das hexoses); © valores calculados na
Tabela 17.

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Quando Rgr) = 1 entende-se que todos os acidos foram formados a
partir das hexoses fornecidas, quando Rgpg) < 1 0 balango estequiométrico
indica que as quantidades de hexoses fornecidas néo supriram as quantidades
de &cidos formadas e quando R > 1 0 balango estequiométrico indica que
as quantidades de hexoses fornecidas estdo em excesso em relacdo as
quantidades de &cidos formadas. O valor de RSgg foi extremamente
semelhante para qualquer que fosse a peptona em questdo. Portanto, de
acordo com o balanco de carbono, verifica-se claramente que 0 microrganismo
utilizou outros componentes como fontes de carbono, além das hexoses
fornecidas pela adicdo de glicose, EL e peptona para suprir 0 metabolismo

central.

4.4.1.2 Balanco de nitrogénio para producado de biomassa

Considerando as composi¢cdes das peptonas e do extrato de levedura
nos meios de cultura empregados, temos as quantidades de nitrogénio

mostradas na Tabela 19.
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Tabela 19 - Concentragéo de nitrogénio total fornecido pelos meios de cultura com
diferentes peptonas

Concentragao de nitrogénio total oriundos de:

Phytone Soytone Casaminoacidos

g/L mols/L g/L mols/L g/L mols/L

EL 2,14 0,153 2,14 0,153 2,14 0,153
Peptona 2,70 0,193 2,82 0,200 3,24 0,231
Total 4,84 0,346 4,96 0,353 5,38 0,384

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Considerando ainda que toda a fonte de nitrogénio foi utilizada e
assimilada para formacao da biomassa, podemos assumir conforme mostra a

Equacéao 7 que:

Fontede N = Cl) CH1166N072000727 Eq 7

Onde, de acordo com a Tabela 16 (Cx méax), temos:

Gphy = 0,21 mols; dsey = 0,20 mols e Peas = 0,20 mols

Uma vez que para cada atomo de carbono da biomassa teriamos 0,20
atomos de nitrogénio (Equacéo 7) e considerando o peso molecular de N = 14
g/mol, seriam requeridos para obtencdo da maxima concentracdo de biomassa

alcancada em cada cultivo:

e {pny =0,21*0,20 = 0,042 mols de N/L
o (soy =0,20*0,20 = 0,04 mols de N/L
e ({cas =0,20*0,20 = 0,04 mols de N/L em g/L, temos:

e ppy =0,042*14 = 0,588 g de N/L
o (soy=0,04*14=0,56 g de N/L
e (cas=0,04*14=0,56g de N/L

Ou seja, ao se comparar as quantidades de nitrogénio obtido através

formacéo de biomassa com as quantidades realmente fornecidas pelo meio de
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cultura, conforme mostra a Tabela 20, notou-se que as fontes de nitrogénio

estariam, certamente, em excesso.

Tabela 20 - Quantidades de nitrogénio fornecidas pelo meio de cultura e quantidades
calculadas pelo balanco estequiométrico

Nitrogénio
calculado pelo Nitrogénio fornecido RN a
balanco (F/B)
mols/L g/L" mols/L® g/L®
Phytone 0,042 0,588 0,346 4,84 8,23
Soytone 0,04 0,56 0,353 4,96 8,86
Casaminoacidos 0,04 0,56 0,384 5,38 9,61

% Razdo entre nitrogénio fornecido e nitrogénio calculado pelo balanco necessario para
producdo da biomassa formada; ® valores em g/L foram obtidos apés multiplicacdo da
concentracdo mol/L por 14,0; © valores calculados como mostrado na Tabela 19.

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Portanto, de posse desses achados e vislumbrando a producédo do PS1,
faz-se presente a necessidade de mais estudos empiricos capazes de
balancear as concentracdes de peptona, glicose, aminoacidos e extrato de
levedura quanto ao suprimento de carbono e nitrogénio ao Streptococcus

pneumoniae sorotipo 1.

4.5 Delineamento fatorial fracionado (2*%)

Doze ensaios foram planejados e executados seguindo o modelo
proposto por Rodrigues e lemma (2009) para avaliar os efeitos de extrato de
levedura (EL), Phytone, L-asparagina (Asn) e L-glutamina (GIn) no cultivo de S.
pneumoniae sorotipo 1. Um dos objetivos deste planejamento foi investigar se
Asn e GIn poderiam ser retirados da composicdo do meio de cultura sem
prejuizo da producdo de PS1, uma vez que EL contém Asn (12,0 mg/g) e Gin
(3,0 mg/g) em sua composicdo e o Phytone possui 1,0 mg/g de Asn. Além
disso, seria desejavel reduzir as concentracdes de EL e Phytone, pois estes
sd0 0s componentes mais caros do meio de cultura e, como mostrado na

secdo 4.4.1, ha excesso de nitrogénio no meio.
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Todos os experimentos foram acompanhados por 4 h apds o pico de
biomassa ou inicio da fase estacionaria (APENDICE C). Os dados obtidos

foram analisados em duas etapas, tal como descrito a seguir.

4.5.1 Efeitos na producéo de biomassa, PS1 e acidos organicos

O efeito principal de um determinado fator “A” pode ser entendido como
a variagao causada na resposta quando percorremos todos os niveis de “A”
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Deste modo, conforme mostrado na Tabela 21,
os efeitos do EL, Phy, Asn e GIn sobre a concentracdo maxima de biomassa

(Cx), PS1 (Cps1), lactato (Ciac) € acetato (Cace) podem ser analisados.

Tabela 21 - Analise de significAncia estatistica dos efeitos das variaveis

independentes
Variaveis Variaveis ) p-valor
_ Efeitos Erro padréo
independentes dependentes (p<0,10)
G 0,73 0,19 0,0303
Extrato de Cps1 12,50 21,94 0,6087
levedura Ciac -2,37 0,61 0,0304
Came -2,98 0,58 0,0146
G 2,21 0,19 0,0013
Cps1 83,50 21,94 0,0318
Phytone
Ciac 4,89 0,61 0,0040
Ceme 8,11 0,58 0,0008
Cx -0,08 0,19 0,6942
) Cps1 32,00 21,94 0,2408
Asparagina
Ciac 0,76 0,61 0,3026
Came 1,66 0,58 0,0656
Cx 0,43 0,19 0,1059
. Cps1 25,00 21,94 0,3372
Glutamina
Ciac -0,28 0,61 0,6720
Cace 0,20 0,58 0,7489

Concentragdo de biomassa (Cy), PS1 (Cps;), lactato (Cic) e acetato (Cace)

Fundo azul: efeitos positivos estatisticamente significantes, fundo laranja: efeitos negativos
estatisticamente significantes

FONTE: (MARTHOS, 2012)
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O aminoé&cido GIn ndo apresentou efeitos significativos (p<0,10) em
qualquer variavel dependente analisada, enquanto que Asn apresentou efeito
significante e positivo apenas para a producao de acetato.

O EL n&o mostrou influéncia significativa na producdo de PS1, no
entanto seus efeitos foram significantes e positivos para producdo de massa
celular e negativos para lactato e acetato. Esse contraste de efeitos
provavelmente esté ligado a fracdo de carboidratos que compde o extrato de
levedura (108 mg/g de carboidratos totais). Ou seja, 0 extrato de levedura néo
apresenta uma concentracdo de carboidratos suficiente para gerar um efeito
positivo na producdo de metabdlitos (acidos organicos) provenientes da
principal via energética do pneumococo, a glicélise. No entanto, o extrato de
levedura é uma conhecida fonte de vitaminas do complexo B, e provavelmente
tem um papel preponderante no crescimento do pneumococo.

As nicotinamidases sdo enzimas que convertem nicotinamida em acido
nicotinico, essas enzimas sdo essenciais no reciclo de nicotinamida em NAD"
na maioria dos procariotos (FRENCH et al., 2010). A biossintese de NAD"
exerce funcdo vital na célula, assim as nicotinamidases vém sendo alvo
frequente de estudos para possiveis antibioticos (GERDES et al., 2002). Na
maioria dos procariotos unicelulares, o reciclo de NAD" via rota metabdlica de
novo, ocorre quando o NAD" ¢ sintetizado através da vitamina Bz obtida por
meio da dieta ou pela decomposicdo do proprio NAD® e nucleotideos
relacionados (SAUVE, 2008). Portanto, sugere-se que o EL favoreca o
crescimento celular gracas ao fornecimento de vitaminas do complexo B que
suprem o reciclo de NAD".

O Phytone apresentou efeitos positivos para producdo de biomassa
PS1, lactato e acetato, ou seja, 0 aumento da concentracdo de Phytone no
meio de cultura foi acompanhado pelo aumento de todas as varidveis
dependentes, ou respostas, analisadas. O efeito de Phytone sobre Cy foi trés
vezes superior ao efeito do EL, essa diferenca deve-se, provavelmente, a
elevada concentracdo de carboidratos em sua composicdo. O Phytone
apresenta quase quatro vezes mais carboidratos totais (393 mg/g) que o
extrato de levedura (108 mg/g), além de também fornecer nutrientes que
possibilitam a sintese de vitaminas. Deste modo, os resultados sugerem que o

Phytone exerce um papel fundamental sobre o crescimento celular do



75

pneumococo e principalmente sobre a producdo de PS1. Essa influéncia
positiva do Phytone pode ser observada nas Figuras 21 e 22, que mostram que
as concentracdes maximas de biomassa e PS1 ocorrem justamente quando a
concentracdo de Phytone estd em +1. A identificacdo especifica de
carboidratos que compdem o extrato de levedura, Phytone e Soytone nédo foi
disponibilizada pelos fornecedores (como mostrado no APENDICE D).

Figura 21 - Maxima concentracéo de biomassa em cultivos do planejamento
experimental
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FONTE: (MARTHOS, 2012)
Figura 22 - Maxima concentracéo de PS1 em cultivos do planejamento experimental
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FONTE: (MARTHOS, 2012)
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4.5.2 Efeitos nos fatores de converséo globais

Os efeitos observados nos fatores de converséo globais (Y psis, Y lacis €
Y acels) COrroboram a importancia do Phytone no meio de cultura verificada no

item anterior e estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 - Andlise de significAncia estatistica dos efeitos das variaveis
independentes sobre os fatores de converséo globais

Variaveis Variaveis ) p-valor
) Efeitos Erro padréo
independentes dependentes (p<0,10)
Y s 0,045 0,030 0,239
*Y psi/s 1,86 1,046 0,172
Extrato de levedura
Y lac/s '0105 0,041 0,308
Y ace/s '0,08 0,05 0,206
Y s 0,015 0,030 0,659
*Y bsi/s 3,70 1,046 0,038
Phytone
Y Jacis 0,23 0,041 0,011
Y acels 0,34 0,051 0,007
Y ws 0,01 0,030 0,766
*Y psi/s 1,01 1,047 0,404
Asparagina
Y lacis -0,002 0,041 0,962
Y aceis 0,07 0,052 0,250
Y ws 0,000 0,030 1,00
*Y psi/s 2,50 1,05 0,097
Glutamina
Y lac/s 0,04 0,04 0,377
Y acers 0,17 0,05 0,047

*mg PS1/ g glicose, o fundo azul representa os efeitos positivos estatisticamente significantes
FONTE: (MARTHOS, 2012)

O Phytone apresentou efeitos positivos e significantes para a conversao
de glicose a lactato, acetato € PS1 (Y jacs, Y aceis € Y psus, respectivamente). Ou
seja, a medida que a concentracdo de Phytone foi elevada no meio de cultura,
0 microrganismo converteu mais glicose aos produtos, com excecdo da

biomassa. EL e Asn nao apresentaram efeitos significantes sobre qualquer
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fator de conversédo global, enquanto que GIn teve efeito positivo sobre a
conversdo de glicose a PS1 e a acetato. Em conjunto os resultados do
delineamento fatorial fracionado sugerem a respeito da composicdo de um

novo meio de cultura:

- 0 aminoacido Asn poderia ser excluido do meio de cultura por néo ter
apresentado efeito significante a producdo de PS1 ou biomassa, ou seja,
provavelmente a quantidade desse aminoacido presente no Phytone e EL
deve ser suficiente para o crescimento pleno do pneumococo e producao de
PS1;

- 0 aminoacido GIn apresentou efeito positivo e significante para Ypsys € Yacess,
entretanto também se optou por exclui-lo do meio de cultura e tentar
compensar essa exclusdo com a adicdo de EL e Phy em um cultivo
descontinuo alimentado, como sera mostrado adiante;

- a concentracao do Phytone deveria ser igual ou maior que 15g/L (nivel +1)
devido a sua fundamental participacdo na producdo de PS1 e crescimento
celular;

- a concentracdo do extrato de levedura poderia ser reduzida e provavelmente
2 g/L (nivel -1) ja seria suficiente para fornecer vitaminas esséncias ao

crescimento celular do pneumococo.

4.6 Avaliacdo do novo meio de cultura

4.6.1 Cultivos descontinuo e descontinuo alimentado

Para a avaliacdo do novo meio de cultura proposto foram utilizadas duas
estratégias de cultivo: descontinuo (ou batelada simples) com adicéo de 15 g/L
de Phy, 2 g/L de EL e sem adicao de Asn e GIn, e descontinuo alimentado (ou
batelada alimentada) empregando este mesmo meio para a fase inicial e meio
de alimentacdo 4x concentrado em Phy, EL e glicose. O inicio da alimentacéo
(2,0 L de meio) se deu em 3 h e 30 min até 5 h e 30 min de cultivo e esta
indicado pela seta em azul nas Figuras 23 e 24. Ambos os cultivos foram

acompanhados por 4 horas apos o pico de biomassa. A producgdo total de
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biomassa (g/L x L) e de PS1 (mg/L x L) em batelada foi comparada com a
producdo em batelada alimentada (os graficos de concentracdo de biomassa e
PS1 estdo no APENDICE E. A producdo méaxima de PS1 no cultivo
descontinuo alimentado alcangou 1860 mg contra 775 mg no descontinuo, ou
seja, um aumento de 144% da producdo de PS1, conforme mostrado na Figura
23.

Figura 23 — Producéo de PS1 em cultivos batelada simples e batelada alimentada
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FONTE: (MARTHOS, 2012)

A curva de producado de PS1, durante a fase estacionaria, mostrou uma
tendéncia de crescimento com o decorrer do tempo, ou seja, tal fato sugere
gue esta fase da cinética influencia de forma positiva a liberacdo de PS1 para o
sobrenadante.

Quanto a producao de biomassa, a batelada alimentada produziu 24,6 g
contra 13,5 g no cultivo em batelada, conforme mostra a Figura 24, indicando

um aumento de 1,8 vezes.
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Figura 24 - Producgé&o de biomassa em cultivos batelada simples e batelada
alimentada
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FONTE: (MARTHOS, 2012)

Os resultados mostrados na Figura 24 e Tabela 23 evidenciam que o
aumento de 2,4 vezes da producdo de PS1 e 2,3 vezes de lactato em batelada
alimentada em relacdo a batelada simples foi maior que o aumento da
biomassa (1,8 vezes) e de acetato (1,7 vezes). Além disso, na Figura 25
observa-se que o crescimento celular cessa quando ainda ha uma quantidade
expressiva de glicose no meio (> 10 g/L) em ambos os cultivos, portanto a
glicose excedente do cultivo descontinuo alimentado provavelmente foi
direcionada para a producdo de lactato e PS1. No conjunto esses dados
mostram que outro(s) componente(s) que nao a glicose deve(m) estar limitando

o crescimento celular nesse novo meio de cultura.
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Tabela 23 — Concentragfes maximas de biomassa, acetato, lactato e PS1 alcancadas

em diferentes estratégias de cultivo

Estratégias Mmax  Xmax  LaCmax  ACE max PST max
h* g g g mg

Batelada 0,97 13,5 77 71 775

Batelada alimentada 0,94 24,6 176 122 1860

Medidas absolutas considerando o volume final de 5 L
FONTE: (MARTHOS, 2012)

Figura 25 — Perfis cinéticos de batelada e batelada alimentada em biorreator
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Os resultados obtidos neste trabalho divergem dos obtidos por Liu et al.
(2008) para producdo de acido hialurénico, que se valendo de estratégia
semelhante cultivou em biorreator Streptococcus zooepidemicus em batelada
alimentada em meio com sacarose 7% e registrou acréscimo de 23% para
biomassa seguido de um inesperado decréscimo de 20% na producdo de acido
hialurénico em relacéo a batelada simples.

A producdo maxima de PS1 no cultivo batelada, 155 mg/L, foi menor
do que a obtida com os meios do planejamento experimental contendo 2,0 g/L
de EL e 15,0 g/L de Phy (-1,+1,+1,-1 com 252 mg/L de PS1 e -1,+1,-1,+1 com
179 mg/L de PS1, ver Figura 22). Este resultado indica que provavelmente o
aminoacido GIn tenha um papel importante na producdo de PS1, o que
confrma o observado para Ypsys N0 planejamento experimental. A
concentracédo de GIn no novo meio batelada foi de apenas 0,006 g/L, ou seja, 5
vezes menor do que a concentracdo mais baixa do planejamento (0,03 g/L,
Tabela 5). O mesmo aconteceu com Asn, cuja concentracdo mais baixa dos
meios do planejamento (0,135 g/L, Tabela 5) foi 3,5 vezes maior do que a do
novo meio proposto (0,039 g/L).

Entretanto, os 2L de alimentacdo com meio 4x concentrado, contendo
8g/L de EL e 60g/L de Phy no cultivo descontinuo alimentado, provavelmente
conseguiram suprir as necessidades do microrganismo para estes
aminoécidos, fornecendo 0,312 g de Asn e 0,048 g de GIn oriundos de EL e
Phy. Assim, a producdo de PS1 alcancada no cultivo descontinuo alimentado
foi 35% superior a maior producao alcancada pelo planejamento experimental
(+1, +1, +1, +1, Figura 22), mais de 10 vezes superior ao obtido com um meio
claramente inadequado para producdo de vacinas devido a presenca de
infusdo de cérebro e coracdo bovinos (KIM et al., 1996) e ainda
aproximadamente 8 vezes superior a producdo em cultivos de 100 L para o
sorotipo 1 em meio com hidrolisado de caseina descrita em uma patente
francesa (SOCIETE DITE, 1982).
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4.6.2 Balanco de massa estequiométrico

O balango de carbono e nitrogénio seguiu 0 mesmo modelo descrito na
sec¢do 4.4.1. Deste modo, vale também a Equagéo 2:

Fonte C + Fonte N - Biomassa + Lactato + Acetato + Formiato +co,
(Glicose (Amino- CH1,66N0.2000 27 90,0317 60,0211 CH,0,
e outros acidos e
. 20,78 g/mol
carb.) peptideos) g

4.6.2.1 Balanco de carbono para a producdo de acidos organicos

Primeiramente, faz-se necessario, novamente considerando que o0s
carboidratos do Phytone e extrato de levedura sdo ou podem ser convertidos
em hexoses, calcular a quantidade de hexoses totais fornecida pelo meio de

cultura em ambas as estratégias de cultivo, conforme mostra a Tabela 24.

Tabela 24 — Contribuicdo em moles de hexoses que cada reagente fornece ao meio
de cultura para cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1

Glicose Extrato de Phytone Total
levedura
Moles/L
Batelada 0,11 0,005 0,033 0,149
Batelada 0.24 0,003 0,072 0,319
alimentada

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Realizando o mesmo raciocinio utilizado para o balanco de massa da
escolha da peptona, as diferentes estratégias de cultivo produziram as
seguintes concentracdes de biomassa, lactato, acetato e formiato como

demonstra a Tabela 25.
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Tabela 25 - Produgcdo méxima de biomassa, acetato e lactato em diferentes
estratégias de cultivo de S. pneumoniae tipo 1

Cx Max CLac max CAce max CFor max
moles/L moles/L moles/L moles/L
Batelada 0,13 0,17 0,24 0,04
Batelada
alimentada 0,25 0,39 0,42 0,04

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Deste modo, como mostrado na Tabela 26, observa-se que a razéo de
hexoses fornecidas por hexoses calculadas do balanco (R® (F/B)) €M regime de
batelada alimentada foi 10% superior a da batelada simples.

Tabela 26 — Comparacéo entre as quantidades de hexoses fornecidas pelo meio de
cultura com as quantidades calculadas pelo balanco

Hexose calculada Hexose fornecida
pelo balanco RS ) @
moles/L g/L® moles/L® g/LP
Batelada 0,212 38,17 0,149 26,76 0,70
Batelada 0,412 74,18 0,319 57,44 0,77

alimentada

% Razao entre hexose fornecida e hexose calculada pelo balango estequiométrico necessaria
para producdo dos &cidos formados; ® yalores em g/L foram obtidos ap6s multiplicacdo da
concentracido mol/L por 180,0634 (peso molecular das hexoses); ¢ valores calculados como
mostrado na Tabela 24.

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Além disso, os carboidratos totais fornecidos, tal como verificado na
secdo 4.1, novamente nao foram suficientes para producdo de todo acido
formado em nenhum dos casos. Vale ressaltar que a producdo de biomassa
cessa quando ainda ha uma concentracéo elevada de glicose residual no meio
e que o esgotamento da glicose coincide com o platé de acidos organicos.
Deste modo acredita-se que os peptideos e aminoacidos disponiveis no meio
de cultura oriundos de Phytone e EL estdo sendo degradados pelo
pneumococo e entrando na via da glicolise para a producdo de energia e
precursores. Fato que vai de acordo com a hipo6tese levantada por Hartel et al.
(2011), que menciona uma possivel dupla utilizacdo de carboidratos e
aminoacidos no metabolismo do pneumococo. Ou seja, 0 pneumococo teria a

capacidade de utilizar esses dois tipos de moléculas tanto no metabolismo do
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carbono, que seria incorporado a biomassa, como no metabolismo energético,
que teria os acidos organicos como metabdlitos principais. Hartel et al. (2011)
ainda comenta que o0 sucesso patogénico do pneumococo em se adaptar as
mudancas nutricionais do ambiente esta intimamente ligado a sua capacidade
de absorver e catabolizar livremente uma grande gama de carboidratos e
aminoacidos, e deste modo se inserir em diversos nichos bioldgicos,

adaptando-se sempre de forma competitiva.

4.6.2.2 Balanco de nitrogénio para producdo de biomassa

Seguindo o mesmo raciocinio do balanco de nitrogénio descrito no item
4.4.1, podemos considerar que toda fonte de nitrogénio foi transforma em

biomassa, assim temos:

Fontede N = (1) CH1766N02000,27 Eq (7)

Primeiramente, faz-se necessario calcular a quantidade de nitrogénio
fornecida pelo meio de cultura em ambas as estratégias de cultivo, conforme

mostra a Tabela 27.

Tabela 27 — Contribuicdo em moles de nitrogénio que cada reagente fornece ao meio
de cultura para cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1

EL Phytone Total
moles/L
Batelada 0,015 0,096 0,111
Batelada 0,034 0,212 0,246
alimentada

FONTE: (MARTHOS, 2012)

De acordo com a Tabela 25, a batelada e batelada alimentada
produziram cada uma 0,13 mol/L e 0,25 mol/L de biomassa, respectivamente.

Segundo a Equagdo 7, deduz-se que foram transformados em



85

biomassa, 0,026 mol/L de nitrogénio para batelada e 0,05 mol/L de nitrogénio
para a batelada alimentada.

Assim como observado para o balango de carbono, observa-se que a
razdo de nitrogénio fornecido por nitrogénio calculado (R g) no regime
batelada alimentada foi 14% superior a batelada, como mostrado na Tabela 28.

Tabela 28 — Comparacgéo entre as quantidades de nitrogénio fornecidas pelo
meio de cultura com as quantidades calculadas pelo balanco
estequiométrico

Nitrogénio calculado  Nitrogénio fornecido

pelo balan%o . . RV /)
mols/L g/L mols/L g/L
Batelada 0,026 0,364 0,111 1,554 4,27
Batelada 0,05 0,700 0,246 3,444 4,91

alimentada

% Razdo entre nitrogénio fornecido e nitrogénio calculado pelo balanco estequiométrico
necessario para producdo da biomassa formada; ® valores em g/L foram obtidos apés
multiplicagdo da concentragdo mol/L por 14,0 (massa atdmica do nitrogénio); © valores
calculados como mostrado na Tabela 27.

FONTE: (MARTHOS, 2012)

Assim como no balanco de massa da escolha da peptona (secédo 4.4), o
nitrogénio fornecido pelo meio de cultura - mesmo apds as reducdes das
concentracfes de EL e Phytone — continua em excesso, portanto 0 nitrogénio
também poderia ser descartado como limitante do crescimento nestes

experimentos.

4.7 Comparacéao das condi¢des de cultivo avaliadas

A comparacdo entre os produtos e parametros principais de um
determinado processo, antes e apds as estratégias de otimizacdo, fornece
informacfes valiosas na indicacdo do sucesso ou ndo dessas estratégias.
Deste modo, a razdo entre nitrogénio fornecido e calculado (RN(F/B)) obtida em
batelada alimentada com o novo meio de cultura foi 1,7 vezes menor do que
em batelada simples em meio com 3% de Phytone (secao 4.4), enquanto que a

raz&o para carbono R, foi 10% maior (Tabela 29).
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Tabela 29 — Comparagéo entre cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1

\ . X mtx PS1 max Y s
R™ (rm) R™ (rm) . g de célula /
9 9 g de glicose
@Phytone 3% 8,23 0,70 21,9 1270 0,20
b
Batelada
alimentada 491 0,77 24,6 1860 0,44

% cultivo em batelada simples realizado durante a fase de escolha da peptona
® cultivo com novo meio de cultura proposto apoés o delineamento fracionado
FONTE: (MARTHOS, 2012)

Portanto, o0 meio de cultura desenvolvido com base no planejamento
experimental mostrou-se mais balanceado do que o meio com 3% de Phytone
empregado no principio deste trabalho. Além disso, quando o novo meio foi
aliado a estratégia de cultivo em batelada alimentada, o fator de converséo de
substrato a célula foi 2,2 vezes superior e as producdes maximas absolutas de
biomassa e PS1 foram 12,3% e 46,5% maiores que a batelada simples com
3% de Phytone, respectivamente.

A Tabela 30 compara, em valores absolutos, o consumo dos principais
reagentes dos meios de cultura e seus respectivos produtos ao inicio e no final
deste trabalho. Pode-se observar o relevante papel que a otimizacdo de meios
de cultura pode exercer nos bioprocessos, pois foi obtido um aumento 2,4
vezes na producdo de PS1 sem adicdo dos aminoacidos GIn e Asn, com
praticamente a mesma quantidade de Phytone que de Casaminoéacidos, com
4,5 vezes menos extrato de levedura e 2,2 vezes mais de glicose, que € o
componente de menor custo do meio de cultura dentre os citados. Vale
ressaltar também que o Casaminoacidos € 2,5 vezes mais caro do que o0

Phytone.



Tabela 30 - Comparacao entre o meio de cultura do inicio e posterior aos
estudos relativos a este trabalho
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?nicial ° Final

Substratos (g) Substratos (g)
Glicose 100,0 Glicose 220,0
EL 100,0 EL 22,0
Casaminoacidos 150,0 Phytone 165,00
L-glutamina 3,9 L-glutamina -
L-asparagina 0,6 L-asparagina -

Produtos Produtos

Biomassa 2159 Biomassa 26,09
PS1 785 mg PS1 1.860 mg

 — Batelada realizada durante a selecéo de peptonas, descrito no item 4.4

® _ Batelada alimentada apos planejamento experimental, descrito no item 5.1
FONTE: (MARTHOS, 2012)
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5 CONCLUSOES

Em suma, este trabalho apresentou o0s seguintes avangos no
desenvolvimento e producdo de polissacarideo capsular em cultivos de
Streptococcus pneumoniae sorotipo 1:

Um protocolo foi estabelecido para determinar a concentracdo de
polissacarideo capsular tipo 1 pelo método colorimétrico m-hidroxidifenil com
adicao de sulfamato. Este método foi comparado com o ELISA de captura, que
€ mais especifico, e rendeu resultados bastante semelhantes.

A cepa ST 595/01 foi selecionada como a melhor produtora de PS1 para

cultivos em biorreator e demais estudos do processo fermentativo.

O hidrolisado enzimatico de soja - Phytone - foi selecionado para compor
0 meio de cultura por favorecer a producdo de PS1 quando comparado ao

Soytone e ao Casaminoacidos.

Os resultados do delineamento fatorial fracionado indicaram que o0s
aminoacidos L-glutamina e L-asparagina poderiam ser excluidos do meio de
cultura, enquanto que 2,0 g/L de extrato de levedura e 15,0 g/L de Phytone
deveriam ser utilizados para o crescimento celular e producdo de PS1 em

cultivos em biorreator de Streptococcus pneumoniae sorotipo 1.

A batelada simples com o novo meio de cultura sem 0s aminoacidos e
contendo 2,0 g/L de EL, 15,0 g/L de Phytone, 20,0 g/L de glicose, colina,
solucéo de sais e sais fosfatados ndo confirmou a hipétese de que GIn e Asn
poderiam ser removidos meio de cultura sem prejuizo do crescimento celular e

producédo de PS1.

Por outro lado, a estratégia de batelada alimentada com o novo meio de

cultura apresentou, quando comparado com a literatura, eficientes producgdes
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de biomassa e PS1. Assim, o novo meio de cultura proposto se mostrou
adequado e capaz de prover o crescimento celular juntamente com a producéo
do PS1 que alcancou 375 mg/L, uma das maiores concentracdes de PS de
pneumococo até entdo relatada na literatura. Além de estar livre de
componentes de origem animal, 0 que o torna muito vantajoso para producao

de injetaveis.
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APENDICE A - Relac&o entre medidas de PS1 (Curvas padréo diferentes)

Figura Al — Pontos experimentais de trés cultivos estimados a partir de curvas
padrdes diferentes
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APENDICE B - Crescimento celular de cepas de S. pneumoniae sorotipo 1

Figura B1: Crescimento de S. pneumoniae com diferentes volumes de indculo
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APENDICE C - Cultivos do planejamento fatorial fracionado

Figura C1 - Cultivos de S. pneumoniae sorotipo 1 dos pontos centrais
(0; 0; 0; 0) do planejamento fatorial fracionado
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Figura C2 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (-1; -1; -1; -1) do
planejamento fatorial fracionado
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Figura C3 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (+1; +1; +1; +1) do
planejamento fatorial fracionado
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Figura C4 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (-1; +1; +1; -1) do
planejamento fatorial fracionado

—— Glicose —=— DO

—&A— | actato PS1
—e— Acetato
21_+Formiato -
] 1g 4250
18- 8
J 151 4 200
=) ] 46
0 124
o —
° ; 4150 g
Q c [=)
S 9 145 &
() © —
] @) o
? 6 106 4100 &
3
= ] 12
O 37 50
7 4o
T T T T T T T T T - 0
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura C5 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (+1; -1; -1; +1) do
planejamento fatorial fracionado
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Figura C6 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (-1; +1; -1; +1) do
planejamento fatorial fracionado
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Figura C7 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (+1; +1; -1; -1) do
planejamento fatorial fracionado
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Figura C8 - Cultivo de S. pneumoniae sorotipo 1 do ponto (-1; -1; +1; +1) do

Glicose e &cidos (g/L)
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APENDICE D — Composicéo de reagentes

Tabela D1 - Composi¢ao dos componentes complexos utilizados nos diversos
meios de cultura durante os experimentos

o Extrato de
Casaminoacidos Phytone Soytone
levedura
Nitrogénio Total (%) 10,8 9,0 9,4 10,7
Amino Nitrogénio (%) 9,4 2.4 3,1 6,0
Carboidratos (mg/g) 0,0 392,9 2925 108,2

Totais
Cinzas (%) 18,3 12,4 12,0 18,2
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APENDICE E - Cultivos da avalia¢do do novo meio de cultura

Figura E1 - Producdo de biomassa e PS1 por S. pneumoniae sorotipo lem
cultivos batelada simples e batelada alimentada
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ANEXO A - Simulagéo dos cultivos em Anabio 1.2

Modelo cinético:
pumax::.8
-Monod; onde y= Ks+5§

- Produto (lactato + acetato) parcialmente associado ao crescimento;

onde Py =a.y + B
- Sem inibicao pelo substrato nem pelo produto.

- A soma da producéo de lactato e acetato ponto a ponto foi o produto
escolhido para dar de entrada no software. O PS1 néo foi escolhido para
a simulacao; pois este € um produto minoritario quando comparado a

producédo de acidos e biomassa.

- Parametros e variaveis estimadas para ajustar o modelo aos dados

experimentais:

Cxo 0,04 g/L | Cse 105 g/L | Pmax 1,0 h*
Cso 26,0 g/L | Cxe 0,0g/L |Ks 0,4 g/L
Cpo 0,16 g/L | Yys 0,17 Qo 5,88
Toat 40h | Yps 1,0 Bo 0,5h™
F 0,5L/Mh | Kgp 0,0 Cs; 20,0 g/L
Vo 3L Kgd 0,12

Trotal 9,5h Ca1 0,012 g/L

Para os valores de Cxo ; Cso; Cs1 € Cpo foram empregados os pontos
experimentais do cultivo (-1; +1; +1; -1); isto é, com 2 g/L de extrato de
levedura, 15 g/L de Phytone, 0,435 g/L de asparagina e 0,03 g/L de
glutamina.

Tvat — fOi 0 periodo de batelada que o cultivo (-1; +1; +1; -1) levou para

alcancar a concentracdo maxima de células.
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F — foi estimado pelo software.

Kg; Ks; ao; Bo € Cs, — foram estimados por tentativa e erro até que o
modelo se ajustasse aos dados experimentais.

Cse — valor calculado pela soma da glicose com os carboidratos totais
(considerados como hexoses) de Phytone e Extrato de levedura
concentrados 4 vezes no meio de alimentagao.

Y os — considerou-se 0 maximo teorico igual a 1,0, pois a concentra¢ao
de produto utilizada na simulagédo foi a soma das concentracdes de
acetato e lactato.

Mmax € Yxs — foram calculados dos dados experimentais do cultivo (-1; +1;
+1; -1).

Figura 1A: Entrada de dados no software Anabio 1.2
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