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RESUMO

O presente trabalho visou optimizar as condicdes ambientais de fermentacdo de forma
a maximizar a producdo de proteina fluorescente (EYFP — Enhanced Yellow Fluorescent
Protein) pela bactéria Escherichia coli M15.

Para atingir os objectivos deste projecto, foi utilizada a metodologia de planeamento
factorial, sendo a analise dos dados experimentais efectuada com o auxilio de um programa
estatistico (Design Expert, Versao 5.0).

Uma vez que um dos objectivos era avaliar qual a fase de crescimento, no momento da
inducdo da producdo de EYFP, que proporcionava maior producao de intensidatzje de

fluorescéncia por E. coli recombinante, foram efectuados dois planeamentos factoriais 2 , com
repeticdo no ponto central. No primeiro planeamento, a inducdo da producdo de EYFP foi
efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento e no segundo planeamento factorial a
inducdo da producdo de EYFP foi efectuada no meio da fase exponencial de crescimento. Os
factores ambientais estudados foram a temperatura de fermentacdo e a concentragdo de
oxigénio dissolvido, sendo as respectivas regides de estudo de 27°C até 40°C e 15% até 40%
de saturacao.

De forma a caracterizar todo o processo fermentativo foram analisadas as seguintes
respostas: taxa especifica maxima de crescimento, rendimento em biomassa, e produgédo
maxima de fluorescéncia arbitraria e normalizada.

Foi verificado que a fase de crescimento na qual é efectuada a inducéo da producéo da
proteina afecta a quantidade de fluorescéncia final obtida, obtendo-se, para as melhores
condigBes de temperatura de fermentagdo e concentragdo de oxigénio dissolvido (33,5°C e
27,5%), a fluorescéncia maxima média de 70 577 AFU quando a inducao é efectuada no meio
da fase exponencial de crescimento, o que representa um aumento de 5 263 AFU
comparativamente com o maximo obtido quando a inducdo se efectua no inicio da fase
exponencial de crescimento.

Foi também verificado que a fase de crescimento na qual é efectuada a indugao
influencia o efeito dos factores temperatura de fermentagdo e concentragdo de oxigénio
dissolvido nas respostas estudadas.

ApOs a realizagdo dos ensaios experimentais nas condicdes de temperatura de
fermentacdo e concentracao de oxigénio dissolvido definidos para cada ponto do planeamento
factorial, foi avaliada a significAncia estatistica e efeito de cada variavel independente, bem
como o efeito de interac¢ao nas varias respostas estudadas. Posteriormente, cada resposta foi
aproximada por um modelo linear e avaliado o seu desempenho.

Foi concluido que para todas as respostas, um polindmio de segundo grau era mais
adequado para descrever a dependéncia da respectiva resposta da temperatura de
fermentacao e concentracdo de oxigénio dissolvido.

Quando a inducao da producéo de EYFP foi efectuada no inicio da fase exponencial de
crescimento, 0s valores maximos para as respostas taxa especifica maxima de crescimento,
rendimento em biomassa e producdo de fluorescéncia arbitraria, foram obtidos para as

-1

condig¢Bes do ponto central (33,5°C e 27,5%) sendo os seus valores médios de 0,424 h , 0.522
g/g e 65 313,5 AFU, respectivamente. O valor maximo para a producao de fluorescéncia em
unidades normalizadas foi obtido para as condigbes (+1;+1), isto é, (40°C, 40%) do
planeamento factorial sendo o seu valor de 42 225,8 NFU.

Quando a inducéo da producédo de EYFP foi efectuada no meio da fase exponencial de
crescimento, os valores maximos para a taxa especifica maxima de crescimento e producéo de
fluorescéncia arbitraria foram obtidqs para as condi¢cdes do ponto central (33.5°C e 27.5%),

sendo os seus valores de 0.4095h e 70.576,9 AFU. O melhor rendimento em biomassa foi
obtido para as condi¢ces (27,5°C, 40%) sendo o seu valor de 0.410 g/g. A producdo de
fluorescéncia normalizada foi maxima no ponto (40°C;40%) sendo o seu valor de 35 689,04
NFU.
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ABSTRACT

This work is focused on the optimization of environmental conditions of recombinant
E.coli fermentation for the maximization of recombinant protein production.

To achieve those objectives, a factorial design methodology was employed, and
experimental data were analysed using a statistical program (Design-Expert, version 5.0).

Since the determination of the appropriate growth phase for induction of recombinant
protein production was also studied, two 2° factorial design with two replicates in the central
point, were made.

In the first 22 factorial design, the induction of recombinant YEFP protein production was
made in the beginning of the exponential growth phase, while in the second 2? factorial design
the induction of recombinant YEFP protein was made in the middle of the exponential growth
phase. The environmental factors studied were the temperature of fermentation and dissolved
oxygen concentration. The ranges of study were 27°C to 40°C for the temperature of
fermentation and 15% to 40% for dissolved oxygen, respectively.

For the characterization of the fermentative process the following responses were
analyzed: maximum specific growth rate, yield of biomass, arbitrary and normalized intensity of
fluorescence produced.

After analysing the experimental data, it was observed that the growth phase in which
the induction was performed affected the amount of final fluorescence obtained (correlated with
the amount of recombinant protein produced). It was possible to conclude that the induction in
the middle of the exponential growth phase led the best results. The best conditions regarding
temperature and dissolved oxygen concentration were 33.5°C and 27.5%, resulting in a
maximum average fluorescence of 70.577 AFU, which represents an increase of 5.263 AFU
when compared with the same conditions, but with the induction performed in the beginning of
the exponential growth phase.

From the same experimental data it could also be verified that the moment when the
induction of protein production is performed affects the effect of the factors temperature and
dissolves oxygen in the responses of the system studied.

The statistical significance and the effects of the independent variables were evaluated,
as well as the interaction of the effects between the variables. Afterwards, each response of the
system was approximated by a linear model and the model performance was evaluated.
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NOMENCLATURA

= X0 — Concentragao de biomassa inicial (g/kg)

= X - Concentragéo de biomassa (g/kg)

= Xi concentragao de biomassa inicial (g/kg)

= Xf concentrag&o de biomassa no final da fermentacéo (g/kg)

= U - Taxa especifica de crescimento (h™")

* yx;s — Rendimento em biomassa (g/g)

» F — Produgdo maxima de fluorescéncia arbitraria (AFU)

» f — Produgdo maxima de fluorescéncia normalizada (NFU)

= dX/dt — Velocidade instantdnea de crescimento, isto €, variagdo da
concentracao de biomassa ao longo do tempo de fermentacao (g/kg h)

= t — Tempo de fermentagéo (h)
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1.INTRODUCAO

1.1 MICRORGANISMO: ASPECTOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Apos as descobertas nos anos 1960 das potencialidades e aplicabilidade das
ferramentas de manipulacdo e sequenciacdo de DNA, in vitro, a expressao de genes
em células microbianas tem sido utilizada como técnica chave para produzir, por via
fermentativa, proteinas bioactivas.

A combinagdo da tecnologia de DNA recombinado com a optimizagdo dos
processos de producao, tem permitido a sintese de proteinas em larga escala, que de
outra forma seriam dificeis ou mesmo impossiveis de obter.

Do ponto de vista econdmico, a produgcdo e comercializagdo de proteinas
produzidas a partir de DNA recombinado requer uma cultura recombinante
geneticamente estavel, elevadas produtividades na producdo aliadas a processos de
recuperacao e purificagao eficientes e de baixo custo.

Uma lacuna frequentemente encontrada na optimizagdo e controlo dos
processos fermentativos destinados a producdo de proteinas recombinadas, é a
inexisténcia de métodos analiticos expeditos que permitam a sua quantificagao de
forma rapida e fidedigna.

A utilizagdo combinada da expressao da proteina verde fluorescente (Green
Fluorescent Protein - GFP), como sonda da expressao da proteina de interesse criou
uma ferramenta de monitorizagdo poderosa na expressao de proteinas recombinadas,
nomeadamente em E. coli.

Das varias proteinas sintetizadas por esses processos, as proteinas humanas
recombinadas tém-se destacado pela sua importancia como produtos biolégicos
farmacéuticos, sendo a E. coli o hospedeiro mais utilizado na sua produgéo (Lee,
1996; Jeong e Lee, 1999; Huang et al., 1999; Jeong et al., 2004; Yuan et al., 2004;
Shiloach e Fass, 2005).

Os principais motivos pelos quais a bactéria E. coli tem sido escolhida como
hospedeiro para a expressao de genes heterélogos prendem-se com a facilidade com
que este organismo pode ser manipulado geneticamente, as elevadas taxas de
crescimento verificadas, a obtencdo de elevadas densidades celulares, os baixos
requisitos nutricionais (Blight e Holland, 1994; Rocha, 2003), e o facto de se conhecer
a sequéncia gendmica completa e as principais vias metabdlicas.

Como a maioria das proteinas produzidas em estirpes de E. coli recombinantes
€ intracelular, a produtividade € normalmente proporcional a densidade celular final.
Deste modo, tém-se desenvolvido técnicas de cultura de altas densidades celulares
para optimizar a produtividade, assim como para reduzir os custos de producio e de
equipamento (Korz et al., 1995; Prytz et al., 2003; Hu et al., 2004; Kim et al., 2004).

Neste capitulo sera feita uma revisdo das principais caracteristicas fisioldgicas
e metabdlicas da E. coli.

Descreve-se ainda a metodologia estatistica utilizada no processo em estudo:
optimizagcdo dos parémetros ambientais (temperatura e concentracdo de oxigénio
dissolvido) para a produgdo da proteina EYFP (Enhanced Yellow-green Fluorescent
Protein - proteina de fluorescéncia amarela esverdeada melhorada) em E. coli M15.
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1.1.1 ESCHERICHIA COLI: ASPECTOS FISIOLOGICOS

A bactéria Escherichia coli foi originalmente descrita, em 1885 por Theodores
Escherich, um bacteriologista Alem&o, e chamada de bacterium coli commune.

O nome “Escherichia coli”, refere-se a um grupo de bactérias constituido por
diferentes estirpes que tém em comum varias caracteristicas.

A E. coli como microrganismo procariota, é relativamente pequena e simples. A
sua dimensao tipica é de 0,5 um de didmetro e 1,5 ym de comprimento, apresentando
uma forma de bastonete.

Na Figura 1.1 é apresentado um esquema tipico da célula de E. coli e também
uma fotografia obtida por microscopia electrénica.

As células da E. coli sdo constituidas essencialmente por compostos organicos,
sendo a sua composi¢cdo média, obtida por analise elementar em peso seco, de 50%
de carbono, 20% de oxigénio, 14% de azoto, 8% de hidrogénio, 3% de fésforo, 2% de
potassio, 1% de enxofre, 0,05% de calcio, magnésio e cloro, 0,2% de ferro e um total
de 0,3% de outros minerais como manganésio, cobalto, cobre, zinco e molibdénio
(Neidhardt et al., 1990).

Hegido muclear
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"
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Figura 1.1 Fotografia', obtida por microscopia electrénica, e esquema? tipico da célula
de E. coli.

A E. coli é uma bactéria tipicamente gram negativa, possuindo uma membrana
citoplasmatica (mais interna) circundada por uma parede de mureina e por uma
membrana externa. O espaco entre as duas membranas é chamado periplasma e
difere significativamente, em termos de composi¢cado quimica, do citosol.

Em determinadas condigbes, pode ainda observar-se uma camada viscosa de
polimeros, essencialmente polissacaridos, designada por capsula. Esta parede de
peptidoglicano ou mureina confere a célula equilibrio estrutural, permitindo-lhe
preservar a sua integridade numa grande diversidade de condigdes externas (Bailey e
Ollis, 1986; Neidhardt et al., 1990), facilitando-lhe também a adesao a superficies.

A membrana citoplasmatica, com uma espessura tipica de 70 A, tem uma
estrutura semelhante a das células eucariontes. Esta membrana é de grande
importancia pois determina quais as espécies quimicas que podem ser transferidas
entre a célula e o meio ambiente, assim como a velocidade dessa transferéncia.

! Retirado de http://www.sartorius.de

2 Adaptado de http://cwx.prenhall.com
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Tipicamente, a E. coli possui dois tipos de apéndices superficiais, os flagella e
os pili. Ambos surgem da membrana citoplasmatica e sdo essencialmente agregados
de proteinas. Apesar da sua composi¢cao semelhante, tém fungdes distintas. Os
flagella sdo organelos de locomogdo enquanto que os pili sdo organelos de adeséo.
Existem ainda pili, designados como pili sexuais, que permitem a transferéncia do
ADN durante a conjugacao bacteriana (Neidhardt et al., 1990).

O material genético da bactéria localiza-se na regido central ou pré-nucleo,
sendo constituido por uma molécula de ADN circular. No entanto, podem também
existir outras pequenas moléculas de ADN circulares, designadas por plasmideos.

A E. coli é um organismo anaerobio facultativo. Como mesofilico, pode crescer
a temperaturas entre os 8 e os 48°C, sendo a taxa maxima de crescimento obtida a
39°C, designada por temperatura 6ptima de crescimento.

E uma bactéria acido tolerante e pode crescer a valores de pH desde 4,4 até
10. Existem na literatura e na internet varias obras de referéncia bem como bases de
dados onde se pode encontrar informacao detalhada sobre a fisiologia, o metabolismo
e genoma da E. coli (Neidhardt et al., 1990; Holms, 1996; Karp et al., 2002; Martinez-
Antonio et al., 2003; Carlson e Srienc, 2004).

1.1.2 ESCHERICHIA COLI: ASPECTOS BIOQUIMICOS

A E. coli é capaz de crescer em diferentes substratos na presenca e auséncia
de oxigénio. A glucose € o substrato mais utilizado devido a sua facilidade em ser
metabolizada, funcionar simultaneamente como fonte de carbono e energia, e também
devido ao seu baixo preco.

O principio de conversao de substratos em biomassa e energia é relativamente
simples, consistindo no transporte de cada fonte de carbono para a célula e depois na
sua degradacdo a moléculas mais simples e incorporagcdo nas vias metabdlicas
centrais.

Aceita-se que a E.coli possua essencialmente quatro vias metabdlicas
principais, consideradas mais eficientes, para converter a fonte de carbono e oxigénio
em novas células e energia de manutengcdo sob qualquer nivel de limitagdo de
oxigénio (Zhao e Shimizu, 2003; Carlson e Srienc, 2004). Sendo assim, podem
ocorrer:

Fermentagao da glucose

Na auséncia de oxigénio ocorre a fermentagdo da glucose ou crescimento
fermentativo com produgcdo essencialmente de etanol, acetato, formato, succinato e
lactato. A via anaerébia mais eficiente produz trés moléculas de ATP, uma de acetato,
uma de etanol e duas de formato por molécula de glucose fermentada, traduzindo-se
num rendimento energético de aproximadamente 0,5 moles de ATP por mole de
carbono de glucose consumida.

Oxidagao da glucose

Na presenga do oxigénio, quando este nao é limitativo, ocorre a oxidagao
completa da glucose em dioxido de carbono, consumindo-se seis moléculas de
oxigénio e produzindo-se vinte e seis ATPs. O rendimento energético é de 4,33 moles
de ATP por mole de carbono de glucose consumida.

Na Equacao 1.1 representa-se a reaccao mais eficiente para a producao de
energia em termos de rendimento de ATP em glucose.

Glucose + Oxigénio > Diéxido de Carbono + Agua + Energia

CsH1206 + 60, > 6CO, + 6H,0 + Energia Equacao 1.1
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As reacg¢bes mais importantes para a oxidacdo da glucose séo ilustradas na
figura 1.2 e este processo pode ser dividido numa serie de blocos funcionais:

- Transporte da glucose para o interior da célula através do sistema fosfoenolpiruvato
fosfotransferase. A membrana citoplasmatica da E.coli ndo é permeavel a glucose. Por
isso, ela possui um sistema de transporte que efectua a passagem da glucose para o
citoplasma. Este processo de transporte esta acoplado a fosforilagdo da glucose a
glucose-6-fosfato.

- Degradagao da glucose-6-fosfato a piruvato via glicélise ou via Embden-Meyerhof-
Parnas. No processo, precursores metabdlicos sdo também produzidos: 3-
fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato e piruvato que sdo usados para as reacgdes de
biossintese. E também gerada energia metabdlica por estas reacgdes.

- Descarboxilacdo oxidativa do piruvato a acetil-coenzima A (acetil-CoA) pela piruvato
desidrogenase.

- Oxidagao do acetil-CoA a dioxido de carbono via ciclo dos acidos tricarboxilicos
(tricarboxylic acid cycle - TCA), sendo gerada energia e poder redutor. Intermediarios
do ciclo dos TCA tais como oxaloacetato e a-cetoglutarato sdo utilizados na produgao
de macromoléculas. Durante o crescimento em glucose, existem varias vias acopladas
a geracao dos intermediarios do ciclo TCA.

- Oxidagao das coenzimas reduzidas formadas nos passos anteriores na cadeia
respiratdria. A respiracédo € o processo de geragao de ATP no qual compostos actuam
como dadores de electrdes através de uma cadeia de transferéncia para aceitadores
de electrdes. A respiracdo aerdbia usa o oxigénio como aceitador final. Durante a
cadeia de transferéncia de electrdes, protdes (H*) s&o transportados para fora da
membrana citoplasmatica, gerando uma forca protomotora. Com a passagem dos
protdes outra vez para o citoplasma, a energia da forga protomotora € capturada como
ATP, catalisada pela ATPase.

Oxidacgéao e fermentagao da glucose

Em condigbes aerébias e quando a glucose esta em excesso, esta pode seguir
uma via fermentativa, originando a producédo de compostos de baixo peso molecular.
O acetato é o composto mais frequente em fermentagdes aerdbias de E. coli (Phue e
Shiloach, 2004). A glucose é metabolizada oxidativamente seguindo a estequiometria
descrita na equacdo 1.1 até ser atingido o limite da sua capacidade respiratoria. A
partir dai, e em simultaneo, a glucose é metabolizada por via fermentativa.

Glucose + Oxigénio > Acetato + Diéxido de Carbono + Agua + Energia

CsH1206 + 20, > 2CH;COOH + 2C0O; + 2H,0 + Energia Equacao 1.2
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Figura 1.2 Metabolismo oxidativo da glucose em E. coli.

Durante a producao de acido acético, o fluxo do acetil-CoA é parcialmente
direccionado para acetato, via acetilfosfato, em vez de entrar totalmente no ciclo TCA.
Através de duas reaccbes enzimaticas, catalisadas pela acetil-CoA ortofosfatase
acetiltransferase e acetato cinase, uma molécula de acido acético é produzida a partir
da acetil-CoA. Concomitante com esta conversio, é formado um ATP. Do ponto de
vista energético, a producdo aerdbia de acido acético tem um rendimento de 4
moléculas de ATP por cada molécula de glucose consumida, quando comparado com
as 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucose para a produgao de etanol, se o
uso anabdlico da glucose nado for considerado. Também, a maior diferenca entre a
sintese de acido acético e a sintese de outros metabolitos parcialmente oxidados da
glucose como o etanol ou acido lactico, € a auséncia do passo de oxidagdo do NADH
na via sintética do acido acético. O NADH é oxidado durante a conversao do piruvato a
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etanol ou acido lactico, enquanto NADH é gerado durante a conversédo do piruvato a
acido acético. Consequentemente, a formagao de acido acético requer o passo de re-
oxidagdo do NADH e logo do consumo de oxigénio.

As reacgbdes mais importantes envolvidas na fermentacdo da glucose por E.
coli sdo ilustradas na figura 1.3.

&

Lactato < / Piruvato
NADH

NAD*
Formato
NADH ——»CO;+H;
Acetil-CoA
NADH
Acetilfosfato Acetaldeido
ADP NADH
NAD*
ATP
Acetato Etanol

Figura 1.3 Vias metabdlicas mais importantes durante a fermentacao da glucose por
E. coli.

Oxidagao do acetato

O acetato formado pela via anterior pode ser oxidado e usado como fonte de
carbono secundaria se a sua concentragao nao for inibitéria e se a capacidade do ciclo
dos TCA nao estiver toda ocupada pelo metabolismo da glucose (Alba e Calvo, 2000).
Quando o acetato é a unica fonte de carbono, os compostos intermediarios do ciclo
dos TCA sao produzidos pelo ciclo do glioxilato que ¢é inibido pela presencga da glucose
(Carlson e Srienc, 2004). A reaccado de oxidagdo do acetato esta representada na
Equacao 1.3.

Acetato + Oxigénio > Diéxido de Carbono + Agua
CH;COOH + 20, > 2C0O, + 2H,0 Equagéo 1.3
Deve ser realgado que nas equagdes anteriores nao € considerada a formacao

de biomassa, nao se incluindo por isso, os coeficientes de rendimento que tomam em
linha de conta a sintese celular.
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Figura 1.4 Representacdo esquematica das varias vias oxidativas e oxido-redutiva em
E.coli. Em A, B e C existe apenas glucose no meio de fermentacdo. No caso A, o ciclo
TCA esta completamente ocupado com glucose, enquanto que em B existe alguma
capacidade respiratdria livre e em C a glucose excede a capacidade oxidativa,
direccionando a glucose para a producdo de acetato. No caso D, a capacidade
oxidativa esta totalmente preenchida com glucose e consequentemente o acetato do
meio de cultura ndo é oxidado, enquanto que o oposto acontece em E. No caso F,
apenas o acetato esta presente no meio e é totalmente oxidado.

Na Figura 1.4 esta representada a capacidade oxidativa limitada da E. coli em
condicbes de aerobiose. Tenta-se representar de uma forma esquematica as
principais vias metabdlicas que podem ser utilizadas durante um processo
fermentativo com esta bactéria. Para valores inferiores a taxa especifica critica de
crescimento (Meritico) @ glucose € completamente oxidada com um elevado rendimento
em biomassa por glucose consumida, denominando-se rendimento oxidativo em
glucose.

A equacado 1.1 traduz este metabolismo oxidativo, o qual é representado na
figura 1.4 pelos casos A, B e D.

Para valores superiores a Hqitico € inferiores a taxa especifica maxima de
crescimento (Mmaxima), O €xcesso de glucose € convertido, através do metabolismo
oxido-redutivo, em acetato, obtendo-se um rendimento inferior de biomassa por
glucose consumida. A Equacdo 1.1 e a Equagéo 1.2 traduzem o metabolismo oxido-
redutivo representado pela caso C da Figura 1.4. Quando o consumo de glucose nao
utiliza a totalidade da capacidade oxidativa da E. coli, ou na auséncia desta, a E. coli
consome simultaneamente o acetato ou apenas este ultimo, respectivamente. Os
casos E e F da Figura 1.4 descrevem esta situagédo, designada por metabolismo
oxidativo em glucose e acetato ou oxidativo em acetato, respectivamente (Equacao
1.1 e Equacao 1.3).
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1.2 PROTEINA DE FLUORESCENCIA VERDE (GFP)

A proteina de fluorescéncia verde (GFP — green fluorescent protein)
proveniente de medusa (Aequorea victoria) tem sido extensivamente aplicada em
varias areas das ciéncias biologicas. A sua caracteristica unica de auto-sintetizar o
cromoforo necessitando apenas da presenga de oxigénio molecular, isto &, sem
necessidade de adicionar qualquer composto (substrato ou cofactor) externo ao
organismo que a expressa para que a sua fluorescéncia seja detectada, faz dessa
proteina um excelente marcador in vivo de expressao genética (Timmons et al., 1997;
Gill et al.,, 2000) e de localizagado de proteinas (Gerdes e Kaether, 1996; Margolin,
2000) em varios sistemas biolégicos como mamiferos, peixes, insectos, plantas,
leveduras e numa grande variedade de bactérias (March et al., 2003; Su, 2005).

A GFP é uma proteina composta por 238 aminoacidos com um peso molecular
entre 27 e 30 kDa (Gerdes e Kaether, 1996). A sua estrutura terciaria é representada
na Figura 1.5 (A). Apresenta uma forma cilindrica bastante compacta, sendo formada
por onze cadeias exteriores nado paralelas (a verde) que constituem a sua parede e
possui um didmetro e um comprimento aproximado de 30 e 40 A, respectivamente.
Existem ainda pequenas secgdes em a-hélice que formam o limite do cilindro (a
cinzento) e um segmento a-hélice irregular (a azul) que assegura a estrutura do
cromoforo que se localiza no centro geométrico do cilindro (a vermelho), e que é
constituido pelo tripéptido Ser65-Tyr66-Gly67, representado na Figura 1.5 (B) (Yang et
al., 1996).

A GFP é uma proteina excepcionalmente estavel, devido essencialmente a sua
estrutura terciaria compacta. E bastante resistente & acgdo de proteases, agentes
quimicos desnaturantes como a ureia e o dodecilsulfato de sédio (SDS). Para além
disso, mantém a sua fluorescéncia numa grande gama de valores de pH (5,5 a 12,0) e
a temperaturas elevadas (até 70 °C).

Glicina-67

k3
I

“ Tirosina-66

Serina-65

Figura ;I.5 (A) Estrutura terciaria da GFP>. (B) Tripéptideo que constitui o Croméforo
da GFP".

Algumas variagdes na GFP deram origem a proteinas que tém fluorescéncia
azul (EBFP — Enhanced Blue Fluorescent Protein), cinzenta (ECFP - Enhanced Blue
Fluorescent Protein) e amarela esverdeada (EYFP - Enhanced Yelow Fluorescent
Protein). Por outro lado, manipula¢des genéticas possibilitaram a criagdo de variantes

3 Retirado de http://public-1.cryst.bbk.ac.uk/PPS2/projects/jonda/structur.htm
* Retirado de http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C08/C08Links/pps99.cryst.bbk.ac.uk
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da GFP, como a proteina com fluorescéncia verde melhorada (Enhanced Green
Fluorescent Protein - EGFP) que fluoresce trinta e cinco vezes mais que a GFP
selvagem. Na Tabela 1.1 encontram-se descritas algumas propriedades destas
proteinas, tais como: o coeficiente de extingdo (Em), o rendimento quéntico (YQ), o
comprimento de onda de excitagcado (AEx), o comprimento de onda de emissdo (AEm),
o valor médio de pH ao qual a proteina perde 50% de fluorescéncia, o tempo relativo
de branqueamento (photobleaching - tbranqueamento).

A monitorizagao e controlo de bioprocessos tém sido realizados, normalmente,
recorrendo a analise de parametros como o oxigénio dissolvido, pH, densidade optica
(DO), a concentracdo de substrato e a concentragdo dos gases de saida da
fermentacdo. Contudo, nem sempre é possivel medir em linha esses parametros e
nenhum deles reflecte, em tempo real, todas as alteracbes dos fendmenos que
ocorrem no interior das células. Por outro lado, a monitorizacdo da concentracdo das
proteinas recombinadas, as quais sdo o produto de interesse em grande parte dos
bioprocessos, raramente é feita em linha, devido a sua analise ser, quase sempre, um
processo demorado e complexo.

A GFP tem demonstrado um enorme potencial como método de monitorizagao
nao destrutivo in situ de bioprocessos, ndo s6 pelas caracteristicas ja referidas
anteriormente mas também porque n&o apresenta, normalmente, riscos de toxicidade
para o hospedeiro (Reischer et al., 2004). Esta proteina tem sido usada para
monitorizar em linha a concentragdo de biomassa usando um sensor de fibra 6ptica
em fermentacgdes de E. coli de baixa (Randers-Eichhorn et al., 1997; Kang et al., 2002)
e alta densidade celular (Delisa et al., 1999; Chae et al., 2000; Delisa et al., 2001).

A GFP tem sido também utilizada, com sucesso, como proteina de fusédo, uma
vez que tem demonstrado nao interferir com iniUmeras proteinas as quais se liga quer
por N — ou C-terminal (Poppenborg et al., 1997; Cha et al., 2000; Jones et al., 2004).
Seo et al. (2003) conseguiram detectar niveis de stress celular fundindo a GFP com
elementos do promotor do gene da proteina induzida por stress por choque térmico,
em varias estirpes de E. coli. Albano et al. (1998) e DeLisa et al. (1999) construiram
um plasmideo que contém a fusdo de dois genes reporter, a GFP e a cloranfenicol-
acetyl transferase (CAT). Os seus resultados sugerem uma correlagdo quantitativa
directa entre a intensidade da fluorescéncia da GFP e a actividade da enzima CAT.

No trabalho desenvolvido por Liu et al. (2001) o crescimento celular e a
expressao da GFP em culturas de células de tabaco trangénico foram monitorizados,
tendo utilizado a fluorescéncia da GFP para determinar o caudal de alimentagdo em
reactor semi-continuo.

Estes e muitos outros trabalhos desenvolvidos enfatizam o interesse da GFP
como reporter genético in vivo e como modelo de proteina, para monitorizar e
optimizar a producao de proteinas recombinadas em processos fermentativos (Li et al.,
2000; Richards et al., 2003; Jones et al., 2004; Zupan et al., 2004).
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Tabela 1.1 Propriedades das proteinas fluorescentes (adaptado de Patterson et al.,
2001).

Proteina Aminoacidos Em Ya AEX AEm PH  toaqueament
Substituidos!” (ecm™™) (%) (nm) (nm)

GFP - 9500 ~80 395(470) 509(540) - -
EGFP PhegLeu 55000 ~60 488 507 5,9 100
SergsThr
EBFP Phegsleu 31000 ~25 383 445 5,8 3
TyresHis
TyrissPhe
ECFP PhegLeu 26000
SergsThr
TyresTrp

1}

40  433(453)  475(501) 4,7 85

Asnylle
Mets;Thr
Val,g;Ala
EYFP SergGly 84000
ValgsLeu
SerzAla
ThryesTyr

1

61 513 527 6,5 35

(1) Ala - alanina; Asn — asparagina; Gly — glicina; His — histidina; lle — isoleucina; Leu —
leucina; Met — metionina; Phe — fenilalanina; Ser — serina; Thr — treonina; Trp — triptofano; Val
— valina; Em — coeficiente de extingao; yq — rendimento quantico; Agx — comprimento de onda
de excitagdo; Agnm — comprimento de onda de emiss&0; tpraguamento — tempo relativo de
branqueamento (photobleaching).

1.3 INF!_UENCIA DE FACTORES AMBIENTAIS NA PRODUGAO DE
PROTEINAS RECOMBINADAS EM E. COLI.

1.3.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA

A producao de proteinas recombinantes como a interleucina-18 e o interferao
tem constituido marcos importantes para o desenvolvimento de novas moléculas
terapéuticas. No entanto, a sua produgcdo em E.coli apresenta alguns problemas,
nomeadamente a formacdo de agregados proteicos insoluveis conhecidos como
corpos de inclusdo. Varios polipeptideos, especialmente quando produzidos a taxas
elevadas tendem a acumularem-se em corpos de inclusdo ou outro tipo de agregados
proteicos devido a uma propensao para a agregagao, a existéncia de regides expostas
a solventes, entre outros factores.

Tém sido exploradas varias estratégias para optimizar o rendimento da
proteina soluvel pela minimizagcdo do enrolamento n&o correcto da proteina, através
de estratégias direccionadas para a propria proteina ou por engenharia do processo
(Andrea et al, 2007; Baneyx e Mujacic, 2004; Sorensen e Mortensen, 2005a)
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A solubilidade proteica pode também ser favorecida pela co-producado, com a
proteina desejada, de “chaperones” individuais ou conjuntos de “chaperones” (Andrea
et al, 2007; Baneyx e Palumbo, 2003; Nishihara et al., 1998), que sao proteinas que
tém por fungao auxiliar no enrolamento correcto das proteinas produzidas. Uma outra
alternativa passa pela redugao da produgao da proteina desejada atraves da limitagcéo
da dosagem do gene ou diminuindo a expressao do gene recombinante.

Por outro lado, a manipulacdo de parametros do processo como a diminuigao
da temperatura de crescimento pode resultar em maiores rendimentos e
melhoramento da actividade bioldgica da proteina soluvel.

Em suma, existem duas vias para melhorar a produgcdo de proteinas
recombinantes biologicamente activas, entre as quais a produgao de GFP objecto de
estudo deste trabalho. A primeira é através da manipulagdo e engenharia genética e a
segunda através da optimizacdo dos pardmetros do processo produtivo,
nomeadamente a temperatura de crescimento.

Tém sido publicados varios estudos mostrando a influéncia da temperatura de
crescimento na qualidade conformacional, rendimento e solubilidade de proteinas
recombinantes.

Andrea et al (2007) estudaram a influéncia da temperatura de crescimento no
melhoramento da qualidade conformacional da proteina recombinante (GFP
recombinante) insoluvel. Neste estudo foi utilizada a estirpe de E. coli BL21
transformada com o vector de expressao pETGFP. Foram testadas trés temperaturas
diferentes (37, 30 e 16°C). Foi verificado que a 37°C, 58,8% da GFP recombinante
produzida encontrava-se na fracgao celular insoluvel. A 30°C, 54,4% da GFP
produzida era insoluvel e a 16°C a percentagem de GFP insoluvel era de 16,9%. Estes
dados indicam que temperaturas de crescimento sub-Optimas tém um efeito positivo
na solubilidade da GFP.

Os mesmos autores analisaram ainda no mesmo trabalho a emissdo de
fluorescéncia da GFP da fracgdo soluvel a diferentes temperaturas encontrando um
aumento progressivo da fluorescéncia especifica (indicativa do correcto enrolamento
da GFP e correcta formagado do cromdforo) a qual quadruplica quando se passa de
37°C para 16°C. Curiosamente, a fluorescéncia especifica da GFP da fraccéo celular
insolivel aumenta ainda mais dramaticamente sob as mesmas condi¢bes (dez vezes
mais quando se passa de 37°C para 16°C). Em resumo, estes autores concluiram que
a fraccdo de proteina agregada decresce acentuadamente a baixas temperaturas,
enquanto que a qualidade conformacional da GFP soluvel e agregada, reflectida pela
emissao de fluorescéncia especifica, melhora progressivamente.

Moénica et al (2008) estudaram o impacto da temperatura e da taxa de
expressao do gene na solubilidade da proteina (GFP) e na sua qualidade
conformacional. Estes autores estudaram a emisséo de fluorescéncia de células de E.
coli produtoras de GFP a diferentes temperaturas, desde 16°C até 42°C. Foi
observado experimentalmente que tanto a fluorescéncia total por unidade de biomassa
como a fluorescéncia da fraccdo particular associada com os corpos de inclusao
aumentaram com o aumento da temperatura. Contudo, a fluorescéncia associada a
proteina soluvel teve um ligeiro decréscimo para as mesmas gamas de temperatura.

No que diz respeito a producéo de proteina em cada condigdo de crescimento,
os autores observaram que, enquanto a quantidade de GFP soluvel mostrou um
pequeno pico a 27°C, as quantidades de GFP total e insoluvel aumentaram com a
temperatura. Estes dados pdéem em evidéncia a forte dependéncia da solubilidade da
GFP com a temperatura.

A emissdo especifica da GFP insoluvel ndo foi muito afectada pela
temperatura, observando-se o minimo a 27°C. Contudo, a qualidade conformacional
da GFP total aumenta com a diminuicdo da temperatura de forma exponencial a qual é
essencialmente contabilizada pela fracgao soluvel.

Estes autores concluiram que a temperatura, nas gamas fisioldgicas entre 16°C
e 42°C tem um impacto positivo no rendimento total de GFP. Isto é exclusivamente
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contabilizado pelo aumento da quantidade de proteina agregada, uma vez que o
rendimento da fracgcéo soluvel é pouco afectado. A fluorescéncia total por célula tem
um maximo a 32°C, também contabilizada exclusivamente pela fracgdo celular
insoluvel. Finalmente, a qualidade conformacional da GFP soluvel é dramatica e
progressivamente diminuida pela temperatura enquanto que a fluorescéncia especifica
da GFP em corpos de inclusao permanece aproximadamente constante.

Kentaro et al. (2004) efectuaram a optimizagdo sistematica da expressao de
proteina activa usando a GFP como repérter do enrolamento. Neste estudo os autores
utilizaram a estirpe de E. coli BL21 transformada com o plasmideo GST-hIL-18wild-
GFP responsavel pela producao das proteinas interleucina-18 e GFP. Para determinar
a temperatura de inducéo optimizada, os autores avaliaram a fluorescéncia na gama
15-37°C. Estes autores verificaram que quando a expressao era efectuada a 37°C, a
proteina de fusdo precipitava em corpos de inclusdo. De todas as temperaturas
estudadas, a temperatura de indugao de 25°C mostrou o melhor rendimento.

1.3.2 INFLUENCIA DO OXIGENIO

Na bioluminescencia da medusa Aequorea, a GFP é a chave para a emissao
de luz. A energia necessaria para a emissdo de luz € produzida na reacgdo
despoletada pelo ido Ca®" da foto-proteina aequorina, a qual coexiste com a GFP no
orgao fotogénico da medusa.

A energia é depois transferida para as moléculas de GFP cujo estado
excitado assim formado dissipa a energia na forma de luz verde (Amax. 509 nm). Na
auséncia de GFP, a aequorina emite luz azul (Amax. 470 nm) (O. Shimomura, 1979).

Aspectos estruturais da GFP foram descritos no ponto 1.3.A), nomeadamente a
estrutura cilindrica e as suas propriedades fisicas e espectrais.

Anadlises efectuadas permitiram elucidar que o fluoréforo é originado a
partir de uma sequéncia interna Ser-Try-Gly a qual é péds-translacionalmente
modificada para a estrutura 4-(p-hidroxibenzil)-imidazol-5-ona. Varios estudos
efectuados com GFP recombinante em E. coli permitiram propor um mecanismo
sequencial iniciado pela rapida ciclizacdo entre a Ser65 e a Gly67 para formar o
intermediario imidazol-5-ona, seguido por um passo muito lento (de horas) de
oxidacao (passo limitante) da Tyr66 da cadeia lateral por ac¢do de oxigénio molecular.

A necessidade de oxigénio durante a fase final de formagdo do cromoéforo da
GFP contrasta com os efeitos negativos de elevadas concentragbes de oxigénio na
fluorescéncia apresentada pela GFP. Associado a este ultimo efeito encontra-se o
facto de o oxigénio molecular reduzir o rendimento quantico dos fotdes verdes que séo
produzidos no estado excitado (Phillips Jr, 1997).

Abeer et al. (2008) descreveram a perda de fluorescéncia e alteragbes
na molécula de GFP induzidos por oxiradicais, tendo estudado em que extensao os
oxiradicais poderiam danificar e desnaturar a GFP e se este dano/desnaturacao
poderia ser seguido pela perda de fluorescéncia. No mesmo trabalho, examinaram
também a influéncia do pH nos danos na GFP induzidos por oxiradicais e
consequentemente a perda de fluorescéncia.

Apds 0s ensaios experimentais, os autores, verificaram que a GFP
realmente perde a sua fluorescéncia quando exposta a oxiradicais, sendo essa perda
pH-dependente.

Belpair et al., 2005, estudaram um método para monitorizar o destino da
proteina de fluorescéncia verde adicionada a lamas residuais aerdbias e anaerdbias.
Estes autores utilizaram um procedimento baseado na analise fluorométrica da GFP
nas fracgdes liquidas e sdlidas das lamas. Foi verificado que, sob condigbes aerdbias
e a 20°C, a maior parte da GFP se associava imediatamente com a frac¢do sélida das
lamas. Cerca de 20% da fluorescéncia devida a fracgdo sdlida associada a GFP

Universidade do Minho -12 -



Monitoriza¢do e Modelagdo da Fermentagao de E. coli Recombinante 2009

continuou presente apds 72h. Sob condigcbes anaerdbias e a 35°C, o sinal de
fluorescéncia devido a GFP foi reduzido em 90% apenas em 6 h. Estes dados
mostram a necessidade da presenga de oxigénio para a expressao de fluorescéncia
pela GFP.

1.3.3 INFLUENCIA DA FASE DE INDUGAO

A producédo de proteinas recombinantes usando genes heterdlogos
apresenta varios problemas, sendo necessaria a optimizacdo das condicbes de
expressao, com o objectivo de obter proteinas activas com elevados rendimentos de
produgao.

A utilizagdo de um sistema repérter, como a GFP, permite a optimizacao dos
parametros operacionais de indugao para varias proteinas recombinantes que utilizem
0 mesmo sistema de expresséo.

Na literatura estdo referenciados varios pardmetros a estudar como a
concentragao de indutor, a estirpe hospedeira, a temperatura de indugao, e a fase de
crescimento na qual deve ser efectuada a indugao, entre outros.

Tabandeh et al. (2008) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para
optimizar as condi¢cdes de indugdo da producao do interferdo beta recombinante em
culturas de alta densidade celular. Estes autores estudaram a influéncia da
concentragao de indutor e 0 peso seco no momento da indugdo na produtividade
global de interferdao beta. Para tal, utilizaram trés pesos secos diferentes no momento
de inducao (50, 60 e 70 g/L) e trés concentragbes de indutor (1,2 e 3 mM de IPTG -
isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo) como varidveis num planeamento factorial
completo de trés niveis. Estes autores obtiveram duas condi¢cdes operacionais
Optimas. No primeiro caso, 50 g/L de peso seco e 2,54 mM de IPTG conduziram a
uma produtividade global de 0,151 g/L.h de interferdo beta. No segundo caso obteve-
se a mesma produtividade global de interferdo beta para 70 g/L de peso seco e 1,29
mM de IPTG. A aplicacdo destas condigdes optimizadas permitiu obter uma
produtividade global de interferdo beta trés vezes superior ao obtido nas condi¢des do
ponto central (condi¢cdes nao 6ptimas).

Kentaro et al. (2004) também optimizaram as condi¢cdes de expressao da GFP,
sendo esta utilizada como repdrter do enrolamento e actividade da interleucina-18.
Estes autores estudaram o efeito da concentragéo de IPTG (indutor) e o ponto maximo
de producgao de fluorescéncia. Os autores estudaram quatro concentracdes de IPTG
(0,1; 0,5; 1 e 2 mM) verificando que a fluorescéncia aumentava directamente com o
aumento da concentracao de IPTG, apesentadndo uma estabilizacdo a 1 mM de IPTG.
A intensidade maxima de fluorescéncia com 0,1 mM foi obtida apoés 9 horas, enquanto
que a intensidade de fluorescéncia maxima com 0,5; 1 e 2 mM foi obtida cerca das 15
horas apés a indugéo. Para todas as concentracdes, uma vez atingida a fluorescéncia
maxima, esta diminuia gradualmente.

Susanne et al. (2006) estudaram os factores que afectavam a expresséo de
proteina soluvel usando a metodologia de superficie de resposta. Estes autores
optimizaram a temperatura de indugdo, tempo de indugcido e concentragao de indutor
na expressao da proteina nao estrutural NS3 do gendtipo do virus C em E. coli.
Através deste trabalho, os autores demonstraram que todos os factores em estudo
afectaram de forma significativa a expressao da proteina soluvel.
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1.4 PLANEAMENTO DE EXPERIENCIAS

Quando se realiza um ensaio, é essencial fazer a recolha correcta de dados, de
modo a permitir retirar conclusdes objectivas, e assim, dar resposta ao problema que
suscitou a realizagdo do ensaio. Uma forma muito eficiente de melhorar o valor e a
qualidade da pesquisa, encurtando o tempo de desenvolvimento do processo e
consequentemente os custos, € através de ensaios estatisticamente planeados (Sen e
Swaminathan, 1997).

Geralmente, a fermentacgao é a etapa critica no estabelecimento da viabilidade
técnica e econdmica de um processo biotecnolégico, sendo dificil implementar ao nivel
industrial os estudos efectuados em laboratério, mesmo quando as caracteristicas
bioquimicas, microbioldgicas e fisico-quimicas estdo ja bem definidas. Assim, a
obtencdo de modelos matematicos que descrevem o processo fermentativo em
estudo, é de extrema importéancia, pois possibilita um melhor controlo dos mesmos e a
obtengdo de maiores concentragbes do produto desejado com menor custo. A
utilizacdo de planeamentos factoriais para a optimizagado de processos fermentativos
possibilita o estudo de diversas variaveis com um numero reduzido de ensaios e
permite também verificar os efeitos individuais dos factores e suas interacgées. Sendo
assim, o presente trabalho tem como principal objectivo a optimizagdo das condigdes
que proporcionam a melhor taxa de producdo de YEFP em E. coli M15, utilizando
planeamento factorial de experiéncias.

O planeamento factorial de experiéncias tem sido amplamente utilizado na
avaliacdo dos efeitos das variaveis e na optimizacdo de diversos processos
microbioldgicos. Segundo Horitsu et al. (1992), ha duas formas de optimizar as
condigbes de cultura para a produgdo microbiolégica de um produto desejado: a
primeira € uma abordagem cinética, que utiliza o modelo cinético da produgédo do
produto de interesse, e a segunda € a aplicacdo de métodos estatisticos.

Segundo estes autores, a metodologia estatistica provou ser muito util na
optimizagao das condi¢gbes de reacgao para microrganismos.

A esséncia de um bom planeamento consiste em projectar um ensaio de forma
que ele seja capaz de fornecer exactamente o tipo de informacgao que se procura.

Partindo do total desconhecimento do sistema a estudar, o primeiro passo
consiste em definir claramente os objectivos pretendidos. Nesta situagdo de pouca
informagao, ndo sendo sequer conhecidas as variaveis mais importantes para o
sistema em estudo, é necessario realizar a triagem das variaveis e eliminar as nao
significativas. O uso de planeamentos factoriais fraccionarios permite essa selecgéo
de uma forma rapida e econdmica podendo ser usados para estudar vinte ou mais
factores experimentais ao mesmo tempo. Na literatura pode ser obtida informacao
mais detalhada sobre planeamentos factoriais fraccionarios, nomeadamente em (Neto
et al. 1995; Silva, 1999).

Apds a seleccdo das variaveis importantes, o proximo passo sera avaliar
quantitativamente a influéncia destas, sobre a resposta de interesse, bem como as
possiveis interacgoes. Esta etapa pode ser efectuada, com o minimo de ensaios,
através de planeamentos factoriais completos. Ultrapassando esta etapa, e para obter
uma descricdo mais detalhada do processo, efectua-se a constru¢cdo de modelos
empiricos.

Quando o objectivo principal da investigagéo € a optimizagdo do sistema, isto
€, maximizar ou minimizar algum tipo de resposta, utiliza-se a metodologia de
superficie de resposta (RSM — Response Surface Methodology), que se baseia na
modelagdo por minimos quadrados ou alternativamente a optimizacdo simplex
sequencial, em que o objectivo é simplesmente chegar ao éptimo, dispensando-se a
construgcao de um modelo. Por ultimo, tera que ser avaliada a qualidade do ajuste do
modelo aos dados experimentais obtidos.

A metodologia de superficie de resposta é constituida por duas etapas: a
modelagdo e o deslocamento. Estas etapas sao repetidas tantas vezes quantas forem
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necessarias, com o objectivo de atingir uma regido 6ptima (maxima ou minima) da
superficie em estudo. A modelagdo ¢é feita, normalmente, ajustando-se modelos
lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de planeamentos
factoriais. O deslocamento da-se sempre ao longo do caminho de maxima inclinagcao
de um determinado modelo, que ¢é a trajectéria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada.

Considerando o caso concreto do estudo do efeito de duas variaveis (X4 e Xy)
na variacdo de uma determinada resposta (y), & efectuado um planeamento factorial 2*
completo, com repeticdo no ponto central (figura 1.6). De notar que este planeamento
contem um ponto central, e por isso varre trés niveis de cada variavel, e ndo dois.

110

X, 100

90

45 50 55
X

Figura 1.6 Planeamento factorial de dois niveis com ponto central. (adaptado de Neto
et al., 1995)

Tabela 1.2 Matriz de planeamento 22 com ponto central. X; e X, representam os
valores das variaveis codificadas pelas equagdes X1= (x4-50)/5 e X, = (x2-100)/10.

Ensaio X4 X2 X4 Xs Y
1 45 90 -1 -1 Y1
2 55 90 1 -1 Y2
3 45 110 -1 1 Y3
4 55 110 1 1 Y4
5 50 100 0 0 Y5
6 50 100 0 0 Y6
7 50 100 0 0 Y7

O facto de existirem trés niveis permite verificar se ha ou nao falta de ajuste
para um modelo linear. A tabela 1.2 mostra a matriz do planeamento factorial que seria
necessario executar experimentalmente. Apods a realizacdo dos ensaios definidos na
tabela 1.2 e determinacdo dos valores numéricos da resposta para cada ensaio
(valores de y), se for admitido que a superficie de resposta na regido em estudo é uma
funcao linear dos factores, a resposta pode ser estimada pela equacao 1.4:

Y = bg + by X; + byXs Equacdo 1.4

onde by, by e b, sdo estimativas dos paradmetros do modelo e X, e X, representam as
variaveis em estudo, na forma codificada. Os valores de by, bs € b, podem ser obtidos
pelo método dos minimos quadrados. A partir dos trés ensaios repetidos no ponto
central é calculada uma estimativa da varidncia associada aos parametros do modelo
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que € utilizada na determinagdo dos erros padrao inerentes a cada parametro do
modelo.

Pode-se entao definir a equacao do modelo ajustado representado na equacgao
1.5.

Y = (Do # th.2000) + (D1 % th2 651)X1 + (b2 % th2opo)Xo Equacéo 1.5
onde:

t..2 representa o valor de t numa distribuicdo de Student com n-2 graus de liberdade
sendo n 0 numero de ensaios.

(ovo, Ob1, Ob2) Frepresenta o erro padrao associado a cada pardmetro do modelo.

Os valores do erro padrdo e t sdo utilizados na avaliacdo da significancia
estatistica do respectivo parametro. Para o nivel de probabilidade escolhido,
normalmente 95%, o valor do parédmetro calculado tem que ser significativamente
diferente de zero nesse nivel de confianca para ser estatisticamente significativo e
portanto incorporado no modelo proposto.

Os mesmos parametros também sao utilizados para avaliar a significAncia dos
efeitos e do efeito de interacgao.

A qualidade do ajuste de um modelo linear nos parametros aos dados
experimentais obtidos é efectuada através da andlise de variancia (ANOVA), como
descritos na tabela 1.3

Tabela 1.3 Tabela de anadlise de varidncia para o ajuste de um modelo linear nos
parametros pelo método dos minimos quadrados. n; = numero de repeti¢gdes no nivel i;
m = numero de niveis distintos; n = £ n; = numero total de observagdes; p = niumero de
parametros do modelo.

Fonte de Variagéo Soma Quadratica N° de graus Média Quadratica
de liberdade
Regressao SQr=2 X (Y-Y) p-1 MQr = SQr/(p-1)
Residuos SQr=3 2 (Yi- Y, n-p MQ;, = SQ/(n-p)
Falta ajuste SQu=Z Z (Y;-Y)? m-p MQyj = SQgj/(M-p)
Erro puro SQe =2 = (Y- Vi) n-m MQgp = SQep/(N-m)
Total SQr =32 % (Y- Yif n-1

% de variacao explicada: SQr/SQy
% de variagdo explicavel: (SQr-SQep)/SQr
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Significancia estatistica da regressao

Admitindo que os erros seguem uma distribuicdo normal, podem-se utilizar as
médias quadraticas para testar se a equacdo de regressao é estatisticamente
significativa. Quando por exemplo by = 0, isto €, quando n&do ha relagao entre X; e Y,
pode-se demonstrar que a razao entre as médias quadraticas MQr e MQ, segue uma
distribuigcao F:

MQr/MQ; = F 42 equacao 1.6

onde 1 e n-2 sdo o numero de graus de liberdade da média quadratica devida a
regressao e da média quadratica residual, respectivamente. Como a equacgéo 1.6 s6 é
valida para by = 0 podemos testar essa hipotese nula usando o valor efectivamente
calculado para MQr/MQ,. Para isso basta compara-lo com o valor tabelado de F ;1,2 no
nivel de confianca desejado. Se for verificado que MQr/MQ; é maior que F 1., a
possibilidade de by = 0 deve ser rejeitada. Por outras palavras, nesse caso teriamos
evidéncias estatisticas suficientes para acreditar na existéncia de uma relagao linear
entre as variaveis. Quanto maior o valor de MQgr/MQ,, melhor.

Pode acontecer, porém, que uma regressao, embora significativa do ponto de
vista do teste F, ndo seja util para realizar previsdes, por cobrir uma faixa pequena dos
factores estudados. Sugeriu-se (Box e Wetz, 1973) que para que isso nao ocorra, isto
€, para que uma regressao seja ndo apenas estatisticamente significativa mas também
util para fins predictivos, o valor da razao MQgr/MQ, deve ser no minimo quatro a cinco
vezes F ¢ 0.

Tal como no caso anterior, também a soma quadratica residual pode ser
decomposta nas parcelas soma quadratica do erro puro e soma quadratica devido a
falta de ajuste:

SQ; = SQ¢p + SQ 1 equacgao 1.7

a primeira parcela ndo tem a ver com o modelo, reflectindo apenas a dispersdo das
respostas repetidas em torno das suas médias em cada nivel. Este termo da uma
medida do erro aleatério que afecta as respostas. A segunda parcela depende do
modelo fornecendo uma medida da falta de ajuste do modelo as respostas
observadas.

Um teste F da razéo MQ:/MQg, serve para avaliar se o modelo esta ou ndo
bem ajustado as observagdes. Valores altos de MQx,/MQg, significardo muita falta de
ajuste. Sendo F, ., retirado da tabela para n graus de liberdade da falta de ajuste e m
graus de liberdade do erro puro.
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2 OBJECTIVOS

Geral

Optimizar as condi¢gdes ambientais de fermentacdo de forma a maximizar a
producao de proteina fluorescente — YEFP - em E. coli M15.

Especificos

e Avaliar o efeito da concentragao de oxigénio dissolvido nos parametros especificos
que caracterizam o processo (taxa especifica maxima de crescimento, rendimento
em biomassa, producdo maxima de fluorescéncia em unidades arbitrarias e
normalizadas) bem como a influéncia da variagdo da temperatura de fermentacéo.

e Pretendeu-se, também, verificar qual a fase de crescimento na qual, deveria ser
efectuada a inducao da producéao de proteina fluorescente —YEFP.

o Estabelecer um modelo matematico, para cada resposta estudada, que represente
a variagdo da resposta em fungdo dos factores estudados e determinar o ponto
6ptimo da equacéo validada.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo descrevem-se todos os materiais e métodos utilizados para
estudar experimentalmente a influéncia dos parametros ambientais, temperatura de
fermentagado e concentragdo de oxigénio dissolvido, na produgdo de YEFP em E.coli
M15.

O planeamento factorial utilizado, o processo fermentativo, o microrganismo
bem como informacdes relativas ao equipamento, instalagdo experimental e reagentes
quimicos usados, sdo a seguir abordados.

3.1 MEIOS DE CULTURA

O meio de cultura utilizado, tanto na preparacdo do inoculo como no estudo
dos ensaios em modo descontinuo, foi um meio M9 modificado descrito a seguir.

3.1.1 PREPARAGAO DO INOCULO

O meio de cultura utilizado na preparagao do inoculo vem descrito na tabela
3.1. Em todos os ensaios foram preparados 0,3 Kg do meio M9 modificado (Rocha,
2003; Veloso, 2006), da seguinte forma: pesou-se 1,5 g de glucose comercial (1) e
adicionou-se num matraz agua destilada até perfazer um peso total de 250 g.

Noutro matraz, foram pesados os sais pertencentes ao conjunto 2 da tabela 3.1
e adicionou-se agua destilada até perfazer um peso total de 30 g.

Ambos os matrazes acima descritos foram esterilizados em autoclave, durante
20 minutos a temperatura de 121°C.

Posteriormente, foi preparada uma solugao com os compostos do grupo 3 da
tabela 3.1 adicionando-se agua destilada até um peso total de 20 g.

Apos arrefecimento, foi adicionada a chama a solugdao de compostos 2 a
solugdo de compostos 1. A solugao de compostos 3 foi adicionada a jungao dos dois
meios, sendo esterilizada por filtragdo com acrodiscos estéreis de 0,2 pm de
porosidade e 25 mm de didmetro (Gelman Sciences, EUA) directamente para o
recipiente que continha os meios 1 e 2.

Apoés a preparagao do meio de cultura, este foi inoculado a partir de crioviais
Stock contendo 1 mL de E.coli M15 com os plasmideos [pEYFP] e [pREP4] que
tinham sido progressivamente descongelados desde -80°C, -20°C até a temperatura
ambiente.

O inoculo assim preparado foi colocado a 37°C e a uma velocidade de agitagao
de 150 rpm, numa incubadora orbital, até ser atingida uma densidade O6ptica de
aproximadamente 1,3, que de um modo geral demorava cerca de 17 horas.

3.1.2 PREPARAGAO DO MEIO DE CULTURA PARA OS ENSAIOS

Os ensaios experimentais relativos aos dois planeamentos factoriais de dois
niveis 22, com duas repeticbes no ponto central (cuja variagdo dos factores
temperatura de fermentacdo e concentracdo de oxigénio dissolvido esta descrita na
tabela 3.5) foram efectuados em modo descontinuo com meio M9 modificado, com um
peso total de 3 kg. A preparacao do meio de fermentacéao foi semelhante para todos os
ensaios e processou-se da seguinte forma: os compostos marcados com (1) na tabela
3.1 foram dissolvidos em agua destilada e a solucdo resultante esterilizada em
autoclave, dentro do reactor, durante 30 minutos a temperatura de 121°C. O peso total
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desta solucao foi de 2,6 kg. Os compostos (2) foram dissolvidos em agua destilada
num matraz e esterilizados em autoclave, durante 20 minutos a mesma temperatura
da solugao anterior, tendo um peso total de 0,37 kg. A solugdo dos compostos (3),
com peso total de 0,03 kg, foi esterilizada com acrodiscos estéreis de 0,2 ym de
porosidade e 25 mm de didametro (Gelman Sciences, EUA).

Tabela 3.1 Composicdo do meio de cultura M9 modificado

Compostos Concentragao (g/kg)
Solugédo
Nome Grau de Marca Inéculo Descontinuo
pureza (2)
Glucose comercial COPAM 5,0 5,0 1
monohidratada
Na,HPO, 98,5% Riedel-de- 6,0 6,0 2
Haén
KH,PO,4 98% Riedel-de- 3,0 3,0 2
Haén
NH4CI 99,5% Panreac 1,0 1,0 2
NaCl 99,8% Riedel-de- 0,50 0,50 2
Haén
MgS0,4.7H,0 99% Riedel-de- 0,12 0,12 3
Haén
Tiamina 99% Fluka 0,34 0,34 3
CaCl,.2H,0 99% Riedel-de- 0,015 0,015 3
Haén
Kanamicina 92% Sigma 0,025 0,025 3
Ampicilina 91% Sigma 0,1 0,1 3
Soluggode - - e 2,0 (i) 3
tragos de
minerais
Solugdode - - e 2,0 (i) 3
vitaminas

(i) As unidades destas solu¢des sdo mL/kg.

Nas Tabelas 3.2 e 3.3 indicam-se as composi¢cdes das solugdes de tracos
minerais e de vitaminas utilizadas. Estas solu¢des foram preparadas no laboratério a
partir dos compostos quimicos mencionados nessas tabelas.
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Tabela 3.2 Composicio da solugado de tragos de minerais.

Composto Grau de pureza (2) Marca Concentracéo (g/L)

FeCls 99% Riedel-de-Haén 27
ZnCl, 98% Riedel-de-Haén 2,0
CoCL, 98% Riedel-de-Haén 2,0
NaMoO, 99,5% Merck 2,0
CaCl, 99% Riedel-de-Haén 1,0
CuCl, 99% Riedel-de-Haén 1,0

HsBO; 99,8% Merck 0,50

HCI 95% Merck 100 "

(i) unidade: mL/L.

Tabela 3.3 Composicio da solugdo de vitaminas.

Compostos Grau de pureza (2) Marca Concentracéao (g/L)
Riboflavina 98% Riedel-de-Haén 0,42
Acido Pantoténico 99% Fluka 5,4
Acido Nicotinico 99% Riedel-de-Haén 6,1
Piridoxina 99,5% Merck 1,4
Biotina 98,5% Merck 0,060
Acido Félico 95% Merck 0,042

3.2 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi a estirpe de E. coli M15 (Nals, Strs, Rifs, Thi-,
Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+), (QUIAGEN Inc., EUA), derivada da E.
coli K12, contendo os plasmideos [pREP4] (QUIAGEN Inc., USA) e [pEYFP]
(Clontech, USA). O plasmideo pREP4, de baixo numero de cdpias, confere resisténcia
a kanamicina e expressa a proteina repressora lac, codificada pelo gene lacl,
derivando do plasmideo pACYC. Nas células hospedeiras estdo presentes varias
cépias deste plasmideo que asseguram a producgdo de elevados niveis da proteina
repressora lac que se liga as sequéncias do promotor no plasmideo pEYFP e regula
rigorosamente a expressao das proteinas recombinadas. A estirpe E. coli M15[pREP4]
€ assim capaz de uma producgao de proteinas controlada, pois exibe baixos niveis de
expressdes na fase pré-inducdo. Este facto é significativo, uma vez que permite a
obtencao de culturas mais estaveis.

A expressao da proteina de fluorescéncia amarela esverdeada melhorada
(EYFP), codificada pelo vector pEYFP (obtido a partir do plasmideo pUC19, este por
sua vez derivado do plasmideo pPD16.43) é rapidamente induzida pela adicdo de 1
mM de IPTG, que se liga as proteinas repressor lac inactivando-as. A EYFP, como
referido no item 1.2, € uma variagdio da GFP com a substituicio de quatro
aminoacidos que alteram o espectro de emissdo de verde para amarelo esverdeado.
O seu nivel de fluorescéncia é aproximadamente igual ao da EGFP. O plasmideo
pEYFP, de elevado nimero de cdpias, confere resisténcia a ampicilina.

3.3 FERMENTADOR E UNIDADE DE MEDIDA E CONTROLO DIGITAL

Todas as fermentagdes foram efectuadas em modo descontinuo num
bioreactor agitado de 5-L (Biostat M.D, B.Braun, Alemanha).

O reactor esta equipado com uma camisa para controlo da temperatura, um
rotor de agitagdo e um controlador de caudal massico para o arejamento. Inclui ainda
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sensores para a concentracdo de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, potencial
redox, controlo de nivel de volume e deteccdo de espuma.

O fermentador encontra-se ligado a uma unidade de controlo digital (DCU —
Digital Control Unit) onde algumas destas variaveis podem ser monitorizadas e
controladas. Cada variavel tem o seu préprio ciclo de controlo, com parametros
proprios, os quais podem ser alterados directamente pelo utilizador ou através de
comunicagao remota.

A DCU também permite outras fungdes como a amplificacdo dos sinais dos
sensores, € a sua calibracao.

A actuacdo final nos elementos de controlo também é efectuada por esta
unidade, basicamente pela actuagdo nas bombas usadas para a adicao de acido ou
base no controlo do pH, no aquecimento da camisa para controlo da temperatura e na
velocidade de agitagcdo e/ou taxa de arejamento para controlo da concentragcao de
oxigénio dissolvido.

O sistema de fermentagdo Biostat incorpora outras unidades, responsaveis
pelo poder de agitacdo, aquecimento e bombagem da agua da camisa, bombas
peristalticas para adicdo de acido e base e adi¢do de anti-espuma.

A descrigao dos componentes do bioreactor pode ser encontrada na tabela 3.4.

Tabela 3.4 Descricdo dos componentes principais do bioreactor.

Componente Descrigao

Vaso de fermentagao (BIOSTAT  -Vaso de cultura em vidro de boro-silicato com camisa
MD, B.Braun, Germany). externa para controlo da temperatura e varias portas
para sondas, colheitas e entradas.

-Movido por um motor de 55 WDC directamente
montado no topo do vaso de fermentacéao

Agitador -Agitador com 6 pas.

Sonda de temperatura -Termoémetro de platina (Pt-100)

Sonda de pH (Mettler Toledo, -Eléctrodo de vidro esterilizavel
Suiga). -Medigao de potenciometria
Sonda de oxigénio dissolvido -Medicéao polarografica

(Mattler Toledo, Suiga)

Sistema de alimentagao de gas -Ar comprimido
-Filtro 1-um (Swagelok, EUA)
-Controlador de caudal massico Hi-Tec F201C-FB
(Bronkhorst, Holanda).
-Filtro de membrana ACRO 50 (Pall, EUA)

Controlo de pH -2 bombas peristalticas para adigdo de acido e base.

O bioreactor é alimentado com ar desumidificado obtido a partir do sistema de
ar comprimido do laboratério e controlado através de um controlador de caudal
massico (modelo Hi-Tec F201C-FB da Bronkhorst, Holanda)

A linha de ar que alimenta o reactor passa através de dois processos de
filtracdo: a primeira é efectuada com um filtro de 1um da Swagelok (EUA) antes do
controlador de caudal massico para remogdo de particulas grosseiras, a segunda
filtracdo utiliza um filtro de membrana hidrofébica autoclavavel de 0,2 ym (Acro 50 da
Pall, USA) que é colocado antes do reactor para esterilizagao do ar.
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A figura 3.1 mostra uma fotografia da instalacao experimental utilizada para a

realizagdo dos ensaios.

Figura 3.1: Fotografia da instalagdo experimental utilizada nos ensaios.

3.4 OPERAGAO EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS

Para efectuar cada ensaio, com os factores definidos para os planeamentos
factoriais 2° com ponto central (tabela 3.5), e apds a esterilizacdo do meio de cultura,
seguiu-se a sequéncia de passos seguinte:

1-

Adicionar de forma estéril dos meios 2 e 3 (da tabela 3.1) ao meio 1 que se
encontra dentro do reactor.

Introduzir a referéncia para a temperatura de fermentagdo correspondente ao
ensaio do planeamento factorial a executar, na DCU.

Activar a agitagcdo com um valor de referéncia de 150 rpm na DCU.

Iniciar o controlo da temperatura e esperar que esta atinja o valor pretendido de
forma estavel.

Calibrar a sonda de oxigénio dissolvido para 0% de oxigénio dissolvido através
da introdugao, asséptica, de azoto gasoso no meio de cultura de acordo com
as instrucdes da DCU.

Calibrar a sonda de oxigénio dissolvido para 100% de oxigénio dissolvido
através da introducao, asséptica, de 10 L/min de ar e aumentando a agitagéo
para 500 rpm.
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7- Introduzir a referéncia para o oxigénio dissolvido na DCU, em funcéo do nivel
definido para cada ensaio do planeamento factorial.

8- Calibrar o eléctrodo de pH fora do reactor utilizando padrdes de pH 4 e pH 7.

9- Introduzir o eléctrodo de pH dentro do reactor apds esterilizacdo com etanol
(70% comercial).

10- Iniciar o controlo de pH.
11- Iniciar o controlo em cascata da concentragao de oxigénio dissolvido.

12- Inocular o reactor iniciando-se assim, o ensaio.
13- Retirar uma amostra ao meio de fermentagdo, de hora em hora. Em cada
amostra efectuar as seguintes leituras:

a. Ler a densidade optica (D.O.goonm) da amostra a 600 nm num
espectrofotémetro UV/VIS V-560 (Jasco, inc., EUA).

b. Ler a fluorescéncia da amostra num espectrofluorimetro FP-6200
(Jasco, inc., EUA) com Aexcitagao d€ 513 NM € Aemissao de 527 nm.

c. Centrifugar a amostra a 3000 rpm durante 20 minutos numa centrifuga
CENCOM (J.P. Selecta, Espanha).

d. Ler novamente a fluorescéncia do sobrenadante com Aexcitagso de 513
nNM € Aemissao d€ 527 nm

e. Filtrar 1 mL de amostra, com filtros descartaveis Gyrodisc Syr. CA-PC
(Orange Scientific, Bélgica) de porosidade 0,2 pm e 30 mm de
diametro. Determinar a concentracdo de acetato e glucose por HPLC,
num cromatoégrafo liquido de alto desempenho (HPLC) Jasco (Japao),
com detector UV/Vis Jasco e detector de indice de refraccdo Jasco,
com acido sulfarico 0,01 N como eluente a caudal constante de 0,5
mL/min a temperatura de 35°C, sendo a separacdo efectuada numa
coluna cromatogréfica de acidos organicos Chrompack.

f. Na restante amostra filtrada, determinar a concentragdo de glucose
pelos métodos DNS e enzimatico.

g. Efectuar a indugdo da producdo da proteina YEFP pela adigao,
asséptica, de uma solucéo de 1,5 mM de IPTG. Para o planeamento
factorial 2° com ponto central, com inducdo da produgdo de YEFP no
inicio da fase exponencial de crescimento, adicionar a solugéo 1,5 mM
de IPTG quando a densidade optica do meio de fermentacido for de
aproximadamente 0,4, a qual correspondem cerca de 2 horas de
fermentacdo. Para o planeamento factorial 2° com ponto central com
indugdo da producédo de YEFP no meio da fase exponencial de
crescimento, adicionar a solugao 1,5 mM de IPTG quando a densidade
6ptica do meio de fermentacdo for de aproximadamente 3,0, a qual
correspondem cerca de 7 horas de fermentagao. A solugao de 1,5 mM
de IPTG ¢é esterilizada com acrodiscos estéreis de 0,2 um de
porosidade e 25 mm de didmetro (Gelman Sciences, EUA),
directamente para o interior do reactor,
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3.5 CONDIGOES EXPERIMENTAIS ESTUDADAS

As fermentagdes foram efectuadas com os valores de referéncia para o
controlo das variaveis ambientais indicados na Tabela 3.5.

Foram utilizadas solu¢des aquosas (diluicao 1:4) de hidroxido de amédnio a
25% e de acido fosférico a 85%, para controlar o pH do meio a 7,0 (x0,1). Para
controlar o nivel de espuma foi adicionado, quando necessario, um agente anti-
espuma (Merck).

Para estudar o efeito dos factores temperatura de fermentagcao e concentragao
de oxigénio dissolvido na producao da proteina YEFP em E.coli M15 foi efectuado um
planeamento factorial 2 completo, com repeticdo no ponto central. Este planeamento
foi efectuado em duplicado, sendo a indugdo da producao efectuada no inicio da fase
exponencial de crescimento, para um dos planeamentos 22 e a inducgdo da producéo
de YEFP efectuada no meio da fase exponencial de crescimento, para o outro

planeamento factorial 22. Na tabela 3.5 vém descritos os planeamentos experimentais.

Tabela 3.5 Matriz do planeamento experimental segundo dois factoriais 2% com

repeticao no ponto central.

Nivel da variavel Factor
Momento de
Ensaio T 02 dissolv. T 02 dissolv. .
Indugao
(°C) (%) (°C) (%)
1 -1 -1 27 15 Inicio
2 +1 -1 40 15 Inicio
3 -1 +1 27 40 Inicio
4 +1 +1 40 40 Inicio
5 33,5 27,5 Inicio
6 33,5 27,5 Inicio
1 -1 -1 27 15 Meio
2 +1 -1 40 15 Meio
3 -1 +1 27 40 Meio
4 +1 +1 40 40 Meio
5 0 0 33,5 27,5 Meio
6 0 0 33,5 27,5 Meio

Inicio — indugéo da produgdo de GFP no inicio da fase exponencial de crescimento (D.O.sponm= 0,4)

Meio — indugao da produgédo de GFP no meio da fase exponencial de crescimento (D.O.gponm= 3,0)
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3.6 PLANEAMENTO EXPERIMENTAL

As variaveis a estudar foram codificadas de acordo com a equagéao 3.1:

Vec=(VR—-Vg)/ A VR equacao 3.1

Onde Vc - valor codificado da variavel independente

VR — valor real da variavel independente
Vo — valor real da variavel independente no ponto central

AVR — valor do passo, isto &, (VRmax- — VRmin.)/2

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando-se o programa
DESIGN-EXPERT (versao 5).

A significancia dos factores experimentais foi testada pelo teste t de student.
Este teste, baseado na hipotese de que o verdadeiro parametro é zero, foi utilizado
para verificar se o factor em causa € ou néo significativo na resposta em estudo. Se o
valor de t calculado (t..c) for superior ao t tabelado (tip,1-0,,A) para um nivel de
significAncia o e A graus de liberdade, entdo o termo em causa contribui
significativamente para a resposta.

Os niveis de significAncia, a notagao utilizada para denotar cada nivel, bem
como os valores de t,, para os graus de liberdade do estudo (neste caso, 3 graus de
liberdade), encontram-se na tabela 3.8.

Tabela 3.8 Valores de t.., nivel de probabilidade e notagao utilizada para cada nivel
de significancia, no planeamento efectuado.

Nivel de significancia Valor de t . p Notacéo
90% 2,353 p<0,10 *
95% 3,182 p<0,05 *
99% 5,841 p<0,01 b

Posteriormente, foi postulado que as respostas eram ajustadas a um modelo
polinomial de primeira ordem, expresso pela equacéo 3.2:

Y =bg + by Xq + by Xp + bip X4 X equacéo 3.2
Onde:

Y Representa a variavel de resposta,

bo — valor da média global das respostas (coeficiente de intercepgéo)

b, e b, — valores dos efeitos principais (coeficientes lineares)

b4, — valor do efeito de interacgao

X1 e X, — representam as variaveis estudadas.
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A avaliagao desta superficie indica onde existem as condigbes 6ptimas dentro
da area experimental estudada, ou em que direcgdo € necessario realizar ensaios
adicionais para alcangcarem melhores resultados.

A qualidade do ajuste da equagdo polinomial do modelo foi expressa pelo
coeficiente de determinacdo R? e a sua significancia estatistica foi determinada pelo
teste F de Fisher.

3.7 METODOS ANALITICOS
3.71 DETERMINA(;AO DA CONCENTRAQAO DE BIOMASSA

A determinacgdo da concentragdo de biomassa das amostras foi efectuada, em
duplicado, através da leitura da densidade 6ptica das amostras a 600 nm (DOggg) NUM
espectrofotdmetro UV/Vis V-560 (Jasco, EUA). O valor de absorvancia obtido, em
cada amostra, foi correlacionado com o peso seco, calculando-se a concentragao de
biomassa (g/Kg) através de uma curva da calibracdo de densidade 6ptica versus peso
seco (anexo A.1). Como branco foi usada agua destilada. Em geral, as amostras
tiveram que ser diluidas com agua destilada para adequar a medi¢cao a gama linear de
absorvancia da curva de calibracao (0 a 0,8 unidades de absorvancia).

3.7.2 DETERMINAGAO DA INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA

Para determinar a intensidade de fluorescéncia de cada amostra foram

efectuadas diluigdes com agua destilada sendo a fluorescéncia obtida por leitura
directa no espectrofluorimetro (Jasco FP-6200) com um comprimento de onda de
excitacdo de 513 nm e comprimento de onda de emissédo de 527 nm. As diluigdes
foram efectuadas de forma que o valor de fluorescéncia obtido (em Unidades
arbitrarias de fluorescéncia - AFU — Arbitrary Fluorescence Units) estivesse dentro da
zona de leitura (valores de fluorescéncia entre 20 e 600 AFU).
Cada amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 20 minutos numa centrifuga
CENCOM (J.P. Selecta, Espanha) e determinada a fluorescéncia do sobrenadante,
para avaliar se a fluorescéncia obtida nas amostras era unicamente devida a biomassa
ou se existia fluorescéncia devida a metabolitos ou componentes do meio de cultura.
Foi verificado que a fluorescéncia do sobrenadante era constante ao longo de toda a
fermentacéo e ligeiramente superior a fluorescéncia do meio de cultura.

Para garantir que a intensidade de fluorescéncia obtida em cada amostra
diluida era proporcional a fluorescéncia efectiva de cada amostra foi inicialmente
estudada a relagao existente entre a fluorescéncia e a densidade O6ptica. Para esse
efeito, efectuaram-se varias diluicbes de uma amostra do meio de cultura
determinando-se a respectiva fluorescéncia e densidade 6ptica a 600 nm.

Foi verificado que o limite de deteccdo do espectroflurimetro é de 1000 AFU.
No entanto, a sua zona de leitura encontra-se entre 20 e 600 AFU, aproximadamente
(Anexo A.4), podendo ser garantido que dentro desta zona de leitura a diluicdo
efectuada na amostra nao dilui o valor de fluorescéncia efectivo.

3.8 METODOS DE DETERMINAGAO DAS RESPOSTAS ANALISADAS

Cada ensaio do planeamento factorial 22, com repeticdo no ponto central, foi
efectuado nas condicdes experimentais descritas na tabela 3.5.

As respostas para as quais se pretendia optimizar as condi¢cdes de temperatura
de fermentacao e concentracao de oxigénio dissolvido, foram as seguintes:
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3.8.1 Taxa especifica de crescimento — p (h™)

Para o calculo desta resposta, utilizou-se a cinética associada a reactores
descontinuos (equacgado 3.3), nos quais se sabe que na fase de laténcia, a taxa
especifica de crescimento é proxima de zero, enquanto que na fase exponencial de
crescimento, a taxa especifica de crescimento é constante e maxima.

Foi entdo definido, em primeiro lugar, onde se inicia e acaba a fase
exponencial de crescimento, para cada ensaio do planeamento factorial. Apds a
determinacdo dos pontos experimentais correspondentes a fase exponencial, foi
utilizada a expressao da taxa especifica de crescimento (equacgao 3.4).

M= 1/X* dX/dt equacéao 3.3

onde:

U - Taxa especifica de crescimento (h™)

X - Concentragao de biomassa (g/Kg)

dX/dt — Taxa de variagdo da concentragdo de biomassa ao longo do tempo de
fermentacao (g/Kg h)

que por integracdo vem:

In(X)=1In(Xo) +p *t equacaod.4
Onde:

Xo — Concentracao de biomassa inicial (g/Kg)

t — Tempo de fermentacao (h)

A partir do declive da recta In (x) vs t determinou-se o valor para a taxa especifica de
crescimento, para cada ensaio em estudo.

3.8.2 Rendimento em biomassa — yy;s (g biomassa / g glucose)

O rendimento em biomassa foi obtido dividindo a quantidade de biomassa
produzida (g) pela quantidade de substrato consumido (g), a partir da expressao
(equacgao 3.5):

Yxis = AX [ (-AS) = (Xe = X)) / (Si — Sy) equacgao 3.5
Sendo:

Yxs — rendimento em biomassa (g/g)

AX — Diferenga da concentragdo de biomassa inicial (X;) e concentragdo de biomassa
no final da fermentagéo (X¢)

(-AS) — Diferenca da concentragao de glucose inicial (S;) e concentragao de glucose no
final da fermentacao (Sy)

O mesmo parametro, foi também calculado a partir do coeficiente angular da recta: AX
vs (-AS).
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3.8.3 Producdo maxima de fluorescéncia em unidades de fluorescéncia
arbitrarias - F (AFU)

A producao de fluorescéncia foi obtida a partir da diferenga entre o valor
maximo de fluorescéncia obtido durante a producao e o valor de fluorescéncia antes
da indugao da producao em unidades arbitrarias.

3.8.4 Producao de fluorescéncia em unidades de fluorescéncia normalizada pela
concentracao de biomassa - f (NFU) ou (AFU/(g/Kg))

Para cada ponto experimental, em cada fermentacdo, foi efectuada a
normalizacdo da intensidade de fluorescéncia obtida (AFU) pela correspondente
concentracdo de biomassa responsavel por produzir essa intensidade de
fluorescéncia. A producao de fluorescéncia normalizada foi obtida por diferenca entre
o valor maximo de fluorescéncia normalizada durante a producdo e o valor de
fluorescéncia normalizada antes da inducgao.

Um exemplo da andlise dos dados experimentais, efectuada em cada ensaio
dos planeamentos factoriais, bem como o calculo de todas as respostas, acima
mencionadas, vem descrito no anexo B.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIAGAO DOS EFEITOS TEMPERATURA DE FERMENTAGAO
E CONCENTRACAO DE OXIGENIO DISSOLVIDO

A avaliacdo do efeito da temperatura de fermentagdo, bem como do da
concentracao de oxigénio dissolvido no meio nas respostas estudadas, foi efectuada
segundo um planeamento factorial 22, com repeticdo no ponto central.

Com o objectivo de estudar o comportamento das respostas em funcédo do
momento de inducdo da produgdo de YEFP, foi efectuado um novo planeamento
factorial, alterando-se o0 momento de indugao.

Sendo assim, foram efectuados os seguintes planeamentos:

e planeamento factorial 2 completo, com repeticdo no ponto central.

Em todos os ensaios, a indugcdo da producao de proteina GFP foi efectuada no
inicio da fase exponencial de crescimento, correspondendo a uma D.O. (600nm)
de 0,4, aproximadamente.

e planeamento factorial 22 completo, com repeticdo no ponto central.

Em todos os ensaios a indugdo da producao de proteina GFP foi efectuada no
meio da fase exponencial de crescimento, correspondendo a uma D.O.(600nm) de
3,0, aproximadamente

As repeticées no ponto central foram efectuadas com o objectivo de estimar o
erro experimental.
Nas tabelas 4.1 e 4.2 encontram-se os principais resultados obtidos para os
ensaios realizados com base nos planeamentos factoriais 2°. As respostas analisadas
foram a taxa especifica maxima de crescimento, o rendimento em biomassa, a
producdo maxima de fluorescéncia em unidades de fluorescéncia arbitrarias e a
producao de fluorescéncia em unidades de fluorescéncia normalizada pela
concentracido de biomassa.
A andlise das respostas é efectuada segundo duas perspectivas:
1. Inicialmente é efectuada a analise de cada efeito na resposta, bem como o
efeito de interacgao (ao longo deste capitulo, 4.1)

2. Posteriormente é postulado um modelo para descrever o comportamento
da resposta em fungdo dos factores em estudo (descrito no capitulo
seguinte, 4.2).

Relativamente a producgao de fluorescéncia e analisando as tabelas 4.1 e 4.2,
pode-se verificar um comportamento semelhante quando a indugdo da producdo de
YEFP ¢ efectuada nas duas fases de crescimento da bactéria, verificando-se, para os
dois casos, uma producdo maxima nas condi¢cdes do ponto central.

Pela observacdo das mesmas tabelas, ndo é possivel analisar o efeito dos
factores nas outras respostas estudadas, pelo que se recorreu a analise estatistica
dos dados experimentais. Esta analise foi realizada utilizando-se o programa Design-
Expert (versao 5.0).

As estimativas dos efeitos (isto é, as estimativas dos valores numéricos de by,
b4, b, e by, sendo by 0 valor da média global das respostas, representado por: MEDIA;
b; e b, sdo os efeitos principais, temperatura de fermentagcdo e concentragao de
oxigénio dissolvido, representados por A e B; e by, é o efeito da interacgao dos efeitos
principais, representado por AB), os erros-padrao (isto &, erro experimental associado
a determinacgao da estimativa do efeito) e os resultados relativos a aplicagao do teste t
de Student (o critério utilizado para avaliar a significancia estatistica do efeito
utilizando o teste t de Student vem descrito no ponto 3.6. Neste ponto vem também
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explicado o significado da notacao utilizada nas tabelas abaixo. O valor de t..;, € dado
pelo programa e o seu calculo algébrico pode ser consultado nas secgdes 2.6 e 3.1 da
referéncia bibliografica (Neto et al., 1995)), para as quatro respostas analisadas e os
valores de ti» sdo apresentados nas tabelas 4.3 a 4.10. Todos estes valores foram
fornecidos pelo programa DESIGN-EXPERT (Versao 5.0)

Tabela 4.1: Valores obtidos para a taxa especifica maxima de
crescimento p (h™), rendimento em biomassa Yxs (g biomassa / g
glucose), producdo maxima de fluorescéncia em unidades de
fluorescéncia arbitrarias F(AFU), producdo de fluorescéncia em
unidades de fluorescéncia normalizada pela concentragdo de biomassa
f(NFU), no planeamento factorial 2, com repeticdo no ponto central,
para inducao da producao de YEFP no inicio da fase exponencial.

Variaveis Respostas
T 0O,
Ensaio (nivel  dissolvido M Ys F f
do (nivel do (h-1) (9/9) (AFU) (NFU)
factor) factor)

1 -1 -1 0,290 0,329 10219 4494
2 +1 -1 0,254 0,259 32917 25204
3 -1 +1 0,322 0,457 11673 4432
4 +1 +1 0,205 0,193 43189 42226
5 0,428 0,411 63710 29019
6 0,422 0,633 66917 29183

Tabela 4.2: Valores obtidos para a taxa especifica maxima de crescimento p
(h'1), rendimento em biomassa Yys (g biomassa / g glucose), produgdo maxima
de fluorescéncia em unidades de fluorescéncia arbitrarias F(AFU), producéo de
fluorescéncia em unidades de fluorescéncia normalizada pela concentracéo de
biomassa f(NFU), no planeamento factorial 2%, com repetigdo no ponto central,
para inducdo da producéo de YEFP no meio da fase exponencial.

Variaveis Respostas
T 0
Ensaio el dissolvido u Ys F f
do (nivel do (h™ (9/9) (AFU) (NFU)
factor) factor)

1 -1 -1 0,263 0,304 6515 3284
2 +1 -1 0,345 0,231 52052 33130
3 -1 +1 0,308 0,410 6927 2897
4 +1 +1 0,333 0,323 59154 35689
5 0,442 0,379 64324 30496
6 0,377 0,398 76830 36120
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A) INDUGAO EFECTUADA NO INiCIO DA FASE EXPONENCIAL DE
CRESCIMENTO

4.1.1 ANALISE DA RESPOSTA TAXA ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

A tabela 4.3 descreve as estimativas dos efeitos, os erros-padrao e o teste t de
Student para a resposta taxa especifica maxima de crescimento, quando a inducio da
producao de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.

Tabela 4.3: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
taxa especifica maxima de crescimento, de acordo com um planeamento factorial
2%, quando a inducdo da producdo de proteina é efectuada no inicio da fase
exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 0,27 2,121E-3
A: Temperatura -0,038 2,121E-3 -18,03 ***
B: Oxigénio dissolvido -4,250E-3 2,121E-3 -2,00
AB -0,020 2,121E-3 -9,55***

Pela andlise da tabela 4.3, verifica-se que tanto o efeito da temperatura de
fermentacdo como o efeito de interaccdo dos dois factores, sido estatisticamente
significativos ao nivel de 99% de confianga, uma vez que os respectivos valores de tg,
sdo, em valor absoluto, superiores ao valor de t., que para o nivel de 99% de
confianca é 5,841.

O efeito da concentragéo de oxigénio dissolvido no meio de fermentagao nao é
estatisticamente significativo, quando avaliado pelo teste t de Student dado que o valor
de tca € inferior a tp, que para 90% de confianga tem o valor de 2,353.

Estes resultados sao representados pelo grafico de probabilidade normal na
figura 4.1, onde os pontos A e AB, correspondentes aos factores “Temperatura de
fermentacdo” e “efeito de interaccdo”, estdo bastante afastados da recta de
probabilidade normal, sendo por isso significativos. O mesmo nao acontece com o
ponto B (factor concentracdo de oxigénio dissolvido), sendo por isso estatisticamente
ndo significativo. Quanto mais afastado estiver o ponto representante do efeito da
recta de probabilidade normal, mais estatisticamente significativo € o seu efeito na
resposta em estudo.

E de notar que os efeitos significativos, temperatura de fermentagao e efeito de
interacgao, tém um efeito negativo na resposta taxa especifica de crescimento (tabela
4.3; expresso no sinal negativo dos respectivos efeitos).

Para interpretar o efeito dos factores temperatura de fermentagao,
concentracao de oxigénio dissolvido no meio e efeito de interacgao na resposta em
estudo utilizam-se os graficos de interaccdo dos efeitos, como o representado na
figura 4.2. A existéncia de um efeito de interacgéo significativo indica que os efeitos
principais devem ser interpretados conjuntamente.

Pela analise da figura 4.2 verifica-se que no nivel inferior do factor B, um
aumento do factor A do seu nivel inferior para o seu nivel superior (de A- para A+)
produz uma diminuicdo da resposta taxa especifica de crescimento que passa de
0,290 h™" para 0,254 h™.

Na mesma figura pode ser observado que no nivel superior do factor B (B+),
um aumento do factor A do seu nivel inferior para o seu nivel superior (de A- para A+)
produz uma diminuicdo da resposta que passa de 0,322 h™' para 0,205 h™". Este facto
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era esperado pois verificou-se que a temperatura tinha um efeito negativo sobre a
resposta em causa.

Taxa Esp.Crescimento

A: Temperatura
%7 B: O, dissolvido

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08

Efeito

Figura 4.1. — Gréfico de probabilidade normal para a resposta taxa especifica maxima
de crescimento de E.coli M15.
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Interaccéo de A:Temperatura e B:O, dissolvido

Figura 4.2: Interaccdo dos efeitos A e B na resposta taxa especifica maxima de
crescimento.

Da mesma forma, quando o factor A, temperatura de fermentacéo, se encontra
no seu nivel inferior (A-), um aumento do factor B, concentracdo de oxigénio
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dissolvido, de B- para B+ produz um ligeiro aumento da taxa especifica de
crescimento, passando de 0,290 h' para 0,322 h™'. Quando o factor A se encontra no
nivel superior, A+, um aumento do factor B do nivel inferior para o nivel superior, de B-
para B+, produz uma ligeira diminuigéo da resposta, passando de 0,254 h™' para 0,205
h'. Como foi verificado na tabela 4.3 o efeito B, concentracao de oxigénio dissolvido,
quando avaliado pelo teste t de student ndo era estatisticamente significativo. Assim,
as diferencas observadas para este caso servem apenas para aferir a tendéncia da
resposta. Olhando para o valor de t¢, do factor B (2,00), este é préximo do valor de tap
de 2,353, para 90% de confianga, o que quer dizer que este factor apesar de nao ser
estatisticamente significativo influencia a resposta. No entanto a influéncia deste factor
na resposta taxa especifica maxima de crescimento, na regidao de estudo, é de tal
forma pouco acentuada que ndo é quantificada pelo modelo empregue que € um
modelo empirico. Daqui podemos concluir que as variagbes produzidas na taxa
especifica de crescimento quando se altera a temperatura sdo bastante superiores as
variagdes produzidas na resposta quando se altera a concentracido de oxigénio
dissolvido no meio de fermentagdo, mostrando que o efeito da temperatura de
fermentacéo sobre a resposta é bastante mais acentuado.

Varios modelos tém sido propostos para descrever a dependéncia da taxa
especifica maxima de crescimento com a temperatura. Foi mostrado que, dentro da
gama de temperaturas que permitem o crescimento, a taxa especifica maxima segue
uma curva em forma de “sino”, a qual apresenta um maximo (temperatura éptima de
crescimento). No modelo proposto por Esener (1981) (equagao 4.1), Hmax @aproxima-se
assimptoticamente das abcissas nos pontos das duas temperaturas cardinais, maxima
e minima:

Hmax = [A exp (-AH1/RT))/[1+K exp (-AH2/RT)] Equagio 4.1

Tambeém o modelo proposto por Matkowsky et al. (1982) (equacao 4.2) é definido para

Tmin< T >Ty« Fora desta gama [max € zero:

(Mma)® "2 = b (T-Tmin.){1-exp [c (T-Tmax.)]} Equacao 4.2

Kovarova et al. (1996) estudaram a aplicacdo destes dois modelos em reactor

fechado para o crescimento de E. coli ML30. Foi demonstrado que ambos os modelos
ajustaram bem os dados experimentais, obtendo-se experimentalmente uma

temperatura optima de 38,7°C € Pmax = 0,95 £ 0,05 para o modelo 4.1 € PJmax = 0,92 &

0,05 para o modelo 4.2. E de notar que para temperaturas abaixo da temperatura
oOptima, a diminuicdo da taxa especifica maxima de crescimento é mais lenta
comparando com a diminuigdo subita que ocorre para valores de temperatura
superiores a temperatura 6ptima de crescimento. No presente estudo pode-se concluir
que a temperatura O6ptima se encontrara na vizinhanga do ponto central,
correspondente a 33.5°C.

Os valores para a taxa especifica maxima de crescimento apresentados por estes
autores sao bastante superiores aos determinados no presente trabalho. No entanto,
na literatura vém referenciados outros valores para o mesmo parametro mais préximos
dos aqui apresentados. Kayser et al. (2005) apresentam um valor de 0,415 h™ para
este parametro para a E. coli K-12. Siguenza et al. (1999) determinaram
experimentalmente a taxa especifica maxima de crescimento em reactor fechado, para
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a estirpe selvagem JM101 e duas estirpes suas derivadas PB12 e PB25, afectadas no
metabolismo PEP (fosfoenolpiruvato) obtendo 0,78 h”, 047 h' e 0,62 h”,
respectivamente. E de salientar que os ensaios experimentais efectuados para o
planeamento factorial, ndo correspondem, a partida, as condicbes Optimas de
crescimento, pelo que as taxas especificas maximas de crescimento determinadas
podem apresentar valores ligeiramente inferiores aos esperados nas condigbes
optimas. Além disso, as taxas especificas maximas sao fungcado das estirpes usadas e
da composicao do meio de cultura, por exemplo, pelo que os valores obtidos ndo séo
directamente comparaveis com os encontrados na literatura.

Relativamente ao oxigénio, a sua presenga ou auséncia no meio de cultura
determina as vias metabdlicas pelas quais a E. coli efectua a assimilagao da glucose,
pelo que uma comparagao entre a sua auséncia / presengca no que se refere a taxa
especifica de crescimento tem permitido obter resultados significativamente diferentes
(Berney et al., 2006). No entanto, na regido de estudo (concentragdo de oxigénio
dissolvido entre 15 e 40%) o oxigénio ndo é um parametro limitante do crescimento.
Assim, as eventuais diferencas encontradas poderao estar relacionadas com o maior
ou menor efeito de um eventual stress oxidativo (Hondorp et al., 2004; Farr et al.,
1991).

O stress oxidativo pode ser funcionalmente definido como um excesso de
prooxidantes na célula. Tem sido mostrado em varios trabalhos publicados (Brunori et
al., 1984; Hill et al., 1978; Floyd et al., 1990) que moléculas de oxigénio activo causam
“‘danos” no DNA, RNA, proteinas e lipidos. As espécies de oxigénio activo séo
produzidas como um sub-producto do metabolismo aerdbio e a sua produgdo é
aumentada quando a E.coli ou outras células sdo expostas a certos ambientes, por via
alimentar ou doencga. A toxicidade do oxigénio verifica-se quando o grau de stress
oxidativo excede a capacidade do sistema de defesa das células.

A titulo de exemplo refere-se o trabalho de Honder et al., 2004, que estudaram
a inactivacao pelo stress oxidativo da cobalamina-independente metionina sintetase
(MetE) em Escherichia coli. Para células de E.coli sob stress oxidativo parece existir
uma ligagcado entre este fendmeno, a disponibilidade de metionina, e a enzima que
catalisa o passo final de biossintese de metionina, cobalamina-independente
metionina sintetase (MetE). Os autores verificaram que as células de E.coli sujeitas a
um stress oxidativo transiente durante o crescimento em meio minimo desenvolviam
auxotrofia para a metionina, parando o seu crescimento concluindo que a metionina se
torna limitante do crescimento em células sujeitas a stress oxidativo.

Analisando os resultados obtidos, verifica-se que para baixas temperaturas um
aumento da disponibilidade de oxigénio conduz a um aumento da taxa especifica
maxima de crescimento. Quando a temperatura é de 40°C, superior a optima, verifica-
se que um aumento da concentragao de oxigénio dissolvido conduz a uma diminuigao
da taxa especifica de crescimento. Uma possivel explicagcao para esta alteracdo de
comportamento pode ser a existéncia de um factor de stress provocado pela
temperatura elevada, sendo o aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido um
factor de stress adicional.

4.1.2 ANALISE DA RESPOSTA RENDIMENTO EM BIOMASSA

Na tabela 4.4 estao descritas as estimativas dos efeitos, os erros-padrao e o
teste t de Student para a resposta rendimento em biomassa, quando a indugao da
producao de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.

Pela analise da referida tabela, verifica-se que nenhum dos efeitos principais &
significativo, quando avaliados pelo teste t de Student pois os correspondentes valores
de t.5 sao inferiores ao valor de tp (2,353), para 90% de confianga.
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Os mesmos resultados sao verificados no grafico de probabilidade normal que
se encontra no anexo D.

Este facto permite concluir que a resposta rendimento em biomassa é
independente da temperatura de fermentacdo e da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio para o presente estudo. No entanto, varios dados bibliograficos
contrariam estes factos (Goldberg et al., 1994; Farr et al., 1991; Bortolussi et al., 1983;
Siguenza et al., 1999; Rocha, 2003).

Tabela 4.4: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
rendimento em biomassa, de acordo com um planeamento factorial 22, quando a
inducdo da producdo de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de
crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao Tea
Média 0,31 0,078
A: Temperatura -0,084 0,078 -1,06
B: Oxigénio dissolvido 0,015 0,078 0,20
AB -0,048 0,078 -0,62

Nao obstante os efeitos ndo serem significativos, foi efectuada uma analise da
sua interacg¢ao. Observando a figura 4.3 (grafico de interacgao dos efeitos), verifica-se
que quando o efeito B se encontra no seu nivel inferior (B-), um aumento do factor A
do seu nivel inferior para o seu nivel superior, ndo produz uma variagao acentuada da
resposta em causa, havendo uma ligeira diminuicdo do rendimento em biomassa de
0,329 g/g para 0,259 g/g quando se passa de A- para A+. Quando o factor B
(percentagem de oxigénio dissolvido) se encontra no seu nivel superior (B+), um
aumento do factor A (temperatura de fermentagcédo) do seu nivel inferior para o seu
nivel superior, de A- para A+, produz uma diminuicdo mais acentuada da resposta
(rendimento em biomassa), sendo os respectivos valores de 0,457 g/g (A-) e 0,193 g/g
(A+). Daqui podemos verificar que um aumento da temperatura tem um efeito negativo
na resposta rendimento em biomassa, sendo esse efeito mais acentuado para
elevadas concentracdes de oxigénio dissolvido no meio de fermentagéo.

Da mesma forma, quando o factor temperatura de fermentagédo se encontra no
seu nivel inferior (A-), um aumento do factor B do seu nivel inferior (B-) para o seu
nivel superior (B+) conduz a um aumento do rendimento em biomassa que passa de
0,329 g/g para 0,457 g/g. Quando o factor A estd no seu nivel superior (A+), um
aumento da concentragdo de oxigénio dissolvido conduz a uma diminuicdo do
rendimento em biomassa de 0,259 g/g para 0,193 g/g quando B passa de B- para B+.
Daqui podemos observar que o efeito da concentragdo de oxigénio no meio de
fermentacao € o inverso para os dois niveis de temperatura. Conclui-se também que o
efeito da temperatura de fermentacdo sobre a resposta rendimento em biomassa é
mais acentuado que o efeito da concentracdo do oxigénio dissolvido, para esta regido
de estudo. Este facto é evidenciado na tabela 4.4, uma vez que o efeito da
temperatura é superior em termos absolutos, apesar de nao ser significativo.

A explicagcado mais provavel para que os factores temperatura de fermentacao e
concentragao de oxigénio dissolvido se tenham apresentado estatisticamente néo
significativos, contrariamente aos dados descritos na literatura, pode dever-se ao facto
de o modelo que esta a ser construido ser uma modelo empirico. Os modelos
empiricos sdo modelos que procuram apenas descrever, com base nas evidéncias
experimentais, o comportamento do processo estudado, ao contrario dos modelos
cinéticos que descrevem com rigor e pormenorizadamente todas as reacgdes do
processo. Sendo assim, pode ser que na regidao de estudo, um modelo empirico nao
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possua sensibilidade suficiente para traduzir o efeito significativo dos factores na
resposta, ndo podendo por isso ser incorporados no presente modelo.
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Figura 4.3: Interacgao dos efeitos A e B na resposta rendimento em biomassa.

Como foi verificado, a concentracdo de oxigénio dissolvido apresentou um
efeito contraditério sobre o rendimento em biomassa. Para baixas temperaturas o
efeito da concentracao de oxigénio dissolvido foi positivo havendo um aumento desta
resposta, mas para temperaturas elevadas o efeito foi negativo. Estes dados podem
ser suportados no facto de o oxigénio ser um factor limitante do crescimento e perto do
seu valor critico afectar a taxa de crescimento, podendo ao mesmo tempo ter um
efeito inibitorio quando presente em excesso. Sendo assim, é natural que para
temperaturas elevadas um aumento da concentragdo de oxigénio seja um factor de
stress adicional provocando uma diminuicdo do rendimento em biomassa.

4.1.3 ANALISE DA RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA EM
UNIDADES ARBITRARIAS

A intensidade de fluorescéncia de cada amostra foi quantificada através da
leitura directa, de cada amostra, num fluorimetro. Esta intensidade de fluorescéncia
vem expressa em AFU (unidades arbitrarias de fluorescéncia).

Para cada condi¢cao do planeamento factorial, o aumento da intensidade de
fluorescéncia foi monitorizado ao longo do tempo de fermentacao.

Com o objectivo de determinar qual a influéncia da temperatura de
fermentacdo e da concentragdo de oxigénio dissolvido na produgdo dessa
fluorescéncia, foi efectuada a analise estatistica dos efeitos sobre a resposta.

Na tabela 4.5 vém descritas as estimativas dos efeitos, os erros-padrdo e o
teste t de Student para a resposta producdo maxima de fluorescéncia em unidades
arbitrarias.
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Como pode ser visualizado na tabela 4.5, o efeito de interaccdo ndo é
estatisticamente significativo. Os efeitos principais, temperatura de fermentacdo e
concentracdo de oxigénio dissolvido, sdo estatisticamente significativos sendo a
temperatura de fermentagdo estatisticamente significativa num nivel de 99% de
confianga (pois o valor de t., € superior a ti, que para este nivel de confianga é
5,841) e a concentragcao de oxigénio dissolvido num nivel de 90% de confianga (pois o
valor de t., é superior a ti, que para este nivel de confianga é 2,353). Verifica-se um
efeito positivo dos efeitos principais sobre a produgao de fluorescéncia.

Tabela 4.5: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
producdo maxima de fluorescéncia em unidades arbitrarias, de acordo com um
planeamento factorial 22, quando a indugdo da produgdo de proteina é efectuada no
inicio da fase exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 24499,53 1133,85
A: Temperatura 13553,73 1133,85 11,95
B: Oxigénio dissolvido 2931,41 1133,85 2,59
AB 2204,53 1133,85 1,94

Grafico do Efeito
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Figura 4.4.: Efeito do factor principal A (Temperatura de fermentagdo) na resposta
producdo maxima de fluorescéncia arbitraria por YEFP em E.coli.
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Como o efeito da interacgdo da temperatura de fermentagcdo com a concentragdo de
oxigénio dissolvido, ndo & estatisticamente significativo, a analise dos efeitos principais
sobre a resposta pode ser efectuada isoladamente.

Observando a figura 4.4 verifica-se que quando o factor A (Temperatura de
fermentacao) passa do seu nivel inferior, A-, para o seu nivel superior, A+, existe um
aumento acentuado da resposta. Pela analise da figura 4.5 verifica-se também, que
um aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido produz um aumento da resposta,
no entanto o seu efeito ndo é tdo pronunciado como o efeito do factor A sobre a
resposta.

Com base nestes dados, pode ser concluido que a producéo de fluorescéncia
arbitraria é influenciada positivamente por elevadas temperaturas de fermentacéo e
elevadas concentragdes de oxigénio dissolvido.

A influéncia da temperatura de operagao na producédo de fluorescéncia pela
GFP tem sido extensivamente estudada nos ultimos anos (Ménica et al., 2008; Andrea
et al., 2006; Belpaire et al. 2007; Kentaro et al., 2004).

Grafico do Efeito
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Oxigénio

Figura 4.5: Efeito do factor principal B (concentracdo de oxigénio dissolvido) na
resposta producdo maxima de fluorescéncia arbitraria por YEFP em E.coli.

Varios autores tém referenciado unanimemente (ver por exemplo a referéncia
Andrea et al., 2006) que baixas temperaturas de fermentacao favorecem a qualidade
conformacional da proteina GFP, seja através da diminuigdo da percentagem de
proteina insoluvel (em corpos de inclusao) relativamente a fracgao soluvel, isto €, pelo
aumento da sua solubilidade, como do melhoramento da fluorescéncia especifica da
fracgao proteica soluvel e insoluvel.

No entanto, em termos globais, tem sido descrito que um aumento da
temperatura de fermentagdo conduz a um aumento da fluorescéncia total por unidade
de biomassa. Monica et al. (2008) faz referéncia no seu trabalho ao aumento da
fluorescéncia global por unidade de biomassa com o aumento da temperatura de
fermentacdo, mas este aumento é unicamente devido ao aumento da fracgéo
insoluvel.
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Relativamente a influéncia de oxigénio dissolvido na producao de fluorescéncia
pela GFP, varios estudos publicados evidenciam a necessidade da presenca de
oxigénio para que a GFP produza fluorescéncia (Chong et al. 2008; Belpaire et al.,
2005; Inouye et al., 1994, Jiménez-Banzo et al., 2008). No entanto, muitos autores
evidenciam o efeito negativo de elevadas concentragdes de oxigénio na fluorescéncia
apresentada pela GFP, nomeadamente pela presenca de oxiradicais (Abeer et al.
2008; Jiménez-Banzo et al., 2008; Belpaire et al., 2005; Phillips Jr., 1997).

Neste trabalho e de acordo com a literatura, um aumento da temperatura de
fermentagcado conduz a um aumento acentuado da producao de fluorescéncia total pela
YEFP. A concentragdo de oxigénio dissolvido, na gama em estudo, revelou ter um
efeito positivo na producao de fluorescéncia, mas esse efeito ndo é muito pronunciado.

4.1.4 ANALISE DA RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA EM
UNIDADES NORMALIZADAS PELA CONCENTRAGAO DE BIOMASSA

Analisando os efeitos da temperatura de fermentacdo e percentagem de
oxigénio dissolvido, sobre a producdo maxima de fluorescéncia normalizada pela
biomassa (tabela 4.6), os resultados sdo concordantes com a analise efectuada para
as unidades arbitrarias de fluorescéncia.

Aqui, todos os efeitos sdo estatisticamente significativos num nivel de
confianga de 99% e tanto os efeitos principais como o efeito de interacgdo tém um
efeito positivo sobre a resposta.

Tabela 4.6: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
producdo maxima de fluorescéncia normalizada pela concentragdo de biomassa,
de acordo com um planeamento factorial 22, quando a inducdo da producdo de
proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 19088,87 57,86
A: Temperatura 14626,00 57,86 252,79***
B: Oxigénio dissolvido 4239,77 57,86 73,28***
AB 4271,14 57,86 73,82%**

E de notar que o nivel de significancia estatistica dos efeitos e do efeito de interacgdo
aumentou relativamente a resposta de producdo de fluorescéncia antes de ser
normalizada. Este facto €& coerente, uma vez que os efeitos da temperatura de
fermentagao e concentragao de oxigénio dissolvido para além de afectarem a resposta
producédo de fluorescéncia vao afectar o estado fisiolégico celular, logo a significancia
destes factores aumenta, quando a intensidade de fluorescéncia é normalizada pela
concentracao de biomassa.

Na figura 4.6 vem descrito o efeito de interaccdo da temperatura de fermentagéo e
percentagem de oxigénio dissolvido para a resposta producdo de fluorescéncia
normalizada.

Como pode ser verificado, o comportamento é semelhante ao comportamento obtido
para a produgao de fluorescéncia arbitraria. Isto &, tanto no nivel inferior como superior
do factor B, um aumento da temperatura do seu nivel inferior A- (27°C) para o seu
nivel superior A+ (40°C) conduz a um aumento acentuado da resposta. Estes
resultados eram esperados pelo apontado no ponto anterior (ponto 4.1.3).
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Figura 4.6: Interaccdo dos efeitos A e B na resposta produgcdo maxima de
fluorescéncia normalizada por YEFP em E.coli.

B) - QUANDO A INDUGAO DA PRODUGAO DE YEFP E EFECTUADA NO MEIO
DA FASE EXPONENCIAL DE CRESCIMENTO

4.1.5 ANALISE DA RESPOSTA TAXA ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

Quando a indugéao da producéo de proteina YEFP é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento de E.coli, as respostas produzidas pelo sistema sao
diferentes.

Na tabela 4.7 vém descritas as estimativas dos efeitos, os erros-padrao e os
resultados da aplicacédo do teste t de Student para a resposta taxa especifica maxima
de crescimento, quando a indugdo da produgao de proteina é efectuada no meio da
fase exponencial de crescimento. No anexo D pode ser observado o grafico de
probabilidade normal para esta resposta.

Pela analise da tabela 4.7, verifica-se que nenhum dos efeitos estudados é
estatisticamente significativo, pois os respectivos valores de t.; sdo inferiores a tip,
para qualquer nivel de confianga. Pode ser concluido que, tanto a temperatura de
fermentagcdo como a percentagem de oxigénio dissolvido nao influenciam a taxa
especifica de crescimento no presente estudo. No entanto, e como foi referido
anteriormente, os dados apresentados na literatura contrariam este facto. Nao
obstante, foi efectuada uma anadlise do grafico de interaccdo dos efeitos (figura 4.7)
para avaliar de que forma os factores estudados afectam a taxa especifica maxima de
crescimento.
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Tabela 4.7: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
taxa especifica maxima de crescimento, de acordo com um planeamento factorial
2%, quando a indugdo da producdo de proteina é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 0,031 0,023
A: Temperatura 0,027 0,023 1,16
B: Oxigénio dissolvido 8,250E-3 0,023 0,36
AB -0,014 0,023 -0,62

Grafico de Interacgao

Mmax-

0442 —

0.412

0.382

0352 —

B-
0322 B+ B+
0202
B-
0263 —
A- A+

Interaccédo de A:Temperatura e B:O; dissolvido

Figura 4.7: Interaccdo dos efeitos A e B na resposta taxa especifica maxima de
crescimento.

Pode ser observado que, quando o factor B (oxigénio dissolvido) esta no seu
nivel inferior (B-), um aumento do factor A do seu nivel inferior para o seu nivel
superior produz um aumento acentuado da resposta que passa de 0,263 h™' para
0,345 h™", respectivamente. Da mesma forma, quando o factor B esta no seu nivel
superior (B+), também um aumento do factor A do seu nivel inferior para o seu nivel
superior produz um aumento na resposta que passa de 0,308 h™ para 0,333 h™'. Daqui
pode ser concluido que a temperatura de fermentacédo possui um efeito positivo sobre
a resposta taxa especifica maxima de crescimento, na regido em estudo, e que esse
efeito € mais acentuado para baixas concentragdes de oxigénio dissolvido. Da mesma
forma, quando a temperatura de fermentagéo se encontra no seu nivel inferior (A-), um
aumento do factor B (concentragcido de oxigénio dissolvido) do seu nivel inferior para o
seu nivel superior conduz a um ligeiro aumento da taxa especifica de crescimento de
0,263 h™' para 0,308 h™'. Porém, quando o factor A se encontra no seu nivel superior
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(A+), um aumento do factor B conduz a uma ligeira diminuicdo da resposta, sendo os
seus valores de 0,345 h™ € 0,333 h™.

Comparando estes resultados com os obtidos para a taxa especifica maxima
de crescimento, quando a inducdo da proteina é efectuada no inicio da fase
exponencial, verifica-se um efeito contrario da temperatura. Isto €, quando a indugao
da producido é efectuada no inicio da fase exponencial a temperatura é
estatisticamente significativa e tem efeito negativo sobre a resposta. Quando a
inducdo da produgao é efectuada no meio da fase exponencial a temperatura, apesar
de nao ser estatisticamente significativa, tem um efeito positivo sobre a resposta. Este
facto pode ser explicado pela gama de temperaturas da regido de estudo que vai
desde 27°C a 40°C. Nesta regido esta incluida a temperatura 6ptima de crescimento,
na qual a taxa especifica de crescimento € maxima. Para ambos os casos, o valor
maximo para a taxa especifica maxima de crescimento foi obtida para o ponto central
(33,5°C) que é a temperatura mais proxima da temperatura 6ptima de crescimento.
Para os outros pontos do planeamento factorial, e como as temperaturas se afastam
bastante da temperatura 6ptima, o seu efeito pode ser contrario.

Relativamente a concentracdo de oxigénio dissolvido, e na regido de estudo,
este factor ndo se mostrou estatisticamente significativo para ambos os planeamentos.
Como ja foi referido, isto pode dever-se ao facto de o oxigénio na regido de estudo nao
ser limitante do crescimento e como tal ter uma influéncia de menor impacto em
grande medida apenas associada a ocorréncia de stress oxidativo para concentragdes
elevadas de oxigénio dissolvido.

4.1.6 ANALISE DA RESPOSTA RENDIMENTO EM BIOMASSA

Com o objectivo de avaliar o efeito da temperatura de fermentacao e da
percentagem de oxigénio dissolvido na resposta rendimento em biomassa, quando a
inducdo da producdo de YEFP é efectuada no meio da fase exponencial, foram
determinadas as estimativas dos efeitos, os erros-padrdo e o teste t de Student,
descritas na tabela 4.8. Por analise da tabela, verifica-se que os dois efeitos estudados
sdo altamente significativos. A temperatura de fermentagdo possui um efeito
significativo num nivel de 99% de confianca, sendo o seu efeito sobre a resposta
negativo. Isto &, para este caso, o rendimento em biomassa diminui com o0 aumento da
temperatura, na regido em estudo. O efeito do oxigénio dissolvido no meio de
fermentagcéo também se mostrou significativo, num nivel de 99% de confianga, mas o
seu efeito sobre a resposta é positivo, obtendo-se melhores rendimentos em biomassa
para elevadas percentagens de oxigénio dissolvido.

Tabela 4.8: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
rendimento em biomassa, de acordo com um planeamento factorial 22, quando a
inducdo da produgdo de proteina € efectuada no meio da fase exponencial de
crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 0,32 6,718E-3
A: Temperatura -0,040 6,718E-3 -5,95%**
B: Oxigénio dissolvido 0,049 6,718E-3 7,37
AB -3,500E-3 6,718E-3 -0,52
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Figura 4.8 — Efeito do factor principal A (Temperatura de fermentagao) na resposta
rendimento em biomassa.
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Figura 4.9 — Efeito do factor principal B (concentracdo de oxigénio dissolvido) na
resposta rendimento em biomassa.
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O efeito da interaccdo ndao se mostrou estatisticamente significativo, o que
permite fazer uma analise separada dos efeitos acima.

A influéncia dos efeitos temperatura de fermentacdo e concentracdo de
oxigénio dissolvido sobre a resposta rendimento em biomassa pode ser observado nas
figuras 4.8 e 4.9, respectivamente. No anexo D vem ilustrado o grafico de
probabilidade normal para esta resposta.

A figura 4.8, mostra que quando o factor A (temperatura de fermentacéo) passa
do seu nivel inferior para o seu nivel superior produz um efeito negativo na resposta, o
que se traduz numa diminuigdo do rendimento em biomassa.

A figura 4.9 mostra que um aumento da percentagem do oxigénio dissolvido
produz um aumento consideravel da resposta rendimento em biomassa.

Comparando estes resultados com os obtidos para o rendimento em biomassa
quando a indug¢ao da producéo da proteina é efectuada no inicio da fase exponencial
verifica-se que, para ambos os casos, a temperatura de fermentagdo tem um efeito
negativo na resposta rendimento em biomassa, sendo apenas estatisticamente
significativo quando a indugédo da producdo de YEFP é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento.

Relativamente a concentracdo de oxigénio dissolvido verifica-se que, em
ambos os casos, este factor tem um efeito positivo sobre a resposta. No entanto,
quando a inducao da producgao é efectuada no inicio da fase exponencial este factor
nao é estatisticamente significativo enquanto que quando a indugao da producgéo de
proteina é efectuada no meio da fase exponencial a concentracao de oxigénio
dissolvido é altamente significativa.

4.1.7 ANALISE DA RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA EM
UNIDADES ARBITRARIAS

Na tabela 4.9 vém descritas as estimativas dos efeitos, os erros-padrdo e o
teste t de Student para a resposta produgao de fluorescéncia maxima em unidades
arbitrarias, quando a indugdo da producgéo de proteina é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento. No anexo D pode ser observado o respectivo grafico de
probabilidade normal.

Tabela 4.9: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a resposta
producao maxima de fluorescéncia arbitraria, de acordo com um planeamento
factorial 22, quando a indugdo da producdo de proteina é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 31161,96 4421,45
A: Temperatura 24440,96 4421,45 5,53***
B: Oxigénio dissolvido 1878,77 4421,45 0,42
AB 1672,40 4421,45 0,38

Pela analise da tabela acima, verifica-se que o efeito temperatura de
fermentacéo é estatisticamente significativo para um nivel de 99% de confianca, e que
esse efeito sobre a resposta é positivo. Os efeitos “concentracdo de oxigénio
dissolvido” e o “efeito de interacgdo” ndo se mostraram significativos para a resposta
em causa.
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Figura 4.10: Efeito do factor principal A (Temperatura de fermentacdo) na resposta
producao maxima de fluorescéncia em unidades arbitrarias.
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Figura 4.11: Efeito de factor principal B (concentragdo de oxigénio dissolvido) na
resposta producdo maxima de fluorescéncia em unidades arbitrarias.
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Através da observacao da figura 4.10 pode ser concluido que um aumento da
temperatura de fermentagdo conduz a um aumento da intensidade de fluorescéncia e
que a intensidade de fluorescéncia é independente da concentragdo de oxigénio
dissolvido, na regido estudada. A producdo de fluorescéncia mais elevada obtém-se
para as condigbes (A, B) de 40°C e 40%, sendo o seu valor de 59.154 AFU. Como foi
referido anteriormente, apesar de na reaccao de formacédo do croméforo da GFP ser
necessario oxigénio, este ndo é um factor dominante para a produgdo de
fluorescéncia, estando este facto bem documentado na literatura.

Comparando estes resultados com os obtidos para o planeamento com
inducdo da produgdo no inicio da fase exponencial, verifica-se exactamente 0 mesmo
comportamento, isto €, a producao de fluorescéncia por YEFP é maxima para as
condicbes de 40°C e 40% de oxigénio dissolvido. Em ambas as situacdes a
temperatura de fermentagdo é altamente significativa, sendo a concentracdo de
oxigénio dissolvido favoravel no seu nivel superior mas nao determinante.

4.1.8 ANALISE DA RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA
NORMALIZADA

Na tabela 4.10 estao descritas as estimativas dos efeitos, os erros-padrao e os
resultados relativos ao teste t de Student para a resposta producdo maxima de
fluorescéncia normalizada pela concentragdo de biomassa, quando a indugao da
producado de proteina é efectuada no meio da fase exponencial de crescimento. No
anexo D pode ser observado o respectivo grafico de probabilidade normal.

Tabela 4.10: Estimativas dos efeitos, erros-padrao e teste t de Student para a
resposta producdo maxima de fluorescéncia normalizada, de acordo com um
planeamento factorial 22, quando a indugdo da produgdo de proteina é efectuada no
meio da fase exponencial de crescimento.

Efeitos Estimativa Erro-Padrao tea
Média 18749,90 1988,16
A: Temperatura 15659,46 1988,16 7,88***
B: Oxigénio dissolvido 542,98 1988,16 0,27
AB 736,71 1988,16 0,37

Quando se analisa a produgéo de fluorescéncia em unidades normalizadas,
verifica-se que, tal como para a fluorescéncia em unidades arbitrarias, apenas o efeito
da temperatura de fermentacao é estatisticamente significativo num nivel de 99% de
confianca e que esse efeito é positivo.

Observando as figuras 4.12 e 4.13 e comparando com as figuras 4.10 e 4.11
para fluorescéncia em unidades arbitrarias, verifica-se o0 mesmo comportamento da
influéncia dos efeitos sobre a resposta.

Na figura 4.12, um aumento do factor temperatura do seu nivel inferior (A-)
para o seu nivel superior (A+) conduz a um aumento acentuado da resposta produgao
de fluorescéncia em unidades normalizadas pela concentragdo de biomassa. Na figura
4.13 verifica-se que um aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido ndo produz
variagao na resposta em estudo.

Comparando estes resultados com os obtidos para o planeamento com
inducdo da producado no inicio da fase exponencial verifica-se que, para este ultimo,
para além da temperatura de fermentagao, também o oxigénio dissolvido e o factor de
interacgdo sao estatisticamente significativos. Este facto podera ser justificado pela
diferenca na fase de indugcdo de produgao, podendo concluir-se que, quando a
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inducdo da producao de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial, o estado
da cultura é mais susceptivel as variagdes da concentragéo de oxigénio dissolvido.
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Figura 4.12: Efeito do factor principal A (Temperatura de fermentacédo) na resposta
producao maxima de fluorescéncia em unidades normalizadas pela concentracdo de
biomassa.
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Figura 4.13: Efeito do factor principal B (concentragdo de oxigénio dissolvido) na
resposta producdo maxima de fluorescéncia em unidades normalizadas pela
concentracido de biomassa.
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4.2 ANALISE DAS RESPOSTAS

Para efectuar a analise estatistica das varias respostas utilizou-se a
metodologia de superficies de resposta (RSM-“Response Surface Methodology”) que é
um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas para analisar os efeitos de varias
variaveis independentes. Na maioria dos problemas de RSM, a relagdo entre as
respostas e as variaveis independentes é desconhecida. Assim, 0 primeiro passo em
RSM é aproximar a fungao (f) na regido das variaveis independentes. Se a resposta
for bem modelada por uma fungéo linear das variaveis independentes, entdo a fungao
de aproximacao € um modelo de primeira ordem. Se existir curvatura no sistema ou na
regido de 6ptimo, entdo um polindmio de grau superior, como um modelo de segunda
ordem, devera ser usado para aproximar a resposta.

Segundo Moldavsky e Cohen, 1996, existem trés critérios principais (trés testes
estatisticos) para a validagcao de modelos:

1 — Andlise de variancia, para determinar a significancia de cada termo na
equacao ajustada e para determinar a qualidade do ajuste em cada caso. O valor de F
de Fischer calculado é comparado com o F tedrico (F a,p-1,n-p) onde a € 0O risco
escolhido, sendo normalmente de 0,05; n € o numero total de ensaios e p € o numero
de termos no modelo.

2 — Coeficiente de correlagdo multipla ou de determinagao (R?).

3 — Teste da falta de ajuste, que indica se a falta de ajuste entre os valores
experimentais e calculados pelas equagdes de modelo pode ser explicada pelo erro
experimental. Os critérios de aceitabilidade podem ser resumidos, conforme consta na
Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Critérios para validacao de diferentes modelos (Moldavsky e Cohen,
1996).

Andlise de Coeficiente de Falta de ajuste Validacao do
Variancia correlagio modelo
R*>0,9 Sim
2 P>0,01 Sim
P<0,1 0,7<R"<0,9 P<0.01 N&o
R?<0,4 Nao
P>0,1 Nao

A) - QUANDO A INDUGAO DA PRODUGAO DE YEFP E EFECTUADA
NO iNICIO DA FASE EXPONENCIAL DE CRESCIMENTO

4.2.1 ANALISE DA RESPOSTA TAXA ESPECiFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

Os ensaios experimentais foram efectuados utilizando os niveis dos factores
(temperatura de fermentagao e percentagem de oxigénio dissolvido) segundo a matriz
de planeamento ilustrada na tabela 3.5. Todos os ensaios foram realizados de uma
forma aleatéria e o aumento da concentracdo de biomassa foi monitorizado ao longo
do tempo de fermentagdo, conforme vem descrito no procedimento experimental
(pontos 3.4 e 3.7.1).

Através dos dados experimentais obtidos para cada ensaio do planeamento, foi
calculada a taxa especifica maxima de crescimento, apresentada na tabela 4.1. Neste
caso foi postulado que a taxa especifica maxima de crescimento era descrita por uma
funcao polinomial de primeira ordem.

Através da analise da varidncia é possivel verificar a adequagao ou néo, do
modelo postulado aos dados experimentais, utilizando os critérios descritos na tabela
4.11.
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Pela observacao da tabela 4.3 pode-se constatar que o efeito da temperatura
de fermentagéo (A) e o efeito de interacgdo (AB) se apresentam como significativos
para a resposta taxa especifica maxima de crescimento, ao nivel de 99% de
confianga. Como o efeito da temperatura de fermentacdo é negativo, significa que a
maior taxa especifica maxima de crescimento vai ser obtida nos niveis inferiores de
temperatura de fermentacao. No entanto, é de salientar que o valor médio obtido para
a taxa especifica de crescimento nas condi¢des do ponto central foi o maior valor
observado para esta resposta.

Tabela 4.12: Analise de variancia para o modelo representativo da taxa especifica
maxima de crescimento de E.coli, na regido em estudo.

Fonte SQ GL MQ F P
Modelo 7,493E-3 2 3,746E-3 83,02 0,0119
Curvatura 0,033 1 0,033 730,64 0,0014
Residual 9,025E-5 2 4,513E-5
Falta de
ajuste 7,225E-5 1 7,225E-5 4,01 0,2947
Erro puro 1,800E-5 1 1,800E-5
Total 0,041 5
R*=0,9881

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Através da analise da variancia obtida para esta resposta (tabela 4.12) verifica-
se que o coeficiente de determinacdo (R?) para o modelo linear foi de 0,9881. O que
indica que o0 modelo é estatisticamente significativo. No entanto, quando se compara a
probabilidade do modelo linear (P= 0,0119) ser significativo com a probabilidade de a
curvatura apresentada pelo modelo (P= 0,0014) ser significativa, verifica-se que a
probabilidade de a curvatura ser significativa é superior, o que indica que um modelo
de segunda ordem é mais adequado para descrever a resposta taxa especifica
maxima de crescimento em fungéo da temperatura de fermentagao e concentragcio de
oxigénio dissolvido, na regido de estudo.

Por outro lado, quando se analisa a significancia do modelo, pela comparacao
de F calculado (MQr/MQ; é 83,02) com o valor de F tabelado (99,00 para 99%
confianga), verifica-se que o modelo ndo é estatisticamente significativo para 99% de
confianga. Para 95% de confianga o valor de F,, tabelado tem o valor de 19,00 que
comparado com o F calculado para o modelo linear mostra a sua significAncia
estatistica, para este nivel de confianga.

Por outro lado, utilizando o mesmo teste para determinar a significaAncia da
curvatura apresentada pelo modelo, verifica-se que a curvatura é significativa, pois F
calculado (730,64) é bastante superior a F tabelado que é 98,50 para 99% de
confianga. Estes dados permitem concluir, que apesar de a variagdo da resposta taxa
especifica maxima de crescimento em fungdo dos factores em estudo, na regiao
definida para estas variaveis independentes, poder ser representado por um modelo
matematico de primeira ordem, um modelo de segundo grau seria mais adequado.
Esta conclusado é reforcada pelo valor obtido para esta resposta nas condigdes de
temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido do ponto central, que foi o maior
valor observado para esta resposta.
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Figura 4.14 — Curvas de nivel descritas pelo modelo da taxa especifica maxima de
crescimento de E.coli M15, quando a inducéo da producédo de proteina é efectuada no
inicio da fase exponencial de crescimento.
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Figura 4.15 — Superficie de resposta descrita pelo modelo da taxa especifica maxima
de crescimento em E. coli M15, quando a inducdo da producdo de proteina é
efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.

O modelo linear entdo obtido para descrever a resposta taxa especifica
maxima de crescimento, na regido estudada, pode ser expresso por:
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Y =+0,027 — 0,038 * X; — 0,020 * X4 * Xz

Onde:

Y — é a variavel de resposta estimada para a taxa especifica maxima de crescimento,
X1 e X, representam as variaveis temperatura de fermentagdo e concentragdo de
oxigénio dissolvido, respectivamente.

Na figura 4.14 sao mostradas as curvas de nivel estimadas pelo modelo. Este
modelo apresenta valores maximos quando se trabalha no nivel inferior de
temperatura de fermentagédo e maior nivel de concentracdo de oxigénio dissolvido.

A figura 4.15 mostra a representacao tridimensional da superficie de resposta
para a taxa especifica maxima de crescimento na regido estudada.

4.2.2 ANALISE DA RESPOSTA RENDIMENTO EM BIOMASSA

Analisando a tabela 4.4. pode-se verificar que nenhum dos efeitos se mostrou
significativo na resposta rendimento em biomassa.

Este facto é suportado pela analise de variancia do modelo, demonstrando a
inadequacgéo de uma equagao de primeira ordem para descrever o comportamento da
resposta.

Através da analise desta resposta (tabela 4.13) verifica-se que o coeficiente de
determinacdo (R?) para o modelo linear foi de 0,6082. Este valor mostra a falta de
qualidade do modelo, no ajuste dos dados experimentais.

Este facto é confirmado pelo valor de F calculado (0,52) para o modelo, que é
inferior ao valor de F tabelado (F;,=19,16 para 95% de confianga), revelando uma
regressao nao significativa. Pelos critérios definidos na tabela 4.11, a probabilidade do
modelo ser significativa (P=0,7413) é superior a 0,1, ou seja, o modelo ndo pode ser
validado. Também para esta resposta, rendimento em biomassa, o valor obtido
experimentalmente para as condi¢gdes do ponto central foi o mais elevado. Tal podera
indicar que um modelo de segunda ordem seria provavelmente mais adequado para
descrever a variacdo do rendimento em biomassa em fungdo da temperatura de
fermentacao e concentragcao de oxigénio dissolvido, na regido de estudo.

Como o modelo polinomial de primeira ordem nao é adequado para descrever
a resposta em estudo, este ndo é apresentado.

Tabela 4.13: Analise de variancia para o modelo representativo do rendimento em
biomassa para E.coli, na regidao em estudo.

Fonte sSQ GL MQ F P
Modelo 0,038 3 0,013 0,52 0,7413
Residual 0,085 2 0,0425
Falta de
ajuste 0,060 1 0,060 2,44 0,3623
Erro puro 0,025 1 0,025
Total 0,12 5
R®=0,6082

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica
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423 ANALISE DA RESPOSTA PRODUGCAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA
ARBITRARIA

Quando se analisa a producdo de fluorescéncia arbitraria nos ensaios
efectuados para o planeamento factorial (tabela 4.1), pode ser observado que a
intensidade de fluorescéncia maxima obtida corresponde ao ensaio para o ponto
central.

Este facto sugere a existéncia de um ponto maximo central, uma vez que para
todos os outros pontos do planeamento, a intensidade de fluorescéncia foi menor.

Observando a tabela de significancia estatistica dos efeitos, tabela 4.5,
concluiu-se que tanto a temperatura de fermentagdo como a concentragdo de oxigénio
dissolvido sado estatisticamente significativos e tém um efeito positivo na resposta
producdo maxima de fluorescéncia arbitraria. O que significa que para um modelo
linear a maior producdo de fluorescéncia arbitraria vai ser obtida para maiores
temperaturas de fermentacao e concentragdo de oxigénio dissolvido.

Analisando a tabela de variancia, para a resposta producdao maxima de
fluorescéncia arbitraria (tabela 4.14), verifica-se que o modelo linear apresenta um
coeficiente de determinacgao bastante elevado, R? = 0,926.

No entanto, o valor de F calculado (F=113,02) para a curvatura do modelo &
bastante superior ao F tabelado (10,13 para 95% de confianga) denotando a
significancia estatistica da curvatura do modelo. Daqui pode ser concluido que um
polindbmio de segundo grau seria mais adequado para descrever a resposta. O facto
de a probabilidade da curvatura ser significativa (P=0,0018) e superior a probabilidade
do modelo linear (P=0,0088) sugere também uma melhor adequagdo de um modelo
quadratico na descrigao da resposta “producdo maxima de fluorescéncia arbitraria”, na
regido em estudo.

Tabela 4.14: Analise de varidncia para o modelo representativo da produ¢do maxima
de fluorescéncia arbitraria em E.coli, na regido em estudo.

Fonte SQ GL MQ F P
Modelo 7,348E8 1 7,348E8 37,39 0,0088
Curvatura 2,221E9 1 2,221E9 113,02 0,0018
Residual 5,895E7 3 1,965E7
Falta de
ajuste 5,381E7 2 2,691E7 5,23 0,2953
Erro puro 5,142E6 1 5,142E6
Total 3,015E9 5
R*=0,9257

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

O modelo linear obtido para descrever o comportamento da resposta “producao
maxima de fluorescéncia arbitraria”’, na regido em estudo, pode ser expresso por
(descreve-se 0 modelo linear obtido para o planeamento factorial, apesar de um
modelo quadratico ser mais indicado para descrever o comportamento da resposta):

Y = +24499,53 + 13553,73 * X; + 2931,41 * X,

Onde:

Y — é a variavel de resposta estimada para a producéo de fluorescéncia arbitraria,

X1 e X, representam as variaveis temperatura de fermentacdo e concentragdo de
oxigénio dissolvido.
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Figura 4.16 — Curvas de nivel descritas pelo modelo. Y representa a produgdo
maxima de fluorescéncia em unidades arbitrarias, quando a indu¢do da producio de
proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.
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Figura 4.17 — Superficie de resposta descrita pelo modelo. Y representa a produgado
maxima de fluorescéncia arbitraria em E.coli M15, quando a indugao de produgao de
proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.
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A figura 4.16 mostra as curvas de nivel estimadas pelo modelo. Este modelo
apresenta valores maximos no nivel superior de temperatura e nivel superior de
percentagem de oxigénio dissolvido. A figura 4.17 mostra o modelo tridimensional para
a producao de fluorescéncia arbitraria.

De acordo com a figura 4.17, o plano apresenta uma inclinagcdo maxima
correspondente ao ponto do planeamento: Temperatura de fermentagéao +1 e oxigénio
dissolvido +1.

No entanto, pelos resultados apresentados na tabela 4.1 para F (AFU) —
producao maxima de fluorescéncia arbitraria, verifica-se que o valor de intensidade de
fluorescéncia obtido no ponto central do planeamento factorial € bastante superior a
fluorescéncia para o ponto maximo do plano, sendo de ~ 66000 AFU para o ponto
central e de 43000 AFU para o ponto maximo do plano.

4.2.4 ANALISE DA “RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA” EM
UNIDADES NORMALIZADAS

Quando a intensidade de fluorescéncia da amostra é normalizada pela
concentragao de biomassa presente, o comportamento da resposta descrita por esta
variavel ndo é semelhante ao relativo a intensidade de fluorescéncia arbitraria, uma
vez que a fluorescéncia maxima obtida nao corresponde ao ponto central.

Pela analise da tabela 4.1, verifica-se que a resposta intensidade de
fluorescéncia normalizada, apresenta um maximo no ponto (+1,+1) do planeamento
factorial.

Tabela 4.15: Analise de variancia para o modelo representativo da produ¢do maxima
de fluorescéncia em unidades normalizadas em E.coli, na regido em estudo.

Fonte sSQ GL MQ F P
Modelo 1,001E9 3 3,335E8 24906,72 0,0047
Curvatura 1,337E8 1 1,337E8 9980,84 0,064
Residual 13390,66 1 13390,66
Erro puro 13390,66 1 13390,66
Total 1,134E9 5
R°=1,0

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Relativamente a analise de varidncia para a resposta producdo de
fluorescéncia normalizada, verifica-se um coeficiente de correlagdo elevado (R? = 1,0)
0 que mostra que um modelo linear € adequado para representar a resposta
considerada na regido de estudo.

No entanto, o modelo apresenta uma curvatura significativa ao nivel de 95% de
confianga (F calculado = 9980,84 e F tabelado de 10,13 para 95% de confianga). Para
0 mesmo nivel de confianga o modelo linear € significativo pois o seu F calculado é
superior ao F tabelado. No entanto, comparando a probabilidade do modelo ser
significativo (p=0,0047), esta é superior a probabilidade da curvatura ser significativa
(p=0,064) podendo concluir-se que um modelo de primeira ordem é adequado para
descrever a resposta em causa.
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Figura 4.18 — Curvas de nivel descritas pelo modelo. Y representa a produgado
maxima de fluorescéncia em unidades normalizadas, quando a indugcido da produgao
de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.
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Figura 4.19 — Superficie de resposta descrita pelo modelo. Y representa a produgado
maxima de fluorescéncia normalizada em E.coli M15, quando a indugdo de producao
de proteina é efectuada no inicio da fase exponencial de crescimento.
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O modelo obtido para descrever o comportamento da resposta “producao
maxima de fluorescéncia” em unidades normalizadas, na regido em estudo, pode ser
€Xpresso por:

Y = +19088,87 + 14626,00 * X1 + 4239,77 * X, + 4271,14 * X1 * X,

Onde:

Y — é a variavel de resposta estimada para a producéo de fluorescéncia normalizada,
X1 e X, representam as variaveis temperatura de fermentagdo e concentragdo de
oxigénio dissolvido, respectivamente, em termos codificados.

A figura 4.18 mostra as curvas de nivel estimadas pelo modelo. Este modelo
apresenta valores maximos no nivel superior de temperatura e nivel superior de
concentragdo de oxigénio dissolvido.

A figura 4.19 mostra o modelo tridimensional para a produgéo de fluorescéncia
normalizada.

De acordo com a figura 4.19, o plano apresenta uma inclinagdo maxima
correspondente ao ponto do planeamento: Temperatura de fermentacdo +1 e
concentracao de oxigénio dissolvido +1.

B) - QUANDO A INDUGCAO DA PRODUGAO DE YEFP E EFECTUADA NO MEIO
DA FASE EXPONENCIAL DE CRESCIMENTO

4.2.5 ANALISE DA RESPOSTA TAXA ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

Para analisar a resposta taxa especifica maxima de crescimento foi efectuado
um planeamento factorial 22, com repeticdo no ponto central. Para este planeamento,
todos os ensaios foram efectuados com inducdo de producdo de YEFP no meio da
fase exponencial de crescimento.

Com base na tabela 4.7, foi verificado que nenhum dos factores estudados era
significativo na resposta taxa especifica maxima de crescimento, quando a inducao da
producao de YEFP foi efectuada no meio da fase exponencial.

Tabela 4.16: Analise de variancia para o modelo representativo da taxa especifica
maxima de crescimento em E. coli, na regido em estudo.

Fonte sSQ GL MQ F P
Modelo 3,947E-3 3 1,316E-3 0,62 0,7055
curvatura 0,013 1 0,013 5,97 0,2473
Residual 2,113E-3 1 2,113E-3
Erro puro 2,113E-3 1 2,113E-3
Total 0,019 5
R?=0,6514

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Pela analise da tabela de variancia (tabela 4.16) para a resposta taxa
especifica maxima de crescimento, verifica-se que o modelo nao é significativo (P é
superior a 0,1).

Este facto é reforcado pelo coeficiente de correlacdo baixo (R? = 0,6514). Da
mesma forma, comparando o F calculado (0,62) para o modelo linear com o F
tabelado (215,7) verifica-se que o primeiro € muito inferior ao segundo, demonstrando
a nao significancia do modelo linear.
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Uma vez que a soma quadratica de erro puro apresenta um valor pequeno
(insignificante quando comparado com a soma quadratica total), a variacao entre os
valores experimentais e os valores previstos pelo modelo deve-se a falta de ajuste do
modelo e n&o a erros aleatorios.

Como o modelo polinomial de primeira ordem ndo é adequado para descrever a
resposta em estudo, este ndo é apresentado.

4.2.6 ANALISE DA RESPOSTA RENDIMENTO EM BIOMASSA

Pela andlise da tabela 4.8 verifica-se que os dois efeitos principais sao significativos
na resposta rendimento em biomassa, quando a inducdo da producdo de YEFP é
efectuada no meio da fase exponencial de crescimento, apresentando a temperatura
de fermentacdo um efeito negativo na resposta em estudo e a concentragdo de
oxigénio dissolvido um efeito positivo. Isto significa que na regido analisada, sao
obtidos melhores rendimentos em biomassa para temperaturas de fermentacdo mais
baixas e elevadas concentra¢des de oxigénio dissolvido.

Tabela 4.17: Anadlise de variancia para o modelo representativo da resposta
rendimento em biomassa de E.coli, na regido em estudo.

Fonte SQ GL MQ F P
Modelo 0,016 2 8,101E-3 70,59 0,0140
Curvatura 6,816E-3 1 6,816E-3 59,40 0,0164
Residual 2,295E-4 2 1,147E-4
Falta de
ajuste 4,900E-5 1 4,900E-5 0,27 0,6942
Erro puro 1,805E-4 1 1,805E-4
Total 0,023 5
R®= 0,9860

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Pela analise da tabela de varidncia (tabela 4.17) para a resposta rendimento
em biomassa verifica-se uma adequacao do modelo linear aos dados experimentais.

Comparando o F tabelado (19,16 para 95% de confianga) com o F calculado
para o modelo linear e F calculado para a curvatura, 70,59 e 59,40, respectivamente,
verifica-se que ambos sao significativos. No entanto, o erro da falta de ajuste do
modelo linear ndo é significativo (F calculado = 0,27), o que permite concluir que o
modelo linear ajusta os dados experimentais, na regidao em estudo, para a resposta
rendimento em biomassa.

Para consolidar esta ideia, verifica-se que o modelo linear apresenta um bom
coeficiente de correlagdo, R? de 0,9860, conseguindo explicar 96,57% (SQ
regressao/SQ total) da variagado total em torno da média, sendo os restantes 2,3%
explicados pelos residuos ((SQtotal — SQ ep)/(SQT)).

O modelo obtido para descrever o rendimento em biomassa, quando a indugao
da produgdo de proteina YEFP é efectuada no meio da fase exponencial de
crescimento, na regido em estudo, pode ser expresso por:

Y =+0,32-0,040 * X; + 0,049 * X,

Onde:
Y — é a variavel de resposta estimada para o rendimento em biomassa,
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X1 e X, representam as variaveis temperatura de fermentagdo e concentragdo de
oxigénio dissolvido, respectivamente, em termos codificados.
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Tenperatura

Figura 4.20 - Curvas de nivel descritas pelo modelo. Y representa o rendimento em
biomassa, quando a inducdo da producio de proteina é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento.

Yx/s

0.406
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0.317

0.272
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27.50
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15.00  27.00 Temperatura

Figura 4.21 — Superficie de resposta descrita pelo modelo. Y representa o rendimento
em biomassa em E.coli M15, quando a inducio de producao de proteina é efectuada
no meio da fase exponencial de crescimento.
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A figura 4.20 mostra as curvas de nivel estimadas pelo modelo. Este modelo
apresenta um rendimento maximo em biomassa quando a fermentacao é efectuada a
baixas temperaturas e percentagem de oxigénio dissolvido maximo.

Outro facto importante, é o rendimento em biomassa no ponto central ser inferior ao
rendimento maximo obtido pelo modelo, reforgando a hipétese de que o modelo linear
descreve a resposta rendimento em biomassa, na regido em estudo.

A figura 4.21 mostra a superficie tridimensional para a resposta rendimento em
biomassa, apresentando um plano com inclinagdo maxima no ponto (T;0.)=(-1;+1).

4.2.7 ANALISE DA “RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA
ARBITRARIA”

Pela analise da tabela 4.9, verifica-se que apenas o efeito da temperatura de
fermentacdo € significativo na resposta producdo de fluorescéncia pela YEFP,
apresentando um efeito positivo na resposta em estudo. Pela analise da tabela 4.2
pode ser observado que o aumento da intensidade de fluorescéncia arbitraria podera
seguir uma tendéncia quadratica, uma vez que os maiores valores de fluorescéncia
arbitraria foram obtidos para as condi¢cbes experimentais do ponto central.

Tabela 4.18: Analise de variancia para o modelo representativo da produgdo maxima
de fluorescéncia arbitraria em E.coli, na regido em estudo.

SQ GL MQ F P
Fonte

Modelo 2,3896E9 1 2,389E9 69,26 0,0036
Curvatura 2,071E9 1 2,071E9 60,04 0,0045
Residual 1,035E8 3 3,450E7
Falta de

2,531E7 2 1,265E7 0,16 0,8692
ajuste
Erro puro 7,820E7 1 7,820E7
Total 4,564E9 5
R?=0,9585

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Pela analise da tabela de varidncia para a resposta “producdo maxima de
fluorescéncia arbitraria” (tabela 4.18), pode-se verificar que tanto o modelo linear como
a curvatura sdo significativos, num nivel de 95% de confiangca, uma vez que o F
calculado é superior ao F tabelado (10,13 para 95% de confianga). Também as
probabilidades de o modelo linear e a curvatura serem estatisticamente significativos
sdo elevadas, sendo maiores no caso do modelo (p=0,0036). Também o factor de
correlacdo, R?, para o modelo linear apresenta um valor elevado indicando uma boa
correlagao linear dos factores em estudo.

Adicionalmente, se se efectua um teste F a razdo MQs,/MQg, que neste caso é
de 0,16, verifica-se que este valor ndo € significativo e ndo existe por isso falta de
ajuste do modelo linear aos dados experimentais obtidos.

Analisando a percentagem de variagdo que pode ser explicada pelo modelo
(SQmodelo! SQtotal), de 52,4%, e comparando com a percentagem de variagao explicavel
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(SQuotal — SQep/ SQiotar), de 98,3%, verifica-se que 45,9% da variacdo total em torno da
meédia € devida aos erros aleatorios.

Atendendo a que o modelo apresenta uma curvatura significativa e que existem
erros aleatérios elevados associados ao modelo linear, pode-se concluir que um
modelo de segundo grau seria mais adequado para descrever a resposta “producgao
maxima de fluorescéncia arbitraria” pela YEFP, quando a inducido de sua producao é
efectuada no meio da fase exponencial de crescimento, na regido de estudo.

O modelo Linear obtido para descrever producdao maxima de fluorescéncia
arbitraria, quando a inducido da producao de proteina YEFP é efectuada no meio da
fase exponencial de crescimento, na regido em estudo, pode ser expresso por:

~

Y = +31161,97 + 24440,96 * X,

Onde:

Y — é a variavel de resposta estimada para a producdo maxima de fluorescéncia
arbitraria.

X1 - representa a variavel temperatura de fermentagcdo em termos codificados.

A resposta em estudo € representada por uma recta. No entanto, para se visualizar
melhor a variagdo da produgdo maxima de fluorescéncia arbitraria foi representada a
superficie de resposta em funcéo das duas variaveis independentes, figura 4.22.
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1.00
1.00
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0 0.00

0.0
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-0.50

-1.00 ~ -1.00 Temperatura

Figura 4.22 — Superficie de resposta descrita pelo modelo. Y representa a produgao
maxima de fluorescéncia arbitraria em E.coli M15, quando a indugao de produgao de
proteina é efectuada no meio da fase exponencial de crescimento.

Como pode ser observado pela figura acima, a producgao de fluorescéncia € maxima
para o ponto (+1,+1), isto €&, temperatura de 40°C e concentracdo de oxigénio
dissolvido de 40%.
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4.2.8 - ESTUDO DA “RESPOSTA PRODUGAO MAXIMA DE FLUORESCENCIA
NORMALIZADA”

Pela analise da tabela 4.10, observa-se que o efeito principal temperatura de
fermentacao foi significativo, tendo este factor um efeito positivo na resposta estudada.

Estes dados permitem concluir que a producdo maxima de fluorescéncia
normalizada é favorecida em condi¢cdes de elevada temperatura de fermentacéo.

Tabela 4.19: Analise de variancia para o modelo representativo da produgao de
fluorescéncia maxima normalizada em E. coli, na regido em estudo.

Fonte SQ GL MQ F P
Modelo 2,809E8 1 9,809E8 153,57 0,0011
Curvatura 2,826E8 1 2,826E8 44,24 0,0069
Residual 1,91E7 3 6,387E6
Falta de
ajuste 3,350E6 2 1,675E6 0,11 0,9084
Erro puro 1,581E7 1 1,581E7
Total 1,283E9 5
R®=0,9808

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Pela analise da tabela de variancia do modelo (tabela 4.19), pode ser observado que o
modelo linear é significativo, apresentando um F calculado (153,57) superior ao F
tabelado (19,16).

A curvatura do modelo, apesar de significativa (F calculado de 44,24), apresenta uma
significancia inferior a apresentada pelo modelo, o que revela que um modelo linear é
adequado para descrever a produ¢cdo maxima de fluorescéncia normalizada, na regiao
estudada.

O modelo linear apresenta um factor de correlagdo consistente com as observacoes
acima descritas (R? de 0,9808).

O modelo obtido para descrever a produgao de fluorescéncia normalizada, quando a
indugcédo da produgéo de proteina YEFP é efectuada no meio da fase exponencial de
crescimento, na regido em estudo, pode ser expresso por:

~

Y = +18749,9 + 15659,46 * X,

Onde:

Y — é a variavel de resposta estimada para a producdo maxima de fluorescéncia
normalizada,

X1 - representa a variavel temperatura de fermentagcdo em termos codificados.

A resposta em estudo é representada por uma recta No entanto, para se visualizar
melhor a variagdo da produgdo maxima de fluorescéncia normalizada a superficie de
resposta foi representada em fungao das duas variaveis independentes na figura 4.23,
podendo ser observado que esta superficie apresenta uma produgcdo maxima de
fluorescéncia normalizada quando a temperatura de fermentacdo € maxima e a
percentagem de oxigénio dissolvido também é maximo. Isto é, o plano apresenta um
ponto maximo com coordenadas (T;0;) = (40°C; 40%).

Universidade do Minho -62 -



Monitoriza¢do e Modelagdo da Fermentagao de E. coli Recombinante 2009

Fluorescéncia
35689

%
5585
0020020020,%%
S
%

ORI
ettt restort
SR s
s 0otortorserrersy
rotestestortors
GERRIRIRIAS
KRS
20000000 '::: 50805
%

SRS
27491 ST,
o0 20000 00305

00000320 3t0ete

19292.9

1.00
1.00

0.50
0.00

) . 0.00
O, dissolvido

-0.50 -0.50

41.00 ~-1.00 Temperatura

Figura 4.23 — Superficie de resposta descrita pelo modelo. Y representa a produgéo
maxima de fluorescéncia normalizada em E. coli M15, quando a inducéo de producao
de proteina é efectuada no meio da fase exponencial de crescimento.

4.3 AVAL!AC}AO DA INFLUENCIA DO MOMENTO DE INDUGAO DE
PRODUCAO DE YEFP NO AUMENTO DA INTENSIDADE DE
FLUORESCENCIA

Para analisar e determinar qual a fase de crescimento da bactéria na qual deve
ser efectuada a indugao da producao de proteina, foram efectuadas trés fermentagbes
com as condigbes de temperatura de fermentagdo e concentragdo de oxigénio
dissolvido correspondentes ao ponto central, 33,5°C e 27,5%, respectivamente. Em
cada fermentacao, a inducao da producao de YEFP foi efectuada no inicio, meio e fim
da fase exponencial de crescimento correspondendo a aproximadamente D.0O.600 nm
de 0,4; 3 e 5, respectivamente. Em cada ensaio foi retirada uma amostra 6 horas apos
a inducdo da producgdo de proteina e outra no final da fermentacdo, sendo estas
amostras analisadas por Western Blot para verificar se a intensidade de fluorescéncia
obtida por fluorimetria correspondia a um aumento efectivo da quantidade de proteina.
Na tabela 4.20 vém descritas as intensidades de fluorescéncia obtidas em cada ensaio
em funcdo do momento de inducdo de YEFP.

Na figura 4.24 vem o gel obtido por western blot para cada amostra. Para todos os
ensaios foram analisadas as amostras correspondentes a 6 e 21 horas apds a indugao
de producgédo. A espessura e brilho da banda sao proporcionais a quantidade de YEFP
existente em cada amostra
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Tabela 4.20 — Valores da intensidade de fluorescéncia (AFU) 6 horas e 21 horas apds
a indugdo da produgédo de proteina; densidade éptica a 600 nm no momento da
Inducao para cada ensaio.

Intensidade de fluorescéncia

Fase de (AFU)
ensaio D.O. 600 nm
inducao 6h apés 21h apos
Inducao Indugéo
1 Inicio 0,4 9.196 60.755
2 Meio 3,0 47.212 57.019
fim 5,0 35.345 31.449

— g, - {—

321 36 221 26 121 1.6

Figura 4.24 — Gel obtido por western blot para cada ensaio; banda 1.6 — enasio 1, 6h
apoés indugao; banda 1.21 - ensaio 1, 21h apés indugao; banda 2.6 - ensaio 2, 6h
apdés inducédo; banda 2.21 - ensaio 2, 21h apos indugéo; banda 3.6 - ensaio 3, 6h
apos indugao; banda 3.21 - ensaio 3, 21h apds indugao (Veloso, 2006).

Como pode ser verificado pela figura 4.24, as bandas inicial (2.6) e final (2.21)
para o ensaio 2, sdo as que apresentam maior espessura, quando comparadas com
as bandas dos outros ensaios. Em termos de intensidade de fluorescéncia
apresentada por estas amostras, verifica-se concordancia dos valores, tendo-se obtido
47.212 AFU para a amostra 2.6 e 57.019 AFU para a amostra 2.21. E de referir que a
intensidade de fluorescéncia maxima obtida para esta fermentacao foi de 77.201 AFU,
8 horas ap6s a inducdo. E referenciado na literatura uma diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia ao longo do tempo de fermentacao, apds a intensidade de fluorescéncia
ter atingido o seu valor maximo (Kentaro et al., 2004). Para o ensaio 1 observa-se que
a banda relativa a quantidade de proteina na amostra referente a 6 horas apds
inducao é menos espessa e brilhante que a banda relativa as 21 horas ap6s inducgao,
mostrando o aumento da quantidade de proteina ao longo da fermentacdo. Em termos
de fluorescéncia obtida para estas amostras, verifica-se concordancia com os dados
de Western Blot, obtendo-se 9.196 AFU para a amostra 1.6 e 60.755 para a amostra
1.21. Para o ensaio 3, a banda referente as 21 horas apds indugao, apesar de ser
mais espessa, € menos brilhante que a banda referente a 6 horas apds indugao.
Verifica-se ainda que a intensidade de fluorescéncia apresentada pela amostra 3.21 é
a menor de todas as analisadas. Foi entdo concluido que se obtém maior quantidade
de proteina quando a indugcdo da sua produgdo é efectuada no meio da fase
exponencial de crescimento.
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Por esse motivo foi seleccionada a fase de crescimento correspondente a uma
D.O. 600 nm de 3,0 (meio da fase exponencial) para validar que a variacdo da
intensidade de fluorescéncia obtida para cada ensaio do planeamento factorial
correspondia a um aumento da quantidade de proteina produzida.

Para tal, para todos os ensaios do planeamento factorial 22, com inducédo da
producdo de YEFP no meio da fase exponencial, foi analisada por western blot uma
amostra recolhida aproximadamente 11 horas apds a indugao.

Na tabela 4.21 vém descritas, para essas experiéncias, as condigdes de
temperatura de fermentacao e concentragdo de oxigénio dissolvido, tempo de indugao
e respectiva fluorescéncia obtida por espectrofluorimetria.

Tabela 4.21 — Temperatura de fermentacao (°C), concentragao de oxigénio dissolvido
(%), tempo de inducao (h) e fluorescéncia para cada ensaio do planeamento factorial
2% com indugao de producdo no meio da fase exponencial.

Ensaio Temperatura Concentragao Tempo de Fluorescéncia
(°C) Oxigénio Inducao (AFU)
dissolvido (%) (h)

1 27 15 8 4.168
2 27 40 10 6.927
3 33,5 27,5 10 72.738
4 40 40 11 51.621
5 40 15 16 51.112

Na figura 4.24 apresenta-se o respectivo gel obtido por western blot.

Figura 4.24 — Gel westtern blot obtido para cada condicdo do ensaio do planeamento
factorial 22 com indugcdo da producgdo no meio da fase exponencial. A numeracéo
corresponde a da tabela anterior.

Quando se compara a espessura e o brilho de cada banda com as respectivas
intensidades de fluorescéncia obtidas por espectrofluorimetria verifica-se uma
concordancia dos dados. Para o ensaio 1 a fluorescéncia obtida foi de 4.168 AFU a
que corresponde a menor fluorescéncia, comparando com os outros ensaios, €
corresponde também a menor espessura e brilho da banda do gel (figura 4.24). Em
contraste, sdo apresentados os ensaios 3, 4 e 5 onde se obteve uma fluorescéncia na
ordem dos 70.000 e 50.000 AFU’s, sendo as bandas correspondentes de espessura e
brilho bastante superior aos ensaios 1 e 2. A partir destes dados, pode ser concluido
que a fluorescéncia medida por espectroflurometria € um bom método para estimar a
producao de EYFP.

Na figura 4.26 vém descritas as variagdes da intensidade de fluorescéncia ao longo do
tempo de fermentacdo para o planeamento factorial 22 com indugdo da producédo no
meio da fase exponencial.
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Figura 4.26 — Variacao da intensidade de fluorescéncia (AFU) ao longo do tempo de
fermentacdo (h) para as condi¢des do planeamento 22, com indugéo da produgdo no
meio da fase exponencial.

Como pode ser verificado pela figura acima, e comparando com o0s ensaios
correspondentes as linhas 1 e 2 da figura 4.24, os ensaios com temperatura de
fermentacado de 27°C sado os que produzem menor intensidade de fluorescéncia. Os
ensaios relativos ao ponto central correspondem aos valores maximos de
fluorescéncia média, tal como se pode observar na figura 4.24 (banda 3 do gel). A
intensidade de fluorescéncia apresentada pelos ensaios correspondentes a
temperatura de 40°C, também bastante elevada, correspondendo as bandas 4 e 5 da
figura 4.24. Pelos dados apresentados pode-se garantir que nas bandas 1 e 2 existe
menor quantidade de YEFP comparativamente com as bandas 3, 4 e 5, mas néao se
pode afirmar que exista diferenca de quantidade de proteina entre estas trés ultimas
amostras.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no decorrer do presente trabalho, permitiram tirar as seguintes
conclusodes:

A fase de crescimento (inicio da fase exponencial ou meio da fase exponencial)
na qual é efectuada a inducdo da produgdo da proteina YEFP, afecta a
quantidade de fluorescéncia final obtida, sendo o meio da fase exponencial o
momento mais favoravel para se efectuar a indugcido da producao, obtendo-se
para o ponto central a fluorescéncia maxima média de 70.577 AFU.

Foi também verificado que a fase de crescimento na qual é efectuada a
inducédo influéncia o efeito dos factores “temperatura de fermentacao” e
“concentragao de oxigénio dissolvido” nas respostas estudadas.

Apéds andlise conjunta dos dados experimentais € possivel concluir que para
maximizar a producgao de fluorescéncia pela E. coli M15, quando a indugao da
producdo é efectuada no inicio da fase exponencial, devem ser utilizadas as
condicbes de temperatura de fermentagcdo e concentragdo de oxigénio
dissolvido correspondentes ao ponto central, isto ¢é, temperatura de
fermentagdo de 33.5°C e concentracdo de oxigénio dissolvido de 27.5%.
Nestas condigdes os parametros definidos para caracterizar a fermentacao
apresentaram os seguintes valores: taxa especifica de crescimento de 0,424 h
' Rendimento em biomassa de 0,522 g/g e producdo maxima de fluorescéncia
de 65.313,5 AFU. No entanto, as condi¢cbes definidas para o ponto central ndo
foram Optimas para o parametro producao de fluorescéncia normalizada. Para
este parametro o 6ptimo foi obtido para o ponto (+1, +1), isto é (40°C, 40%),
obtendo-se 42.225,8 NFU.

Quando a inducdo da producdo de YEFP é efectuada no meio da fase
exponencial, também as condi¢des do ponto central se apresentaram como
o6ptimas para maximizar a producao de fluorescéncia de YEFP em E.coli M15,
obtendo-se os seguintes parametros: Taxa especifica de crescimento de 0,410
g/g; Produgao de fluorescéncia de 70.576,9 AFU. Os restantes parametros que
caracterizam a fermentagdo ndo foram maximos para as condigbes do ponto
central, sendo o rendimento em biomassa maximo para as condigbes de 27°C e
40% de oxigénio dissolvido, obtendo-se 0,410 g/g. A produgao de fluorescéncia
normalizada pela concentragéo de biomassa foi maxima para o ponto (+1, +1),
isto é, (40°C, 40%) obtendo-se 35.689,0 NFU.

Foi também concluido que grande parte das respostas estudadas deveriam ser
modeladas por um polinémio de segundo grau ou grau superior.
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6 RECOMENDAGOES

Para complementar este estudo, e uma vez que as respostas estudadas
seriam melhor ajustadas por um polinédmio de segundo grau, recomenda-se 0 seguinte
estudo adicional:

Utilizagao de um planeamento factorial completo 22 em estrela e com repetigao
no ponto central, conforme matriz apresentada na Tabela 6.1. Os niveis das variaveis
a utilizar nos ensaios sdo também apresentados na mesma tabela. A metodologia de
superficie de resposta devera ser utilizada. O planeamento em estrela consiste
basicamente em acrescentar ao planeamento ja existente um outro planeamento
idéntico, porém girado em 45 graus em relagao a orientagcao de partida. O resultado é
uma distribuicdo ortogonal, como mostra a Figura 6.1.
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Figura 6.1 - Planeamento em estrela (Barros Neto et al., 1995).

Os dados deveram ser ajustados a um modelo polinomial de segunda ordem,
expresso pela equagao:

Yi=bo + by*Xq + by*Xy + byp*Xy* Xy + b11*(X1)2 + bzz*(xz)2

Onde:

Y representa a variavel de resposta,

bg - 0 coeficiente de interceccgao,

b1 e b, - 0s coeficientes lineares,

b11 € by, - 0s coeficientes quadraticos,

e X4 e X, representam as variaveis estudadas.

A avaliacao desta superficie indica onde existem as condi¢des 6ptimas dentro da area
experimental estudada.

Universidade do Minho - 68 -



Monitoriza¢do e Modelacao da Fermentacao de E. coli Recombinante

2009

Tabela 6.1 — Matriz do planeamento experimental segundo um factorial 22 em estrela e

com repeticao no ponto central.

Nivel da variavel Factor
Ensaio T 02 dissolv. T 02 dissolv.

(°C) (%) (°C) (%)
1 -1 -1 27 15
2 +1 -1 40 15
3 -1 +1 27 40
4 +1 +1 40 40
5 +/1 0 42,7 27,5
6 -2 0 243 27,5
7 0 +/2 33,5 45,2
8 0 -2 33,5 10
9 0 33,5 27,5
10 0 33,5 27,5
11 0 33,5 27,5
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ANEXO A

Neste anexo séo apresentados exemplos de curvas de calibracéo

referentes aos diferentes métodos analiticos descritos no capitulo 3.

A.1 — Curva de calibracdo de biomassa

A curva de calibracdo da densidade Optica versus peso seco para a
biomassa foi determinada por leitura da densidade Optica de suspensdes, em
duplicado, obtidas por diluicdo de uma suspensdo de células de densidade
Optica e de concentracdo em peso seco conhecidas. A densidade Optica
destas suspensbes estd compreendida entre 0,1 e 0,8 unidades de
absorvancia (tabela A.1.2). A determinacdo da concentracdo em peso seco
da suspensdo celular inicial & efectuada gravimetricamente (tabela A.1.1).

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os valores utilizados no
calculo da concentracdo em peso seco das suspensdes celulares e

respectiva densidade optica a 600nm.

Tabela A.1.1 — Valores utilizados para o calculo da concentragdo em peso

seco da suspensao calcular.

Peso (9) Concentragdo de
Filtro n.° Filtro Filtro + Biomassa Suspensao  Piomassa (g/kg)
biomassa total filtrada
1 0,0699 0,0980 0,0281 10 2,81
2 0,0699 0,0833 0,0134 5 2,68
Média 2,745

79



Tabela A.1.2 — Valores da concentracdo em peso seco das suspensodes

celulares utilizadas para a curva de calibracdo da biomassa.

Baldo Peso (9) Densidade éptica (600 nm) Concentracéo
N.° Suspenséo Agua Ensaio 1 Ensaio 2 Média De biomassa
Celular Destilada (9/kg)
1 1 149 0,0555 0,0545 0,0548 | 0,0183
2 1 99 0,0822 0,0829 0,0826 | 0,0275
3 1 49 0,1594 0,1703 0,1649 | 0,0549
4 1 24 0,3065 0,3366 0,3216 | 0,1098
5 1 19 0,3948 0,3916 0,3932 |0,1373
6 1 14 0,5469 0,5217 0,5343 | 0,1830
7 1 9 0,7699 0,7585 0,7642 | 0,2745
0,9000
0,8000 4 VY= 2,7884x+ 0,01
0,7000 - R*=0,999
 0,6000 -
§ 0,5000 -
< 0,4000 -
o
0 0,3000 -
0,2000
0,1000 -~
0,0000 \ \ \ \

0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000

Concentracdo biomassa (g/Kg)

Figura A.1.1 — Curva de calibracdo de biomassa.
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A.2 — Curva de calibracado de acetato

A concentracdo de acetato foi determinada por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucdo (HPLC). A curva de calibracdo para a determinacéo da
concentracdo de acetato foi obtida a partir 7 solugcdes padrdo cujas
concentracfes variavam entre 0,1 e 7,5 gramas de acetato por quilograma de
solucéo. Foi utilizada uma solucdo mae de 50g/kg de acetato, a partir da qual
foram preparadas as solugdes padrao para construir a curva de calibracéo.

Na tabela que se segue sao apresentados os valores utilizados na

construcdo da curva de calibracdo para o acetato.

Tabela A.2.1 — Valores utilizados na curva de calibracdo do acetato

Peso (9) Concentracéo
Solugéo .
. De acetato Area
Padréo Solugdo mée Solucéo total
(9/kg)
1 0,2 100 0,1 108
2 1 100 0,5 284
3 2 100 1,0 529
4 3 100 15 723
5 5 100 2,5 1121
6 10 100 5 2245
7 15 100 75 3622

4000 -
3500

y = 466,85 + 25,994
3000 - R2=0,9968

Area (mV*seg)
N
o
o
o
L

O T T T 1
0 2 4 6 8

Concentragdo de acetato (g/Kg)

Figura A.2.1 — Curva de calibracao de acetato.
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A.3 — Curva de calibracao de Glucose

A concentragdo de glucose foi determinada por Cromatografia Liquida

de Alta Resolugdo (HPLC). A curva de calibragdo para a determinagdo da

concentracdo de glucose foi obtida a partir 7 solu¢cbes padrdo cujas

concentracfes variavam entre 0,1 e 7,5 gramas de glucose por quilograma

de solucéo. Foi utilizada uma solugdo mée de 50g/kg de glucose, a partir da

qgual foram preparadas as solu¢cbes padrdo para construir a curva de

calibracao.

Na tabela que se segue sdo apresentados os valores utilizados na

construcéo da curva de calibracdo para o acetato.

Tabela A.3.1 — Valores utilizados na curva de calibracdo da glucose

Peso (9) Concentragdo
Solugéo .
- de glucose Area
Padréo Solugédo mée Solucéo total
(9/kg)
1 0,2 100 0,1 123
2 1 100 0,5 658
3 2 100 1,0 1341
4 3 100 15 2051
5 5 100 25 3261
6 10 100 5 6288
7 15 100 7,5 9522

10000 -
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 +

0 \ \ \ \
0 2 4 6 8

y=1259,1x+ 64,843
R?=0,9997

Area (mV*seg.)

Concentracéo de glucose (g/Kg)

Figura A.3.1 — Curva de calibracao de glucose.
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A.4 — Estudo da linearidade do espectroflurimetro

Para estudar a linearidade do espectroflurimetro, foram efectuadas varias
diluicbes do meio de cultura correspondente ao ensaio numero 6 do
planeamento factorial com inducdo no meio da fase exponencial, para 21,75
horas de fermentacéao.

Na tabela A.4.1 vem descritas as diluicdes efectuadas, a fluorescéncia (AFU),
densidade o6ptica (600 nm) da diluicAo e respectiva concentracdo de

biomassa (g/kg).

Tabela A.4.1 — diluicbes, fluorescéncia (AFU) e densidade éptica (600 nm)
obtidas a partir de uma amostra do meio da fermentacdo 6 do planeamento

factorial com inducdo no meio da fase exponencial para 21,75 horas de

fermentacdao.
Diluicéo Fluorescéncia média D.O. média
(AFU) (600 nm)
100 1000 0,0566
125 565,7 0,047
150 461,9 0,03773
250 2428 0,0226
500 88,9 0,01132
750 59,1 0,0075
1000 29,7 0,0057
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Figura A.4.1 — Fluorescéncia obtida em funcéo da densidade Optica da

amostra.
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ANEXO B

Exemplo de determinacao das respostas analisadas na construgcao
dos planeamentos factoriais

Para exemplificar os calculos efectuados na determinacao das respostas
estudadas nos planeamentos factoriais, vai ser utilizada a fermentacdo Batch
referente ao planeamento factorial com indu¢cado da produgcao de proteina no

meio da fase exponencial de crescimento, referente ao ensaio 5 da tabela 4.2.

B.1 — Determinagéo da taxa especifica maxima decrescimento pmax (h™)

Para determinar a taxa especifica maxima de crescimento para cada
fermentacgao, referente a cada ensaio dos planeamentos factoriais, utilizou-se a

linearizacdo da equacao B.1.1
M =1/X* dX/dt equacéo B.1.1

onde:

M - Taxa especifica de crescimento (h-1)

X - Concentragdo de biomassa (g/Kg)

dX/dt - Variagdo da concentragcdo de biomassa ao longo do tempo de

fermentacao (g/Kg*h)
linearizando fica:

In (X) =1In (Xo) + u *t equagao
B.1.2

A partir dos valores experimentais de concentracdo de biomassa em
funcdo do tempo de fermentagdao, mostrados na tabela B.1.1 construiu-se o
respectivo grafico de crescimento, figura B.1.1, e determinou-se os pontos

correspondentes a fase exponencial de crescimento.

Tabela B.1.1 — Valores de concentracdo de biomassa (g/Kg) versus tempo de
fermentacgao (h), para o ensaio 5.
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Tempo D.O (600 nm) Conc. Biom.
Amostra | Fermentagao D.O. D.O. D. O.

(h) 1 Dil. 1 2 Dil. 2 média (glﬁ;)
1 0,00 0,2832 1 0,283 0,100
2 2,00 0,22 2 0,440 0,155
3 4,00 0,4433 2 0,887 0,312
4 6,00 0,4114 5 2,057 0,723
5 6,50 0,2668 10 2,668 0,938
6 7,00 0,3252 10 0,3278 10 3,265 1,148
7 8,00 0,2105 25 0,2056 25 5,201 1,829
8 9,00 0,2162 25 0,2159 25 5,401 1,899
9 10,00 0,2129 25 0,21 25 5,286 1,858
10 11,00 0,2172 25 0,2176 25 5,435 1,911
11 12,00 0,1106 50 0,1144 50 5,625 1,978
12 13,00 0,1102 50 0,1161 50 5,658 1,989
13 14,00 0,2369 25 0,2244 25 5,766 2,027
14 15,00 0,2304 25 0,243 25 5,918 2,080
15 18,08 0,2349 25 0,2243 25 5,740 2,018
16 19,00 0,2334 25 0,2241 25 5,719 2,010
17 20,00 0,2428 25 0,2356 25 5,980 2,102
18 21,00 0,2303 25 0,2422 25 5,906 2,076
19 23,00 0,222 25 0,2282 25 5,628 1,978
20 26,00 0,2239 25 0,2231 25 5,588 1,964

Com os valores da tabela B.1.1 foi efectuada a curva de crescimento de

E.coli M15 mostrada na figura B.1.1

Biomassa vs tempo
2,5 4
.
20 -co .o .
% « e .
g 15
Q2
QO
o .
g" 1,0 .
g
2 -
8 0,5 4
.
¢ *
0,0 T T T T )
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Tempo fermentacgao (h)

30,0

Figura B.1.1 — Curva de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 5, ponto
(0,0), do planeamento factorial 22 com inducdo no meio da fase exponencial de

crescimento.

A partir do grafico representado na figura B.1.1, foram determinados os

pontos experimentais correspondentes a fase exponencial de crescimento,
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para este ensaio. Sendo a fase exponencial de crescimento, definida entre 4 e

8 horas de fermentacao.

Tabela B.1.2 — valores de concentragdo de biomassa (g/Kg) e respectivos
logaritmos em fungdo do tempo de fermentacédo (h), para o ensaio 5 do
planeamento factorial representado na tabela 4.2.

Tempo Concentracao de Biomassa Ln (x)
Fermentacgao

(h) (9/Kg)
4,0 0,312 -1,166
6,0 0,723 -0,324
6,5 0,938 -0,064
7,0 1,148 0,138
8,0 1,829 0,604

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em fungdo do tempo de fermentagdo (tabela B.1.2), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura B.1.1.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 5,
corresponde ao coeficiente angular da recta representada na figura B.1.2,

sendo o seu valor de 0,4418 h™.

Taxa Especifica maxima de crescimento

0,800 -

0,400 -

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
3 0j0 2,0 4,0 8,0 10,0
~ -0,400 -
=
-

-0,800 - y =0,4418x - 2,9461

R? =0,9992
-1,200 -
-1,600 -
Tempo fermentacgéo (h)

Figura B.1.2 — representacao grafica da equacao linearizada, logaritmo da
concentragédo de biomassa (Ln(X))vs tempo de fermentagdo, da taxa especifica
de crescimento para o ensaio 5.

Para confirmar que os pontos experimentais seleccionados para

representar a fase exponencial de crescimento foram os correctos,
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representou-se graficamente a variagdo da taxa especifica de crescimento ao

longo do tempo de fermentagao, figura B.1.3.

Variagao da taxa esp.Cresc.
0,6 -
< *
L2 04 o0
® .
£
% 02 .
p
O
o * & L J o ® *
e 0 * ¢ L A SN T ¢
o) 5 10 15 20 25 30
©
ol -0,2 -

Tempo de fermentagéo (h)

Figura B.1.3 — Variagdo da taxa especifica de crescimento da E.coli M15 ao
longo do tempo de fermentacgao, para o ensaio 5.

Como pode ser observado pela figura acima, a taxa especifica de
crescimento é maxima em torno do valor de 0,4 (h-1) para os pontos entre 4 e
8 horas de fermentacdo. Para os restantes tempos de fermentacdo a taxa
especifica de crescimento tem um valor préximo de zero, como era esperado.

Para o ponto correspondente a 2 horas de fermentagdo, a taxa
especifica de crescimento ndo possui um valor proximo de 0,4 h™', pelo que n&o
foi considerado como fazendo parte da fase exponencial de crescimento da
E.coli M15 no ensaio 5.

B.2 — Rendimento em biomassa - yxs (g biomassa / g glucose)

O rendimento em biomassa foi obtido dividindo a quantidade de
biomassa produzida (g) pela quantidade de substrato consumido (g) durante a

fermentacao (tabela B.2.1).

A partir da expressao cinética (equacao B.2.1):

Yxis = AX [ (-AS) = (Xf = Xi) / (Si — Sf) equacao B.2.1
Sendo:
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AX — Diferenga da concentracdo de biomassa inicial (Xi) e concentracéo de
biomassa no final da fermentacao (Xf)

(-AS) — Diferenga da concentracdo de glucose inicial (Si) e concentragcdo de
glucose no final da fermentacao (Sf)

e com os valores correspondentes, da tabela B.2.1, de Si de 5,084 g/Kg, Sf de
0 g/Kg, Xi de 0,155 e Xf de 2,080 (correspondente ao valor maximo de
concentragdo de biomassa obtido) obteve-se um rendimento em biomassa

global de 0,379 g biomassa / g glucose.

Tabela B.2.1 — Valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg) em funcéo do tempo de fermentacgéo (h) para o ensaio 5.

Tempo Biomassa Glucose
(h) (9/Kg) (9/Kg)
0,0 0,100 3,567
2,0 0,155 5,084
4,0 0,312 3,773
6,0 0,723 2,388
6,5 0,938 2,310
7,0 1,148 2,107
8,0 1,829 0,534
9,0 1,899 0,000
10,0 1,858 0,000
11,0 1,911 0,000
12,0 1,978 0,000
13,0 1,989 0,000
14,0 2,027 0,000
15,0 2,080 0,000
18,1 2,018 0,000
19,0 2,010 0,000
20,0 2,102 0,000
21,0 2,076 0,000
23,0 1,978 0,000
26,0 1,964 0,000

O valor de rendimento em biomassa também foi calculado a partir do
coeficiente angular da recta AX = f (-AS).

Sendo assim, foi representado graficamente a variagdo da concentragao
de biomassa em fungéo da variagdo da concentragédo de glucose para todos os
pontos de fermentagao e aproximado a uma recta, por regressao pelo método
dos minimos quadrados (figura B.2.1).

Como pode ser observado, o valor de rendimento em biomassa € igual a

0,38 g biomassa / g glucose, calculado pelos dois métodos expostos.
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RENDIMENTO EM BIOMASSA

y =-0,3772x + 1,9146
R? =0,9693

Concentracéo de biomassa (g/Kg)

Concentragéo de glucose (g/Kg)

Figura B.2.1 — Equacao de regressao pelo método de minimos quadrados da
variagdo da concentragdo de biomassa (g/Kg) em fungéo da variagao da
concentragao de glucose (g/Kg) para o ensaio 5.

B.3 - Producao de fluorescéncia em unidades arbitrarias e normalizadas

A produgédo de fluorescéncia arbitraria foi obtida a partir do coeficiente
angular, que traduz o aumento da intensidade de fluorescéncia ao longo do
tempo de fermentacéo: AAFU = f(At).

A fluorescéncia arbitraria em cada ponto experimental (tabela B.3.1), foi
obtida por leitura directa da amostra, num espectroflurimetro.

Com base nos valores experimentais de fluorescéncia arbitraria para
cada ponto da fermentacéo (tabela B.3.1), foi construido o grafico fluorescéncia
arbitraria vs tempo de fermentagdo e aproximado por regressao linear, figura
B.3.1.

A producéo de fluorescéncia arbitraria F (AFU) é dada directamente pelo
coeficiente angular da recta de regressao da fluorescéncia arbitraria vs tempo
de fermentacgao, que € de 5110,3 AFU/h.

Uma vez obtido o valor experimental de fluorescéncia arbitraria de cada
amostra no fluorimetro, esta foi dividida pela respectiva concentragcdo de
biomassa. Representando graficamente estes valores em fungdo do tempo de

fermentacao (figura B.3.1) obtém-se directamente, através do respectivo
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coeficiente angular da recta de regressdo, a produgdo de fluorescéncia

normalizada.

Tabela B.3.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), fluorescencia
arbitraria (AFU) e fluorescéncia normalizada pela biomassa (NFU) em funcgéo
do tempo de fermentacédo (h) para o ensaio 5.

Biomassa Fluorescencia
Tempo (@Iw) AFU NFU(AFUI@Iﬂ))

0,0 0,100 30,3 304,1867
2,0 0,155 43,2 279,5368
4.0 0,312 61,6 197,5365
6,0 0,723 111,0 153,426
6,5 0,938

7,0 1,148 835,3 727,678
8,0 1,829 5661,4 3096,137
9,0 1,899 10252,0 5399,086
10,0 1,858 14781,5 7953,838
11,0 1,911

12,0 1,978 26064,8 13180,65
13,0 1,989 34461,5 17326,69
14,0 2,027 41017,5 20234
15,0 2,080

18,1 2,018 61227,5 30341,75
19,0 2,010 60035,0 29861,34
20,0 2,102 64435,0 30649,73
21,0 2,076 59601,3 28704,47
23,0 1,978 55647,5 28127,82
26,0 1,964 43937,5 22367,82

TAXA DE PRODUGAO DE FLUORESCENCIA
80000,0 -
70000,0
y =5110,3x - 34599 .

60000,0
® R? = 0,9892
2 50000,0 -
8 & AFU
@ 40000,0 - .
) o NFU
S 30000,0 -
L

20000,0

y =2738,4x - 18896
10000,0 - R? = 0,9967
0,0 ; ; ; ; ‘
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Tempo de fermentagéo (h)

Figura B.4.1 — Rectas de regressao linear para a fluorescéncia arbitraria (AFU)
e fluorescéncia normalizada (NFU) em fungdo do tempo de fermentacéo (h),
para o ensaio 5.
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Estes parametros foram também calculados pela diferenca entre o valor de
fluorescéncia maxima obtida durante a fermentacéo e o valor de fluorescéncia

antes da inducéo da producéo de YEFP.
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ANEXO C

Neste anexo vem descrito todos os resultados experimentais obtidos em

todas as fermentagdes, bem como as respectivas respostas estudadas nos

planeamentos factoriais 22, com repetigdo no ponto central.

A matriz do planeamento experimental vem descrita na tabela C.1, onde

sao definidas as condigdes operatorias de temperatura de fermentacido e

concentragdo de oxigénio dissolvido efectuadas em cada fermentacéo, sendo

também apresentado o momento de indug¢ao da producgao de proteina.

Tabela C.1 — Matriz do planeamento experimental segundo dois planeamentos

factoriais 22, com repeticdo no ponto central.

Nivel da variavel

Momento de

Ensaio T 02 dissolv. T 02 dissolv. -
Inducgao
(°C) (%) (°C) (%)
1 -1 -1 27 15 Inicio
2 +1 -1 40 15 Inicio
3 -1 +1 27 40 Inicio
4 +1 +1 40 40 Inicio
5 33,5 27,5 Inicio
6 33,5 27,5 Inicio
1 -1 -1 27 15 Meio
2 +1 -1 40 15 Meio
3 -1 +1 27 40 Meio
4 +1 +1 40 40 Meio
5 0 0 33,5 27,5 Meio
6 0 0 33,5 27,5 Meio

Inicio — indugéo da producgéo de GFP no inicio da fase exponencial de crescimento (D.0.600nm= 0,4)

Meio — indugéo da producédo de GFP no meio da fase exponencial de crescimento (D.0.600nm=3,0)

Na tabela C.2 vém descritas todas as respostas obtidas para o primeiro

planeamento factorial 22, com repeticido no ponto central, com inducdo da

producao de proteina no inicio da fase exponencial de crescimento.
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Tabela C.2: Valores obtidos para a taxa especifica maxima de crescimento p

(h-1), rendimento em biomassa Yx/s (g biomassa / g glucose), taxa especifica de consumo de

glucose (-gS) (g glucose/ g biomassa * h), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia

gF(AFU / h), taxa especifica de produgao de fluorescéncia normalizada qF( NFU / h), taxa

especifica de produgdo de acetato (-gA) ( g acetato / g biomassa *h),taxa especifica de

consumo da acetato (gA) ( g acetato / g biomassa * h), no planeamento factorial 22, com

repeticdo no ponto central, para inducéo da produg¢ao de GFP no inicio da fase exponencial.

Variaveis Respostas
Ensaio 1 02_ U Yxs  (S) F f (-gA)  (qA)
dissolvido

(°C) (%) (h-1)  (9/9)  (g/gh)  (AFU) (NFU/h) (g/gh) (g/gh)
1 -1 -1 0,290 0,329 0,303 10219 4494 0,038 0,020
2 +1 -1 0,254 0,259 0,515 32917 25204 0,039 0,026
3 -1 +1 0,322 0,457 0,313 11673 4432 0,020 0,041
4 +1 +1 0,205 0,193 0,373 43189 42226 0,038 0
5 0,428 0,411 0,464 63710 29019 0,243 0,267
6 0 0 0,422 0,633 0,167 66917 29183 0,138 0,048

C.1 - Ensaio 1, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de

glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)

em funcao do tempo de fermentacao, para o ensaio 1, vém descritos na tabela

C.1.1 e representados graficamente na figura C.1.1.

Na tabela C.1.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.
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Tabela C.1.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg), concentracédo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 1.

Tempo Conc. Conc. Conc. Intensidade Intensidade
fermentacéo biomassa glucose acetato fluorescéncia fluorescéncia
(h) (9/Kg) (9/Kg) (9/K9) AFU NFU
0,0 0,117 6,618 0,102 0,0 0
2,0 0,171 5,986 0,114 87,8 515,1771
3,0 0,203 5,239 0,114 172,6 848,8747
4,0 0,253 3,304 0,000 428,1 1694,333
5,3 0,319 5,271 0,174 602,4 1885,587
6,0 0,382 4,232 0,188 722,5 1893,145
7,0 0,492 3,798 0,239 1024,1 2081,546
8,0 0,652 4,213 0,369 1385,6 2123,566
9,0 0,924 4,505 0,508 1812,9 1962,997
10,0 1,242 1,585 0,386 2295,9 1847,919
11,0 1,631 0,987 0,506 2771,6 1699,068
12,0 1,926 0,000 0,440 3713,5 1928,004
13,0 1,998 0,000 0,325 4250,9 2127,401
14,2 2,079 0,000 0,414 5186,6 2495,282
17,2 2,021 0,000 0,123 7054,5 3490,589
19,0 2,077 0,000 0,000 8986,3 4326,938
20,0 2,057 0,000 0,000 10306,8 5009,406
22,7 2,053 0,000 0,000 10296,0 5014,892
25,0 1,977 0,000 0,000 9577,8 4845,515
Batch 15%/27°C
Indugdo: Inicio fase exponencial
6 —© 20000
o o 18000
> o + 16000
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Figura C.1.1 — Variagao da concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracédo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fun¢do do tempo de
fermentacdo (h) para o ensaio 1, com indugdo da producdo de proteina no inicio da fase

exponencial de crescimento.

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao

de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacéo (tabela C.1.1), foi
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representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.1.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E. coli M15 para o ensaio
1, corresponde ao coeficiente angular da recta representada na figura C.1.2,

sendo o seu valor de 0,2896 h™.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

0,600 - y =0,2896x - 2,7005
0,400 1 R?=0,9976

0,200 -
0,000 ‘ ‘
-0,200 ¢ 2 4
-0,400 -
-0,600 -
-0,800 -
-1,000 -
-1,200 -
-1,400 -

Ln (X)

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.1.2 - Representagdo grafica da equagao linearizada, logaritmo da
concentracdo de biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacdo, da taxa
especifica maxima de crescimento para o ensaio 1.

Como para a construgdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas

de regressao, vao ser apresentados em baixo, os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressédo da variagdo da concentracdo de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.1.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 1 de

0,3288 g biomassa produzidas / g glucose consumidas.
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RENDIMENTO BIOMASSA

y =-0,3288x + 1,8688
R? = 0,9664

0,000
0,000

1,000
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Conc.glucose (g/Kg)

6,000

Figura C.1.3 — Determinagéo do rendimento em biomassa para o ensaio 1.Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragéo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do coeficiente

angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da fermentagao :

AS = f(At), representada na figura C.1.4.
O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no

final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na

tabela C.1.2.

7,000
6,000 -
5,000 -
4,000 -
3,000 -
2,000 -

1,000

Concentragao glucose (g/Kg)

TAXA ESPECIFiCA DE CONSUMO SUBSTRATO

y =-0,6283x + 7,8851
R?=0,9533

&
a4

0,000
0,0

2,0

4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Tempo fermentagéo (h)

14,0

Figura C.1.4 — Determinacado da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de

regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao

(h).
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,

foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da

intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.1.5.

Fluorescencia

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA

8000,0 - y =637,06x - 3953
7000,0 | R =0,9929
6000,0 -
5000,0 - "
4000,0 -
3000,0 |
2000,0 -
1000,0 -
0,0 : w ‘ ‘

R?=0,9796

y =359,2x - 2445,5

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

Tempo fermentagao (h)

——AFU m NFU

25,0

Figura C.1.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressdo.

Concentragao acetato (g/Kg)

Taxa especifica de consumo e produgao de
acetato

0,600 -

0,500 1y =0,0616x - 0,1637
0,400 - R? = 0,9626

o
0,300 -

0,200 -

0,100 -

y =-0,0611x + 1,1602
R?=0,9874

0,000 ‘ ‘ ‘

0,0 5,0 10,0 15,0
-0,100 -

Tempo fermentacao (h)

20,0

Figura C.1.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacao da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 1.
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A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir do coeficiente angular das rectas: A(A) = f(At) e A(-A) = f(At),
respectivamente, representado na figura C.1.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no
final da fermentacao.

Na tabela C.1.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao
da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de produgéo e

consumo de acetato.

Tabela C.1.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento umax.,
rendimento em biomassa (yxs), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgédo de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 1.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,2896
Yxis (9/9) 0,3288
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,303
X (9/Kg) 2,077
dS/dt (g/Kgh) 0,6283
qF (AFU) 637,06
qF (NFU) 359,2
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,038
X (9/Kg) 1,631
dA/dt (g/Kgh) 0,038
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,029
X (9/Kg) 2,077
d(-A)/dt (9/Kgh) 0,0611

99



C.2 - Ensaio 2, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de

glucose (g/Kg), concentracéo de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)

em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 2, vem descritos na tabela

C.2.1 e representados graficamente na figura C.2.1.

Na tabela C.2.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.2.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de

glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 2.

Tempo Concentracéo Concentracéo Concentracéo Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
L(h) | (9/Kg) | (9/Kg) | (9/Kg) | (AFV). | (NFU)

0,0 0,085 5,786 0,000 61,4 719,1
2,0 0,121 5,094 0,000 69,7 573,9
3,0 0,145 6,028 0,083 215,2 1484,2
4,0 0,178 5,637 0,095 448,1 2519,2
5,4 0,232 6,651 0,176 696,9 3004,7
6,0 0,255 5,830 0,190 768,9 3012,6
7,0 0,309 3,959 0,187 870,9 2814,3
8,0 0,367 4,169 0,300 1154,6 3147,4
9,1 0,483 3,904 0,386 1614,6 3345,0
10,0 0,610 3,222 0,487 2201,8 3608,7
11,4 0,956 1,899 0,689 3919,8 4101,4
13,6 1,469 0,000 1,358 12499,6 8510,1
14,6 1,439 0,000 1,138 25000,0 17378,4
16,3 1,519 0,000 1,080 27359,3 18014,7
18,2 1,427 0,000 1,081 30969,0 21704,1
20,3 1,385 0,000 0,926 30617,0 22104,1
22,3 1,280 0,000 0,831 32987,0 25777,9
23,3 1,336 0,000 0,956 31986,5 23943,6

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao

de biomassa (g/Kg) em funcédo do tempo de fermentacéo (tabela C.2.1), foi

representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.2.2.
A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 2,

corresponde ao coeficiente angular da recta representada na figura C.2.2,

sendo o seu valor de 0,2536 h™.
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Batch 15%6/40°C
Inducédo: Inicio fase exponencial
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Figura C.2.1 — Variagdo da concentragcdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fun¢do do tempo de
fermentacdo (h) para o ensaio 1, com indugdo da produgdo de proteina no inicio da fase

exponencial de crescimento.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

0,600 y =0,2536x - 3,0189

0,400 R? = 0,9932
0,200 - /
0,000

6,0

o

-0,2004
-0,400 |
-0,600 |
-0,800 |
-1,000 |
-1,200

Ln(X)

Tempo fermentacéao (h)

Figura C.2.2 - Representagao grafica da equacgéao linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacdo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 1.

Como para a construgdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas

de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.
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O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.2.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 2 de

0,2591 g biomassa produzida / g glucose consumida.

RENDIMENTO EM BIOMASSA

® 1,400 7
£ ’ y =-0,2591x + 1,4604
E 1,200 R2 = 0,9977
2 1,000 A
e
S X 0,800 -
g Q
§ 0600 -
S 0,400 -
2
6 0,200
(8}
0,000 : : : : ‘
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Concentracao de glucose (g/Kg)

Figura C.2.3 — Determinagéo do rendimento em biomassa para o ensaio 2.Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragéo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do coeficiente
angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da fermentagao :
AS = f(At), representada na figura C.2.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentragdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.2.2.

102



Concentragao glucose (g/Kg)

TAXA ESPECIFICA DE CONSUMO DE SUBSTRATO

5,000
4,500
4,000 - ¢
3,500

3,000 -
2,500 =-0,7824x + 10,788

2 —
2000 | R? =0,9768

1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000 ‘ \ \

6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0

Tempo fermentacéao (h)

14,0

Figura C.2.4 — Determinagcado da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de

regressao da variagao da concentragéo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagéo

(h).

A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,

foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da

intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.2.5.

Fluorescencia

TAXA ESPECIFICA DE PRODUGAO FLUORESCENCIA

35000,0 -
30000,0 -
25000,0 -
20000,0 -
15000,0 -
10000,0 -
5000,0 -
0,0 ! ‘ ‘

y =3837x - 38008
R?=0,9745

y =2035,8x - 17934
R? =0,9443

5,0 10,0 15,0 20,0

Tempo fermentagéo (h)

& AFU o NFU

25,0

Figura C.2.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressdo.
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TAXA ESPECIFICA ACETATO

1,400 - =-0,0401x +1,7469

2 =
1.200 - R?=0,912
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g 0,800

o | y=00568x - 0,1239

S 0,600 R = 0,9641

£ 0,400

g

S 0,200 -

o

O 0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.0 50 10,0 15,0 20,0 25,0

Tempo fermentacgao (h)

& Producéo acetato o Consumo acetato

Figura C.2.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacao da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 2.

A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir do coeficiente angular das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A) =
f(At), respectivamente, representadas na figura C.2.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producdo de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no final da
producdo de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no
final da fermentacao.

Na tabela C.2.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao
da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de producgéo e

consumo de acetato.
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Tabela C.2.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento umax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 2.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,2536
Yxis (9/9) 0,2591
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,515
X (9/Kg) 1,519
dS/dt (g/Kgh) 0,7824
qF (AFU) 3837
qF (NFU) 2035,8
gA= 1/X*dA/dt (g/gh) 0,039
X (9/Kg) 1,469
dA/dt (g/Kgh) 0,0568
(-gA) = 1/ X* d(-A)/dt (g/gh) 0,026
X (9/Kg) 1,519
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,0401

C.3 — Ensaio 3, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 3, vem descritos na tabela
C.3.1 e representados graficamente na figura C.3.1.

Na tabela C.3.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.
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Tabela C.3.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg), concentracado de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 3.

Tempo Concentracéo Concentracéo Concentracéo Intensidade Intensidade
fermentacéo biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
(h) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFU) (NFU)
0,00 0,094 4,983 0,000 94,1 1000,5
2,00 0,129 4,746 0,000 139,8 1082,5
3,00 0,148 4,955 0,064 170,6 1150,8
4,00 0,093 4,755 0,080 283,0 3044,4
6,00 0,309 4,252 0,173 616,3 1992,2
7,00 0,423 4,032 0,192 874,5 2066,4
8,00 0,585 3,668 0,226 1288,7 2202,9
9,00 0,750 3,504 0,278 1668,4 2225,9
10,00 1,065 2,550 0,343 2487,4 2336,7
11,00 1,575 1,505 0,356 3566,6 2265,2
11,75 1,958 0,721 0,402 4709,3 2405,5
14,75 2,135 0,000 0,391 7824,9 3664,6
16,50 2,223 0,000 0,271 8173,9 3677,4
19,08 2,250 0,000 0,000 9549,3 42442
21,25 2,217 0,000 0,000 11493,5 5183,2
22,25 2,142 0,000 0,000 11812,5 5514,0
23,58 2,074 0,000 0,000 11526,0 5556,9
25,25 2,081 0,000 0,000 10900,8 5237,7

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcédo do tempo de fermentacéo (tabela C.3.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.3.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 3,
corresponde ao coeficiente angular da recta representada na figura C.3.2,

sendo o seu valor de 0,3215 h™.
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Batch 40%6/27°C
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Figura C.3.1 — Variagdo da concentragcdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fun¢do do tempo de
fermentacdo (h) para o ensaio 3, com indugdo da produgdo de proteina no inicio da fase

exponencial de crescimento.

TAXA ESPEC.MAXIMA CRESCIMENTO
1,000
y =0,3215x - 3,1101
0,500 - R = 0,999
__ 0,000 : ‘
§ 40 12,0 14,0
= -0,500 1
-1,000 |
-1,500 -
Tempo ferementacéo (h)

Figura C.3.2 - Representagao grafica da equacgao linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentagao, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 3.

Como para a construcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas

de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.
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O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.3.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 3 de

0,457 g biomassa produzida / g glucose consumida.

RENDIMENTO EM BIOMASSA
_ 2,500 +
Gl
X -
2 2000 | y =-0,457x +2,2728
i R? =0,9961
8
g 1,500 -
o
)
S 1,000 -
On
o
$ 0,500 -
(3]
c
o
© 0,000 ‘ : : ‘ ‘
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000
Concentragao glucose (g/Kg)

Figura C.3.3 — Determinagéo do rendimento em biomassa para o ensaio 3.Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragéo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do coeficiente
angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da fermentagao :
AS = f(At), representada na figura C.3.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.3.2.
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Figura C.3.4 — Determinagao da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de

regressao da variagao da concentragéo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagéo

(h).

A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada, foram

obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da intensidade de

fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagdo: AAFU = f(At), ANFU = f(At)

representado na figura C.3.5.
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Figura C.3.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regresséo.
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TAXA ESPECIFICA PRODUGAO ACETATO
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Tempo fermentagao (h)

Figura C.3.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 3.

A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir do coeficiente angular das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A) =
f(At), respectivamente, representadas na figura C.3.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producdo de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no final da
producdo de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no
final da fermentacao.

Na tabela C.3.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao
da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de producgéo e

consumo de acetato.
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Tabela C.3.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento umax.,

rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),

concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia

(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 3.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,3215
Yxis (9/9) 0,457
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,313
X (9/Kg) 1,958
dS/dt (g/Kgh) 0,6118
qF (AFU) 738,64
qF (NFU) 210,37
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,020
X (9/Kg) 1,958
dA/dt (g/Kgh) 0,0394
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,041
X (9/Kg) 2,250
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,0913
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C.4 — Ensaio 4, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcédo do tempo de fermentacao, para o ensaio 4, vem descritos na tabela
C.4.1 e representados graficamente na figura C.4.1.

Na tabela C.4.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.4.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 4.

Tempo Concentracéo Concentracéo Concentragéo Intensidade Intensidade
fermentacéo biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
(h) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFU) (NFU)
0,0 0,066 5,036 0,00 54,4 826,0
2,0 0,090 4,937 0,07 81,4 900,7
3,0 0,095 4,920 0,08 2460,6 25770,5
4,0 0,108 4,797 0,09 5271,7 48972,2
6,3 0,161 4,570 0,15 12347,0 76600,1
7,0 0,177 4,363 0,18 14626,4 82746,3
8,0 0,221 4,224 0,22 17867,2 80896,6
9,0 0,256 3,875 0,25 21661,8 84551,7
10,0 0,324 3,760 0,33 27959,6 86259,4
11,0 0,396 3,453 0,40 33397,3 84443,3
14,7 0,899 0,687 0,76 - -
16,7 1,268 0,000 0,84 - -
19,3 1,168 0,000 1,16 37497,2 32097,7
22,0 1,020 0,000 0,93 42282,6 41459,1
24,0 1,003 0,000 1,10 43270,6 43126,5*
25,0 1,003 0,000 1,07 42951,1 42838,2

*Para o calculo da flurescéncia normalizada foi considerado este valor. Houve mudanga da sensibilidade no

espectroflurimetro.

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacéo (tabela C.4.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equacao
B.1) na figura C.4.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 4,
corresponde ao coeficiente angular da recta representada na figura C.4.2,

sendo o seu valor de 0,2049 h™".
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Figura C.4.1 — Variagao da concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentragcado de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do tempo de
fermentacdo (h) para o ensaio 4, com indugdo da producdo de proteina no inicio da fase

exponencial de crescimento.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

0,500 -

0,000 /

50 70 90 110 130
-0,500 -
y =0,2049x - 3,1614
1,000 | Re=0,9982

50 170 190

Ln (X)

-1,500 -

-2,000 -

Tempo fermentagao (h)

Figura C.4.2 - Representacdo grafica da equacéao linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacdo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 4.

Como para a construcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.4.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio de
0,1933 g biomassa produzida / g glucose consumida.

RENDIMENTO EM BIOMASSA
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S
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o
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Concentragéao glucose (g/Kg)

Figura C.4.3 — Determinagao do rendimento em biomassa para o ensaio 4.Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragédo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do coeficiente
angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da fermentagao :
AS = f(At), representada na figura C.4.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.4.2.
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Figura C.4.4 — Determinagao da taxa especifica de consumo de substrato através da recta de
regressao da variagdo da concentragao de substrato (g/kg) ao longo do tempo de fermentagéo

(h).
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,
foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.4.5.
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Figura C.4.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressdo.
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Figura C.4.6 — Rectas de regresséo utilizadas na determinagao da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 4.

Para este ensaio ndo houve consumo de acetato durante a fermentacéo.
A taxa especifica de producao de acetato, foi calculada a partir do coeficiente

angular da recta de regressao: A(A) = f(At), representada na figura C.4.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato.

Na tabela C.4.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.4.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentracao de biomassa (X), taxa especifica de produgao de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 4.

Respostas calculadas Valores
pmax (h-1) 0,2049
Yxis (9/9) 0,1933
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,4726
X (9/Kg) 1,268
dS/dt (g/Kgh) 0,4726
qF (AFU) 264,57
qF (NFU) 1002,2
gA= 1/X*dA/dt (g/gh) 0,038
X (9/Kg) 1,268
dA/dt (g/Kgh) 0,0483
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,0
X (9/Kg)
d(-A)/dt (g/Kgh)

C.5 - Ensaio 5, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragdo de

glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
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em funcao do tempo de fermentacao, para o ensaio 5, vem descritos na tabela
C.5.1 e representados graficamente na figura C.5.1.
Na tabela C.5.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.5.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentracao de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 5.

Tempo Concentracéo Concentracéo Concentracéo Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia

(h) (g/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFV). (NFU)

0,0 0,093 3,745 0,195

1,6 0,117 2,894 0,232

2,5 0,070 2,883 0,248 99,5 1420,679
4,0 0,241 2,480 0,407 502,3 2086,604
5,1 0,398 2,292 0,556 1429,8 3588,06
6,0 0,570 1,795 0,579 2569,6 4509,129
7,0 0,877 1,489 1,108 4612,6 5260,842
8,3 1,518 0,479 1,608 9195,5 6058,976
9,5 1,885 0,000 2,007 14956,3 7935,286
10,5 2,189 0,000 1,555 20350,5 9295,383
11,5 2,072 0,000 1,368 25409,8 12260,9
12,5 2,239 0,000 0,666 32445,0 14488,2
13,5 2,277 0,000 0,278 41750,5 18334,13
14,5 2,185 0,000 0,000 53029,0 24270,47
15,5 2,219 0,000 0,000 61187,0 27571,71
16,5 2,195 0,000 0,000 63710,0 29018,91
18,5 2,199 0,000 0,000 61951,3 28178,35
20,9 2,062 0,000 0,000 62428,8 30271,23
24,0 2,165 0,000 0,000 60755,0 28066,2
26,5 2,164 0,000 0,000 49610 22926,99

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcédo do tempo de fermentacéo (tabela C.5.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.5.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 5,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.5.2.
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Batch 27.5%6/33.5°C
Inducédo: Fim fase exponencial
6 80000
+ 70000
5 O O
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Figura C.5.1 — Variagao da concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracédo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fun¢do do tempo de

fermentacao (h) para o ensaio 5.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

1,000 +

0,500 - /

0,000 : : :
3 30 4,0 8,0 9,0
= -0,500 1
-

-1,000 - y = 0,4224x - 3,0936

R’ =0,9994
-1,500 -
-2,000 -
Tempo fermentacao (h)

Figura C.5.2 - Representagao grafica da equacgéao linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacao, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 5.

Como para a construgdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variagdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.5.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio de

0,6326 g biomassa produzida / g glucose consumida.
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RENDIMENTO EM BIOMASSA

2,000
1,800 -
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500

=-0,6326x + 1,8458
R?=0,9976

Concentragdo biomassa (g/Kg)

Concentracao glucose (g/Kg)

Figura C.5.3 — Determinacao do rendimento em biomassa para o ensaio 5.Recta de regresséo
linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragdo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do
coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da
fermentacgao : AS = f(At), representada na figura C.5.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.5.2.

TAXA ESPECIFICA DE CONSUMO DE SUBSTRATO

4,000 -
3,500 f
3,000
2,500 -

Concentragao glucose (g/Kg)

2,000 - y =-0,3149x + 3,7376

1,500 R2 = 0,9897

1,000 1

0,500 -

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 2,0 4,0 6.0 8,0

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.5.4 — Determinacado da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de

regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao

(h).
A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,

foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
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intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.5.5.

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA
70000,0 -
60000,0 -
y = 7217,9x - 54309
§ 90000.07 R? =0,9818
@ 40000,0
@
® 30000,0 -
S
& 20000,0 -
= 3319,5x - 25257
100000 7 ¢ Re = 0,9749
0,0 : : : : :
8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0
Tempo fermentacgéo (h)
« AFU o NFU

Figura C.5.5 — Variagado da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagdo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regresséo, para o ensaio 5.

TAXA PRODUGAO ACETATO

2,500 -
2 2,000
3 y =0,2596x - 0,5863
o R2 =0,9601
.g 1,500 - y =-0,4099x + 5,8611
k] R? =0,9945
% 1,000 |
o
ug
o
£ 0,500
(=
§ .
S 0,000 ; ; o ‘
© 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

-0,500 !

Tempo fermentacao (h)

Figura C.5.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de produgéo

e consumo de acetato, para o ensaio 5.

A taxa especifica de producdo e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A)

= f(At), respectivamente e representadas na figura C.5.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.5.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.5.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 5.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,4224
Yxis (9/9) 0,6326
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,167
X (9/Kg) 1,885
dS/dt (g/Kgh) 0,3149
qF (AFU) 7217,9
qF (NFU) 3319,5
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,138
X (9/Kg) 1,885
dA/dt (g/Kgh) 0,2596
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,048
X (9/Kg) 2,277
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,1099
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C.6 — Ensaio 6, com indugao da produc¢ao de proteina no inicio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de

glucose (g/Kg), concentracéo de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)

em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 6, vem descritos na tabela

C.6.1 e representados graficamente na figura C.6.1.

Na tabela C.6.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.6.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de

glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 6.

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragéo Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia

(h) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFV). (NFU)
0,1 0,074 4,021 0,210 0,0

2,1 0,137 4,168 0,380 0,0

3,4 0,207 3,586 0,549 394,0 1905,912
4.5 0,318 3,808 0,634 1117,6 3514,275
54 0,482 3,393 0,861 2079,6 4314,719
6,4 0,744 2,728 1,303 3627,9 4877,21
7,5 1,199 1,612 1,915 6316,1 5267,836
8,4 1,713 0,309 2,407 10223,8 5969,468
9,4 1,890 0,000 2,557 14148,3 7483,905
11,4 2,072 0,000 1,647 25711,8 12409,26
12,5 2,123 0,000 0,911 36621,5 17246,67
13,5 2,088 0,000 0,181 46904,5 22461,25
14,5 2,149 0,000 0,000 55882,5 26005,36
15,5 2,098 0,000 0,000 62943,5 30002,98
16,3 2,165 0,000 0,000 67311,0 31088,47
19,8 1,956 0,000 0,000 59033,5 30188,01
22,3 1,931 0,000 0,000 59870,5 30999,16
26,4 1,890 0,000 0,000 53069,0 28071,55
28,5 1,810 0,000 0,000 53485,5 29556

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao

de biomassa (g/Kg) em funcédo do tempo de fermentacéo (tabela C.6.1), foi

representada graficamente a linearizagdo da fungdo y = 1/X * dX/dt (equacao
B.1) na figura C.6.2.
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A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 6,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.6.2.

Batch 27.5%6/33.5°C
Inducéo: Inicio fase exponencial
6 80000
5 | DD + 70000
- o O o O -+ 60000
g’4o o0 . oo 50000
23 © 1 40000 T
£ ° aa E POV + 30000 )
8 2 6 *® Q Lol 4 L R J 2 2PN
Ae -+ 20000
| O
! Ao 0~ A + 10000
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0 r 0
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Tempo (h)
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Figura C.6.1 — Variagdo da concentragcdo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracao de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungéo do tempo de

fermentacao (h) para o ensaio 6.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

1,000 -
y =0,4282x - 3,0526

0,500 - R2 = 0,9991 /
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-0,500 -

Ln (X)
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-2,000 -

Tempo fermentacéao (h)

Figura C.6.2 - Representagdo grafica da equacgéao linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacdo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 6.

Como para a construgcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas

de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.
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O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.6.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 6 de

0,4106 g biomassa produzida / g glucose consumida.

RENDIMENTO EM BIOMASSA

2,000
1,800
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 +
0,200 -
0,000 \ \ \ \ \
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

y =-0,4106x + 1,8658
R? =0,9993

concentragao biomassab (g/Kg)

Concentracao de glucose (g/Kg)

Figura C.6.3 — Determinagéo do rendimento em biomassa para o ensaio 6. Recta de regresséo
linear para a concentragédo de biomassa (g/Kg) versus Concentragao de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do
coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da
fermentacgao : AS = f(At), representada na figura C.6.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.6.2.
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TAXA ESPECIFICA DE CONSUMO DE SUBSTRATO
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Tempo fermentacéao (h)

Figura C.6.4 — Determinagao da taxa especifica de consumo da substrato através da recta de
regressao da variagado da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagéo

(h).para o ensaio 6

A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada, foram
obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da intensidade de
fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagdo: AAFU = f(At), ANFU = f(At)

representado na figura C.6.5.

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA

80000,0 -
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& AFU o NFU

Figura C.6.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regresséo, para o ensaio 6.
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TAXA ESPECIFICA ACETATO
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y = 0,4602x - 1,5443
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Figura C.6.6 — Rectas de regresséo utilizadas na determinagao da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 6.

A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regressao: A(A) = f(At) e A(-A)
= f(At), respectivamente e representadas na figura C.6.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.
Na tabela C.6.2 vem descritos os valores de todos as respostas

calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.
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Tabela C.6.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento umax.,

rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),

concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia

(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 6.

Respostas calculadas Valores
pmax (h-1) 0,4282
Yxis (9/9) 0,4106
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,464
X (9/Kg) 1,890
dS/dt (g/Kgh) 0,878
qF (AFU) 7267,1
qF (NFU) 3474,1
gA= 1/X*dA/dt (g/gh) 0,243
X (9/Kg) 1,890
dA/dt (g/Kgh) 0,4602
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,267
X (9/Kg) 2,165
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,5771
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Na tabela C.3 vem descritas todas as respostas obtidas para o segundo
planeamento factorial 22, com repeticido no ponto central, com inducdo da

producao de proteina no meio da fase exponencial de crescimento.

Tabela C.3: Valores obtidos para a taxa especifica maxima de crescimento p (h-1), rendimento em biomassa
Yx/s (g biomassa / g glucose), taxa especifica de consumo de glucose (-gS) (g glucose/ g biomassa * h), taxa
especifica de produgao de fluorescéncia gF(AFU / h), taxa especifica de produgéo de fluorescéncia normalizada
gF( NFU / h), taxa especifica de produgdo de acetato (-gA) ( g acetato / g biomassa *h),taxa especifica de
consumo da acetato (gA) ( g acetato / g biomassa * h), no planeamento factorial 22, para indugdo da produgao de

GFP no meio da fase exponencial.

Variaveis Respostas
Ensaio 02 U Yds (qS) F f (9A)  (gA)
dissolvido

(°C) (%) (h-1)  (9/g) (g/gh)  (AFU)  (NFU) (g/gh) (g/gh)
1 -1 -1 0,263 0,304 0,245 6515 3284 0,176 0,162
2 +1 -1 0,345 0,231 0,324 52052 33130 0,163 0,057
3 -1 +1 0,308 0,410 0,393 6927 2897 0,020 0,028
4 +1 +1 0,333 0,323 0,444 59154 35689 0,079 0,040
5 0,442 0,379 0,395 64324 30496 0,036 0,063
6 0 0 0,377 0,398 0,369 76830 36120 0,070 0,069

C.7 — Ensaio 1, com indugao da produc¢ao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacgéo, para o ensaio 1, vem descritos na tabela
C.7.1 e representados graficamente na figura C.7.1.

Na tabela C.7.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.
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Tabela C.7.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de

glucose (g/Kg), concentracado de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 1

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragao Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
(h) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFU) (NFU)
0,0 0,071 55 0,332 0,0
2,0 0,097 3,9 0,388 0,0
4,1 0,147 5,3 0,456 0,0
6,3 0,261 4,9 0,559 115,6 442,4438
7,8 0,387 4,3 1,154 135,4 349,7743
10,1 0,607 3,8 1,327 188,1 309,8223
11,3 0,942 2,8 1,794 246,9 262,0549
12,3 1,284 1,9 3,125 450,5 350,7931
13,3 1,703 0,0 3,533 1084,0 636,4165
14,3 1,675 0,0 2,292 1683,6 1005,052
15,3 1,738 0,0 1,914 2250,8 1294,693
16,4 1,716 0,0 1,575 2568,9 1496,603
19,2 1,971 0,0 0,462 4168,3 2114,416
21,2 2,032 0,0 0,121 6072,5 2987,801
23,0 1,984 0,0 0,121 6514,6 3284,156
25,3 1,903 0,0 0,174 5946,3 3125,008
28,8 1,675 0,0 0,000 5261,3 3141,564

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao

de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacéo (tabela C.7.1), foi

representada graficamente a linearizagdo da fungdo y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.7.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 1,

corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na

figura C.7.2.
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Figura C.7.1 — Variagao da concentracdo de biomassa (g/Kg), concentragcéo de glucose (g/Kg),
concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do tempo de

fermentacao (h) para o ensaio 1.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

1,000 - y =0,2631x - 3,0023
R? = 10,9995

0,500 -

0,000 ‘

0,0
-0,500 -

Ln (X)

-1,000 -

-1,500 -

-2,000 -

-2,500 -

Tempo fermentagao (h)

Figura C.7.2 - Representacdo grafica da equacéao linearizada, logaritmo da concentracdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentagéo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 1.

Como para a construcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)
em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
na figura C.7.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 1 de

0,3036 g biomassa produzida / g glucose consumida.
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RENDIMENTO EM BIOMASSA

y =-0,3036x + 1,7647
R?=0,9914

Concentragido biomassa 8g/Kg)
=
o
o

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentracao glucose (g/Kg)

Figura C.7.3 — Determinagéo do rendimento em biomassa para o ensaio 1. Recta de regresséo

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragédo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do
coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da
fermentacao : AS = f(At), representada na figura C.7.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na

tabela C.7.2.

TAXA ESPECIFICA CONSUMO SUBSTRATO

y =-0,4175x + 7,3651
20 - R? = 0,9606 >

Concentragao glucose (g/Kg)
w
o

0,0 T T T T 1
4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0

Tempo fermentacao (h)

Figura C.7.4 — Determinacgao da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de
regressao da variagao da concentragéo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagéo
(h).para o ensaio 1

A taxa especifica de producéao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,

foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
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intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.7.5.

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA

7000,0 -
6000,0 -
5000,0 + y = 556,64x - 6384,3
4000,0 - R? = 0,997
3000,0 -
2000,0 - y =276,23x - 3018
1000,0 - R?=0,9916
0,0 : : ‘
10,0 15,0 20,0 25,0

Fluorescencia

Tempo fermentacéo (h)

& AFU o NFU

Figura C.7.5 — Variagéo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressao, para o ensaio 1.

TAXA ESPECIFICA DE ACETATO

y =0,2998x +0,4012
R?=0,9219

y =-0,3299x + 6,9741
R?=0,9844

Concentragao de acetato
8g/Kg)
N
o
S
o

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-0,5000,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Tempo fermentacao (h)

Figura C.7.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de produgéo

e consumo de acetato, para o ensaio 1.

A taxa especifica de producdo e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A)
= f(At), respectivamente e representadas na figura C.7.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a

producao de acetato, foi dividido pela concentracao de biomassa no final da
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producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que

traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.7.2 vem descritos os valores de todos as respostas

calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.7.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento umax.,

rendimento em biomassa (yxs), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),

concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgao de fluorescéncia

(gF), taxa especifica de produgado de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 1.

Respostas calculadas Valores
pmax (h-1) 0,2631
Yxis (9/9) 0,3036
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,245
X (9/Kg) 1,703
dS/dt (9/Kgh) 0,4175
qF (AFU) 556,64
qF (NFU) 276,23
gA= 1/X*dA/dt (g/gh) 0,176
X (9/Kg) 1,703
dA/dt (9/Kgh) 0,2998
(-gA) = 1/ X* d(-A)/dt (g/gh) 0,162
X (9/Kg) 2,032
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,3299
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C.8 — Ensaio 2, com indugao da produc¢ao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracédo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 2, vem descritos na tabela
C.8.1 e representados graficamente na figura C.8.1.

Na tabela C.8.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.8.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 2.

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragéo Intensidade Intensidade
fermentagao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia

() (9/K9) (9/K9) (9/K9) (AFV) (NFU)

0,2 0,064 6,302 0,093 38,5 605,9
2,2 0,149 5,990 0,164 67,7 4547
5,0 0,327 3,888 0,305 109,9

6,5 0,541 4,467 0,650 165,1 305,3
7,5 0,792 3,040 0,849 183,8 231,9
8,0 1,006 2,299 1,020 242,1 240,5
9,1 1,537 0,000 1,322 1853,3 1205,8
10,0 1,593 0,000 1,606 4940,8 3100,7
11,0 1,584 0,000 1,164 13478,6 8508,2
12,0 1,587 0,000 1,421 26986,8 17002,0
14,5 1,412 0,000 1,120 40524,0 28701,0
15,7 1,456 0,000 0,813 42167,5 28963,6
17,7 1,446 0,000 0,715 44223,5 30578,9
19,7 1,500 0,000 0,812 46626,0 31078,5
21,7 1,576 0,000 0,538 50660,0 32138,8
23,7 1,539 0,000 0,311 51112,5 33203,4
25,7 1,566 0,000 0,169 52235,5 33361,5

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacéo (tabela C.8.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.8.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 2,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.8.2.
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Batch 15%6/40°C
Inducdo: Meio fase exponencial
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Figura C.8.1 — Variagao da concentragéo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do tempo de
fermentacao (h) para o ensaio 2.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

1,000 - y =0,3445x - 2,7752
R? =0,9953

0,500 -
0,000

—0,50(9‘— 10,0

Ln(X)

-1,000 -
-1,500 -
-2,000
-2,500 -

-3,000 -

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.8.2 - Representagdo grafica da equacgéo linearizada, logaritmo da concentragao de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacéo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 2.

Como para a construcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)

em funcdo da variagdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.8.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 2 de

0,2311 g biomassa produzida / g glucose consumida.

Concentragdo biomassa (g/Kg)

0,000

RENDIMENTO EM BIOMASSA

y =-0,2311x + 1,5325
R?=0,9979

0,000

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Concentracgao glucose (g/Kg)

6,000

7,000

Figura C.8.3 — Determinagao do rendimento em biomassa para o ensaio 2. Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragéo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do

coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da

fermentacao : AS = f(At), representada na figura C.8.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na

10,0

tabela C.8.2.
TAXA ESPECIFICA CONSUMO GLUCOSE
_ 7,000
(=]
X *
E) 6,000 -
2 5,000 -
8
S 4,000
o 3,000 y =-0,5166x + 6,6629
§ ] R2 = 0,9661 .
S 2,000 {
[=
8 1,000
S 1,000 -
o
O 0,000 ; ; ; ; ‘
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
Tempo fermentagao (h)

Figura C.8.4 — Determinagao da taxa especifica de consumo da substrato através da recta de

regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao

(h).para o ensaio 2
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,
foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.8.5.

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA

y =1108,2x + 24866

60000,0 - Re - 09651

50000,0 |
o
2 400000 |
§ 300000 - oo 0 —6——0—9—°
1
S 200000 |
2 y = 448,41x + 22275

10000,0 - R2 =0,9733

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

11,0 13,0 15,0 17,0 19,0 21,0 230 250 27,0

Tempo fermentagéo (h)

¢ AFU o NFU

Figura C.8.5 — Variagéo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagdo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regress&o, para o ensaio 2.

TAXA ESPECIFICA ACETATO

1,800 -
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000 ‘ ‘ \ \ \

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

y =0,2595x - 1,034

R? =0,9925 y =-0,0894x + 2,4106

R? =0,9596

Concentragao acetato (h)

Tempo fermentacéao (h)

Figura C.8.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 2.

A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regressao: A(A) = f(At) e A(-A)

= f(At), respectivamente e representadas na figura C.8.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.8.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.8.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 2.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,3445
Yxis (9/g) 0,2311
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,324
X (9/Kg) 1,593
dS/dt (g/Kgh) 0,5266
qF (AFU) 1108,2
qgF (NFU) 448,41
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,163
X (9/Kg) 1,576
dA/dt (g/Kgh) 0,0894
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,057
X (9/Kg) 1,576
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,0894
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C.9 - Ensaio 3, com indugao da produc¢ao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 3, vem descritos na tabela
C.9.1 e representados graficamente na figura C.9.1.

Na tabela C.9.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.9.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragédo de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 3.

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragéo Intensidade Intensidade

fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia

(h) (g/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFU) (NFU)

1,8 0,084 6,331 0,068

3,7 0,129 6,796 0,089

5,7 0,192 5,649 0,105

7,7 0,346 6,158 0,168

8,7 0,412 6,454 0,228

10,7 0,723 4,255 0,308

11,2 0,864 3,978 0,312 235,8 272,8776

11,4 0,929 3,805 0,376 251,3 270,5626

12,4 1,293 2,827 0,461 734,7 568,0495

13,4 1,758 2,009 0,451 1800,6 1024,12

14,4 2,370 0,412 0,521 3252,9 1372,31

15,4 2,412 0,000 0,442 4566,6 1893,207

16,4 2,467 0,000 0,313 5558,5 2252,702

20,0 2,388 0,000 0,088 6178,4 2587,322

21,8 2,391 0,000 0,000 6927,4 2896,717

24,7 2,122 0,000 0,000 6077,0 2863,703

27,9 2,108 0,000 0,000 5400,0 2561,651

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcédo do tempo de fermentacéo (tabela C.9.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.9.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 3,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.9.2.
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Batch 40%6/27°C
Inducéo: Meio fase exponencial
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Figura C.9.1 — Variagdo da concentragéo de biomassa (g/Kg), concentragéo de glucose (g/Kg),
concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do tempo de

fermentacao (h) para o ensaio 3.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

1,000 -
0,800 -

0,600 -
0.400 | y =0,3081x - 3,5805

R2 =0,9991
0,200 -

0,000
-0,2008,0
-0,400 -
-0,600 -
-0,800 -
-1,000 -

12,0 13,0 14,0 15,0

Ln (X)

Tempo fermentacao (h)

Figura C.9.2 - Representagdo grafica da equacgéo linearizada, logaritmo da concentragao de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacéo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 3.

Como para a construcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)

em funcdo da variagdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.9.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 3 de

0,4099 g biomassa produzida / g glucose consumida.

RENDIMENTO EM BIOMASSA

3,000 -
y =-0,4099x +2,4908
2,500 4 R? =0,9938

2,000 -
1,500 -

1,000 -

0,500 -

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Concentragao biomassa (g/Kg)

Concentragao glucose (g/Kg)

Figura C.9.3 — Determinagao do rendimento em biomassa para o ensaio 3. Recta de regressao

linear para a concentragao de biomassa (g/Kg) versus Concentragéo de glucose (g/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do
coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da
fermentacao : AS = f(At), representada na figura C.9.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na

tabela C.9.2.

TAXA ESPECIFICA DE CONSUMO DE GLUCOSE

7,000 -
6,000 -
5,000 -
4,000 -

3,000 1
y =-0,9364x + 14,458

2,000 7 Re = 0,997
1,000 -

Concentragao glucose (g/Kg)

0,000 \ \ \
7,0 9,0 11,0 13,0 15,0 17,0

Tempo fermentagao (h)

Figura C.9.4 — Determinacdo da taxa especifica de consumo da substrato através da recta de
regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao

(h).para o ensaio 3
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,
foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagc&o: AAFU = f(NT),
ANFU = f(At) representado na figura C.9.5.

TAXA ESPECIFICA PRODUGAO FLUORESCENCIA

6000,0 -
5000,0 -
4000,0 -

y =1128,1x - 13005
R?=0,9842
3000,0 -

2000,0 -

Fluorescencia

V= 390,86 - 4192,5
10000 + R? = 0,9922
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 11,0 120 130 140 150 160 17,0

Tempo fermentacao (h)

¢ AFU o NFU

Figura C.9.5 — Variagéo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagdo em

unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regress&o, para o ensaio 3.

TAXA ESPECIFICA ACETATO
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3
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o
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o
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Figura C.9.6 — Rectas de regresséo utilizadas na determinagao da taxa especifica de produgao

e consumo de acetato, para o ensaio 3.

A taxa especifica de produgao e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regressao: A(A) = f(At) e A(-A)

= f(At), respectivamente e representadas na figura C.9.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.9.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.9.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 3.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,3081
Yxis (9/9) 0,4099
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,393
X (9/Kg) 2,467
dS/dt (g/Kgh) 0,9364
qF (AFU) 1128,1
qF (NFU) 390,86
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,020
X (9/Kg) 2,370
dA/dt (g/Kgh) 0,048
(-gA) = 1/ X* d(-A)/dt (g/gh) 0,028
X (9/Kg) 2,467
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,0701
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C.10 — Ensaio 4, com indugao da producgao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcédo do tempo de fermentacao, para o ensaio 4, vem descritos na tabela
C.10.1 e representados graficamente na figura C.10.1.

Na tabela C.10.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.10.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragao de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 4.

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragéo Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
(h) (g/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (AFU) (NFU)
0,0 0,064 2,958 0,000 42,9 669,1
2,3 0,120 4,615 0,124 65,3 545,3
4,0 0,093 4,714 0,179 75,6 815,1
6,0 0,381 4,208 0,307 160,4 421,6
8,0 0,747 3,149 0,601 283,4 379,2
8,5 0,922 1,960 0,586 322,7 350,0
9,6 1,362 0,892 1,040 2958,0 2171,6
10,6 1,685 0,000 1,197 9618,6 5709,0
12,1 1,551 0,000 1,100 28142,8 18142,1
13,1 1,595 0,000 0,947 33221,0 20825,8
15,1 1,582 0,000 0,885 48932,5 30930,8
17,7 1,635 0,000 0,651 57709,0 35292,3
19,4 1,524 0,000 0,504 51621,3 33882,1
21,4 1,513 0,000 0,485 52183,8 34500,1
23,4 1,615 0,000 0,354 58912,5 36479,3
25,4 1,648 0,000 0,176 59437,5 36068,3

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacado (tabela C.10.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.10.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 4,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.10.2.
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Figura C.10.1 — Variagcdo da concentragdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de glucose
(g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do

tempo de fermentacao (h) para o ensaio 4.

TAXA ESPECIFICA MAXIMA CRESCIMENTO

0,6 | y=0,3331x - 2,9436
04 | R? = 0,9934
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o

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.10.2 - Representagao grafica da equacgéo linearizada, logaritmo da concentragdo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentagao, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 4.

Como para a construgdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regresséo da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)

em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.10.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 4 de

0,3225 g biomassa produzida / g glucose consumida.

1,800

1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

RENDIMENTO EM BIOMASSA

y =-0,3225x + 1,6586
R? =0,9851

0,000

Concentragdo biomassa (g/Kg)

0,000

1,000 2,000 3,000 4,000

Concentracdo glucose (g/Kg)

5,000

Figura C.10.3 — Determinagdo do rendimento em biomassa para o ensaio 4. Recta de

regressao linear para a concentracdo de biomassa (g/Kg) versus Concentracdo de glucose

(9/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do

coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da

fermentacgao : AS = f(At), representada na figura C.10.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentracdo de biomassa no

final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na

tabela C.10.2.

Concentragao glucose (g/Kg)

TAXA ESPECIFICA DE CONSUMO DE GLUCOSE

y =-0,7477x + 8,1369
R? =0,9653

7,0 8,0 9,0

6,0

5,0

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.10.4 — Determinacgao da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de

regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao

(h).para o ensaio 4
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,

foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da

intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.10.5.

Fluorescencia

60000,0 -
50000,0 -
40000,0 -
300000 | Re=0,9861
20000,0 +
10000,0 -

TAXA ESPECIFICA DE PRODUGAO FLUORESCENCIA

y = 8551,1x - 78751

y = 5385,2x - 49515
R2 = 0,9809
0,0 : : : : ‘
7,0 9,0 11,0 13,0 15,0 17,0

Tempo fermentacao (h)

& AFU o NFU

Figura C.10.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagao

em unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressao, para o ensaio 4.

Concentragao de acetato
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Figura C.10.6 — Rectas de regressdo utilizadas na determinacdo da taxa especifica de

producéo e consumo de acetato, para o ensaio 4.

A taxa especifica de producdo e consumo de acetato, foram calculadas

a partir dos coeficientes angulares das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A)

= f(At), respectivamente e representadas na figura C.10.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.10.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.10.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 4.

Respostas calculadas Valores
HmMax (h-1) 0,3331
Yxis (9/g) 0,3225
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,444
X (9/Kg) 1,685
dS/dt (g/Kgh) 0,7477
qgF (AFU) 8551,1
qF (NFU) 5385,2
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,079
X (9/Kg) 1,685
dA/dt (g/Kgh) 0,1339
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,040
X (9/Kg) 1,648
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,0665
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C.11 — Ensaio 5, com indugao da producgao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 5, vem descritos na tabela
C.11.1 e representados graficamente na figura C.11.1.

Na tabela C.11.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.11.1 — Valores de concentragdo de biomassa (g/Kg), concentragao de
glucose (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias (AFU) e

unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 5.

Tempo [Biomassa] [Glucose] F f
(M) (9/K9) (9/K9) (AFU) (NFU)
0,0 0,100 3,567 30,3 304,2
2,0 0,155 5,084 43,2 279,5
4,0 0,312 3,773 61,6 197,5
6,0 0,723 2,388 111,0 153,4
6,5 0,938 2,310 - -

7,0 1,148 2,107 835,3 727,7

8,0 1,829 0,534 5661,4 3096,1
9,0 1,899 0,000 10252,0 5399,1
10,0 1,858 0,000 14781,5 7953,8
11,0 1,911 0,000 10138,0 5305,9
12,0 1,978 0,000 26064,8 13180,7
13,0 1,989 0,000 34461,5 17326,7
14,0 2,027 0,000 41017,5 20234,0
15,0 2,080 0,000 52753,0 25358,0
18,1 2,018 0,000 61227,5 30341,7
19,0 2,010 0,000 60035,0 29861,3
20,0 2,102 0,000 64435,0 30649,7
21,0 2,076 0,000 59601,3 28704,5
23,0 1,978 0,000 55647,5 28127,8
26,0 1,964 0,000 43937,5 22367,8

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em funcdo do tempo de fermentacado (tabela C.11.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.11.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 5,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.11.2.

149



Batch 27.5%6/33.5°C
Inducéo: Meio fase exponencial
6 80000
-+ 70000
51 O O
Uo o . + 60000
4
', © H + 50000
N
) O )
~ 31 = 140000
2 O
5 X 1 30000
O 2 RSN 22 AN £ 2o IC SRS
- 20000
¢ 0O
14 d
* - 10000
595&& A
0 w 0
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)
‘0 Biomassa © Glucose A Acetato O Fluresc. ‘

Figura C.11.1 — Variagdo da concentragdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de glucose
(g/Kg), concentracdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do

tempo de fermentacéo (h) para o ensaio 5.

Taxa Especifica maxima de crescimento
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-1,600 -

Tempo fermentacgao (h)

Figura C.11.2 - Representagéo grafica da equagéo linearizada, logaritmo da concentragédo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentacdo, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 5.

Como para a construgcdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)

em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.11.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensaio 5 de

0,3772 g biomassa produzida / g glucose consumida.

Concentragéo de biomassa (g/Kg)

1,5 1

-
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o
)]
|

RENDIMENTO EM BIOMASSA

y =-0,3772x + 1,9146
R? =0,9693

o
[¢)]
[N

Concentragao de glucose (g/Kg)

Figura C.11.3 — Determinagdo do rendimento em biomassa para o ensaio 5. Recta de

regressao linear para a concentragdo de biomassa (g/Kg) versus Concentragdo de glucose

(9/Kg).

A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do

coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da

fermentacao : AS = f(At), representada na figura C.11.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.11.2.
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Figura C.11.4 — Determinagéo da taxa especifica de consumo do substrato através da recta de
regressao da variagao da concentracdo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagao
(h).para o ensaio 5

A taxa especifica de producéao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,
foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),

ANFU = f(At) representado na figura C.11.5.
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Figura C.11.5 — Variagao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagao

em unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressao, para o ensaio 5.
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Figura C.11.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de

producgéo e consumo de acetato, para o ensaio 5.
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A taxa especifica de producdo e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regresséo: A(A) = f(At) e A(-A)
= f(At), respectivamente e representadas na figura C.11.6.

O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo do acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.11.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.11.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescencia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 5.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,4418
Yxis (9/9) 0,3772
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,395
X (9/Kg) 1,829
dS/dt (g/Kgh) 0,7221
qF (AFU) 5110,3
qF (NFU) 2738,4
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,036
X (9/Kg) 1,858
dA/dt (g/Kgh) 0,0665
(-gA) = 1/ X * d(-A)/dt (g/gh) 0,0633
X (9/Kg) 2,080
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,1316
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C.12 — Ensaio 6, com indugao da produc¢ao de proteina no meio da fase

exponencial.

Os valores de concentracdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de
glucose (g/Kg), concentragao de acetato (g/Kg) e fluorescéncia (AFU e NFU)
em funcéo do tempo de fermentacao, para o ensaio 6, vem descritos na tabela
C.12.1 e representados graficamente na figura C.12.1.

Na tabela C.12.1 vem a sombreado os pontos considerados, para a fase

exponencial de crescimento.

Tabela C.12.1 — Valores de concentragao de biomassa (g/Kg), concentragao de
glucose (g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia

em unidades arbitrarias (AFU) e unidades normalizadas (NFU) para o ensaio 6.

Tempo Concentragdo  Concentragdo  Concentragéo Intensidade Intensidade
fermentacao biomassa glucose acetato flurescencia fluorescencia
(h) (g/Kg) (g/Kg) (g/Kg) (AFU) (NFU)
0,0 0,100 3,686 0,000 93,5 930,2849
2,0 0,141 3,525 0,000 134,7 954,4736
4,0 0,413 3,886 0,122 219,9 532,4507
6,0 0,773 2,963 0,263 371,2 480,0538
7,0 1,278 2,245 0,397 1669,3 1306,419
8,0 1,618 1,055 0,610 7015,5 4335,815
9,0 1,941 0,000 0,744 13415,3 6909,856
10,0 1,877 0,000 0,712 21280,5 11335,65
10,7 1,916 0,000 0,638 26770,5 13972,24
13,5 2,039 0,000 0,225 47212,0 23154,23
14,8 2,169 0,000 0,000 59721,5 27532,87
17,2 2,109 0,000 0,000 77201,0 36599,71
19,1 2,113 0,000 0,000 72737,5 34426,26
21,8 1,990 0,000 0,000 60695,0 30502,99
24,0 1,964 0,000 0,000 64131,3 32648,11
25,4 1,973 0,000 0,000 57018,8 28897,97

Com os valores correspondentes ao logaritmo nepriano de concentragao
de biomassa (g/Kg) em fungdo do tempo de fermentacao (tabela C.12.1), foi
representada graficamente a linearizagdo da fungao y = 1/X * dX/dt (equagao
B.1) na figura C.12.2.

A taxa especifica maxima de crescimento da E.coli M15 para o ensaio 6,
corresponde ao coeficiente angular da recta de regressdo representada na
figura C.12.2.
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Figura C.12.1 — Variagcdo da concentragdo de biomassa (g/Kg), concentracdo de glucose
(g/Kg), concentragdo de acetato (g/Kg) e intensidade de fluorescéncia (AFU) em fungdo do

tempo de fermentacao (h) para o ensaio 6.
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Figura C.12.2 - Representagéo grafica da equagéo linearizada, logaritmo da concentragcéo de
biomassa (Ln(X)) vs tempo de fermentagao, da taxa especifica maxima de crescimento para o
ensaio 6.

Como para a construgdo do planeamento factorial foram utilizadas as
respostas calculadas a partir dos coeficientes angulares das respectivas rectas
de regressao, vao ser apresentados em baixo os respectivos graficos.

O valor do rendimento em biomassa, foi calculado a partir do coeficiente
angular da recta de regressao da variagao da concentragao de biomassa (g/Kg)

em funcdo da variacdo da concentragao de glucose (g/Kg) e esta representado
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na figura C.12.3, sendo o valor de rendimento em biomassa para o ensio 6 de

0,3772 g biomassa produzida / g glucose consumida.
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Figura C.12.3 — Determinagédo do rendimento em biomassa para o ensaio 6. Recta de

regressao linear para a concentragdo de biomassa (g/Kg) versus Concentragdo de glucose

(9/Kg).
A taxa especifica de consumo de substrato foi calculada através do

coeficiente angular da recta que traduz o consumo de glucose ao longo da
fermentacao : AS = f(At), representada na figura C.12.4.

O coeficiente angular obtido, foi dividido pela concentragdo de biomassa no
final da fase exponencial de crescimento. Sendo estes valores apresentados na
tabela C.12.2.
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Figura C.12.4 — Determinacéo da taxa especifica de consumo da substrato através da recta de
regresséo da variagao da concentragéo de substrato (g/Kg) ao longo do tempo de fermentagéo

(h).para o ensaio 6
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A taxa especifica de producao de fluorescéncia arbitraria e normalizada,
foram obtidas a partir do coeficiente angular que traduz o aumento da
intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagédo: AAFU = f(At),
ANFU = f(At) representado na figura C.12.5.
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Figura C.12.5 — Variagéo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo de fermentagéo

em unidades arbitrarias e normalizadas. Respectivas rectas de regressao, para o ensaio 6.
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Figura C.12.6 — Rectas de regressao utilizadas na determinacdo da taxa especifica de

producgéo e consumo de acetato, para o ensaio 6.

A taxa especifica de producido e consumo de acetato, foram calculadas
a partir dos coeficientes angulares das rectas de regressao: A(A) = f(At) e A(-A)

= f(At), respectivamente e representadas na figura C.12.6.
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O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que traduz a
producao de acetato, foi dividido pela concentracdo de biomassa no final da
producao de acetato. O coeficiente angular obtido na recta de regressdo que
traduz o consumo de acetato, foi dividido pela concentragdo de biomassa no

final da fermentacao.

Na tabela C.12.2 vem descritos os valores de todos as respostas
calculadas bem como a concentracdo de biomassa utilizada na determinacao

da taxa especifica de consumo de glucose, taxa especifica de acetato.

Tabela C.12.2 — Valores de taxa especifica maxima de crescimento pmax.,
rendimento em biomassa (yxss), taxa especifica de consumo de glucose (-gs),
concentragdo de biomassa (X), taxa especifica de produgdo de fluorescéncia
(gF), taxa especifica de produgao de acetato (gA), taxa especifica de consumo

de acetato ((-gA)), para o ensaio 6.

Respostas calculadas Valores
Hmax (h-1) 0,3765
Yxis (9/9) 0,3981
(-gs) = 1/ X* dS/dt (g/gh) 0,369
X (9/Kg) 2,113
dS/dt (g/Kgh) 0,7795
qF (AFU) 7588,3
qF (NFU) 3351,8
gA= 1/X* dA/dt (g/gh) 0,070
X (9/Kg) 1,941
dA/dt (g/Kgh) 0,1282
(-gA) = 1/ X* d(-A)/dt (g/gh) 0,069
X (9/Kg) 2,169
d(-A)/dt (g/Kgh) 0,1495
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