UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACAO DE MUTANTES DE ST. REPTOMYCES CLAVULIGERUS
ATCC 27064 OBTIDOS POR APLICACAO DE RADIACAO UV E
TRATAMENTO QUIMICO

Eliton da Silva Vasconcelos

SAO CARLOS
2008



Universidade Federal de Sao Carlos

Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Programa de P6s-Graduacao em Biotecnologia

Caracterizacao de Mutantes de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 Obtidos
por Aplicacao de Radiacao UV e Tratamento Quimico.

Eliton da Silva Vasconcelos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia como
parte dos requisitos necessarios a obtencdo
do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadores:
Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka

Prof®. Dr”. Isara Lourdes Cruz Herndndez

Sao Carlos — SP
2008



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

V33lcm

Vasconcelos, Eliton da Silva.

Caracterizacdo de mutantes de Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064 obtidos por aplicacdo de radiacdo UV e
tratamento quimico / Eliton da Silva Vasconcelos. -- Sao
Carlos : UFSCar, 2009.

90 f.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal de S&o
Carlos, 2008.

1. Microbiologia industrial. 2. Acido clavulanico. 3.
Streptomyces clavuligerus. 4. Caracterizacao morfoldgica. I.
Titulo.

CDD: 660.62 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS .
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO UFE“IO-}T.
HISTORICO ESCOLAR

Programa de Pés-Graduagdo em: _Biotecnologia

Area de Concentracdo: _Biotecnologia

Niveldo Curso: _Mestrado

Ultimo Credenciamento:  "Portaria MEC n® 524 de 29 de Abril de 2008"

Aluno: _Eliton da Silva Vasconcelos

Filiagao: _Creudo de Oliveira Vasconcelos e Corina da Silva Vasconcelos

Local de Nascimento: _Sao Carlos - SP

Data de Nascimento: 1711011975

Graduado na Instituicgdo: _Universidade Federal de Ponta Grossa

Curso: Ciéncias Biologicas Ano: 2005

Pds-Graduacaona Instituicao:

Curso / Nivel: Ano:

Data da matriculainicial: 02 1 03 / 2006

Sujeito ao Regimento Interno aprovado pela CaPG, 281.° reunido, 27 /08 1.2003

Orientador: Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka e Prof® Dr? Isara L ourdes Cruz Hernahdez

Exame de Qualificacéo: Bolsa de Estudo: [X] FAPESP
escrito: X ] Outros;

oral: 19112/2007

Exame de Proficiéncia: __ 02 1 03 | _ 2006 Idioma: Inglés
Data da Defesa da Dissertagao / Tese: 18 [/ 12 / 2008

Titulo da [X] Dissertacdo [] Tese: “Caracterizacao de Mutantes Streptomyces Clavuligerus ATCC 27064 obtidos por

Aplicac@o UV e Tratamento Quimico”

COMPOSIGAO DA BANCA EXAMINADORA

Nome: Instituic&o: Avaliagdo:
Prof* Dr* Cristina Paiva de Souza UFSCar A
Prof. Dr. Alberto Colli Badino Junior UFSCar A
Prof® Dr® Maria Lucia Gonsales da Costa Aralljo UNESP A
Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka - UESCar A
X X X




A minha familia



AGRADECIMENTOS

A minha familia e a Edna pelo apoio e pela ajuda.

Aos meus orientadores Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka e a Prof®. Dr®. Isara Lourdes

Cruz Herndndez pela orientacdo e pelos ensinamentos.
As professoras Cristina e Lucia pela ajuda e conselhos.

Ao pessoal do laboratério de bioquimica, especialmente: Vanderlei, Luana, Liliane,

Alvaro, Clovis, Luis, Douglas, Débora e Marcel.
Ao técnico Amadeus.
A FAPESP pelo apoio financeiro (Proc 06/54721-7).

Ao DEQ-UFSCar pela infra-estrutura fornecida.



O acaso so favorece a mente preparada.

Louis Pasteur



SUMARIO

ABREVIATURAS . ...ttt ettt sttt ettt eaeesaeens i
LISTA DE TABELAS. ...ttt ii
LISTA DE FIGURAS . ......ooii ettt 11
RESUMUO ...ttt et sttt ettt et e st e bt entesaeebeeneesaeenee vi
ABSTRACT ...ttt ettt ettt sttt e st e st ebeeneesaeenee vii
1. INTRODUGAO. ........ooooiiimiiieieeeeeeeeeeeee e 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. ............ooooomoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1. Actinomicetos: O ZENETO StrEPIOMLYCES........cccueeecrveeeereeeireeeiieeereeesieeenveeens 3
2.2. Streptomyces € 0 seu Ciclo de Vida.........eeeeveuiiieeeiiiiiee e 4
2.3. Streptomyces clavuligerus: organismo produtor de acido
ClAVULANICO. ..ttt ettt e 5
2.4. Biossintese do 4dcido clavulanico e a regulacdo da sua producao.................... 6
2.5. Melhoramento da  producdo de antibiéticos por mutagénese
CLASSICA 1ttt et ettt ettt ettt e n 10
2.6. Streptomyces € a estrutura do SEU CTOMOSSOMO...........veeeeriurreeeerrrereeerrreeeennns 12
2.7. Regulac@o da expressao génica em Streptomyces........cucueeevveeeeceeencrveenereennns 13
2.8. Regulacdo da diferenciagdo morfoldgica e fisioldgica.........coevuveevuveenieeennneen. 14
2.9. Os genes pardlogos em Streptomyces clavuligerus.............oceevevevvcueernueenne. 16
2.10. A TESPOSLA ESIIINZENLC. ..e.vvieeerieeeiieeeiteeeriieeestreeeteeesteeeeseeensseeensreeesseesseessnnes 17
2.11. Proteases € producao de pigmentos............eevueeerieeeriieeniiieeniiieeniieesieeesieeenns 19
2.12. Atividade lipolitica e 0 metabolismo dos acticares..........cccccveeeevveereveeenneeennne. 19
3. OBJETIVOS. ...ttt sttt 22
3.1. ODbJELIVO ZETAL...ceiuviiiiiiieeiie ettt ettt e e e e b e e eaae e enbeeeeneee e 22
3.2. ODbJetiVOs ESPECTIICOS. ..ueeiiuiiieriiieiiiieeriee ettt ettt 22
4. MATERIAIS E METODOS.........ooooioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
4.1. Linhagens bacterianas..........coooueeirieeeiieeiiiieeeiteesiee ettt et 23
4.2. ME10S A€ CUITUTA. .....eeiieiiiiiitee ettt 23

4.3. Condicdes de cultura € ManULENCAO. ........eeeuveerrireerriieerieeeeeeeieee e 29



4.4,
45.
4.6.
46.1.
462.

4.6.3.

4.6.4.

4.6.5.

4.6.6.
4.7.
4.7.1.
4.7.2.
4.7.3.
4.7.4.
4.7.5.
4.7.6.
4.7.7.
4.7.8.
4.7.9.
4.7.10.
4.8.
4.8.1.
4.8.2.
4.8.3.
4.8.4.
4.8.5.
4.8.6.

4.8.7.

Esterilizacdo de equipamentos € MAaterialS. .....uueervreeerveeenireennieeenireenieeesneens 29
Cultivos em mesa iIncubadora rotativa..........coceeeeeerieeneenieeeneenieeseeneeneenne 30
Caracterizagao MOTTOIOZICA. ......ccvviieriirieiieeiiie ettt eiee e 30
Caracterizacdo morfoldgica em meio de cultura sOlido..........ccceueevvveennneennne 30
Caracterizacdo morfoldgica pela técnica de esgotamento por estrias............. 31
Caracterizacdo morfoldgica pela técnica de inoculagdo cruzada.................... 32
Caracterizacdo morfoldgica pela técnica de inoculagdo em bloco de édgar..... 32

Caracterizacdo morfolégica pela técnica de inoculacio em laminula

INCHNAA. ..ttt s 33
Caracterizagdo morfologica em meio de cultura liquido..........ccceevveeeurennee. 33
Caracterizago biOQUITIIICA. .....cccuveeeiiieeeiieeeiieecireeetee et ere e eee e eare e 34
Produc@o de pigmentos..........c.eeeeveeeiieeeiieeeiiee et esiee et e erereeeereeeireeeaee e 34
Atividade ProteOlTtiCa.......cccuierrireeriieeriieerieeertee et et e eaeeeaeeesaeeeeaee s 35
Bioensaio qualitativo para AC..........c.cooriiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 35
Bioensaio com extracdo em meio de cultura sOlido........cccceeevviveeriiieeniiennnneen. 36
Bioensaio qualitativo para Cefamicina C...........ccooveeeviiiiniienniieniceceeeeen 36
Cromatografia em camada delgada..........ccccceeiiiiiiniiiiiniiiieeee, 37
Ensaio em meio de cultura minimo SOldo.........cccceoeeriiriiiniiiniiiniccieceee 37
Ensaio em meio de cultura minimo lHquido..........ccoceeeviiiiniiinniiinniceiieeee, 38
Cultivo em mesa incubadora totativa pelo método batelada com pulso......... 38
Atividade da enzima lIPaSE.......ccueeeruiieeriiieeiiieeiiieeeiee et e 38
MELOAOS ANAITEICOS. . ..eeiteeiieeiieeie ettt 39
Determinacao da concentracao celular............cooccveeeriiieeriiieeniieeiieeiee e 39
Determinacao da Concentragdo de Glicerol..........ccceeviiiiiiiinniieniiieniieene, 39
Determinacio da Concentracio de Acido ClavulAnico.............cocovveverveennnne 39
Atividade HPOITHICA. ...eevuiieiiiieiiie ettt 40
Determinacao de proteinas tOtalS. ........eevruveerrireeriiieeniieeriee et 40
ANAlISES EStATSTICAS. ...eevveeirieiieiieete ettt 40

ANAlise de aMINOACIAOS. ...uuuueeiieiiiiiiieeee ettt eeee ettt e s e e eeesssareeeeaeees 40



5.1.
5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.
5.2.

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.24.
5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.
5.2.11.

5.2.12.

5.2.13.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccooniiieiriireiesiieseiessseesssesssessees 43
Caracteristicas MOTTOIOZICAS. .....cccveeerieeeiiieeiieeeiiee e erree et e ereeeareesaae e 43
Caracteristicas morfoldgicas das linhagens ap6s os cultivos em placas de

POUIT. .ottt e e s et e b saaeea 43
Caracteristicas morfoldgicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo
sistema de Inoculagao Cruzada...........coevveeriieiiiiiiiiiieeiie e 45
Caracteristicas morfoldgicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo

sistema bloCO de AAT........coocuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 46

Caracteristicas morfoldgicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo

sistema de laminula inclinada.............ccoooeeiiiniiiiiiiiieeee 47
Estudo das caracteristicas morfolégicas em meio de cultura liquido............... 47
Caracteristicas BiOQUITIICAS. ........cccuieeiiieeiiieeiieeeiee e 48
Producdo de pigmentos e atividade proteolitica extracelular........................... 48
Bioensaio qualitativo para 4cido clavulaniCo............coevveervieiinieeniieeniieene, 49
Ensaio em meio de cultura minimo SOldO.........cocevvieniiriiiniiiiiiiiceiceene 50
Bioensaio com extragao em meio SOIIAO.........eevveieriiiiiiiiiniieeieeeieeeeeee 52
Cromatografia em camada delgada...........cccceeeriiiiiiiiiniiiiiniiceee 52
Bioensaio qualitativo para cefamicina C...........cccceevvvieerciieeniieenieeeiee e 53

Ensaios utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja,
glicerol € OlE0 VEEELAl.......cccviiiiiieiiiieeie e e e 55

Ensaios utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja,

glicerol e 6leo vegetal pelo método batelada com pulso.........ccccveeerveeenreennnen. 57
Ensaios utilizando os meios GSPA, GSPG € GSPO......coovivieiiieeeeeeeeeeeeenn. 58
Ensaios utilizando o meio de cultura SOytone............coevveeevieennieennieennieeennnee. 61

Ensaios utilizando o meio de cultuta minimo liquido suplementado com os
aminodcidos dcido glutamico, prolina, arginina, lisina e ornitina ................... 63
Estudo da atividade lipolitica intracelular e extracelular, das proteinas totais
e de AC apds o cultivo de 80 horas.........cceeeviiieiiiieiiieeiieeeieeceeeeeeeeeee 66
Perfil da atividade lipolitica, proteinas totais, biomassa, AC e atividade
lipolitica especifica utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha

de soja, glicerol e 6leo vegetal apds o cultivo de 120 horas..........cccceeeeneeenee. 68



5.2.14. Estudo da atividade lipolitica, proteinas totais, biomassa, AC e atividade

lipolitica especifica utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha

de soja, glicerol e 6leo vegetal modificado sem adicao de glicerol................. 72
6. CONCLUSOES........ccooootiiriiiiieeiseis ettt 74
7. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS............ccccccoovvevennnnn.. 76

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 77



ABREVIATURAS

AC - Acido clavulanico

AAc — Acido acético

ATCC — American Type Culture Collection

BHI — Brain Heart Infusion (Infusdo de cérebro e coracio)
BHI A — Infusdo de cérebro e coragdo com soro de albumina bovina
BHI G - Infusao de cérebro e coragdo com gelatina.

BSA — Bovine Serum Albumin (Soro de albumina bovina)
C — citosina

C° - Grau Celsius

DNA - Acido desoxirribonucléico

DO - Densidade Optica

E. coli — Escherichia coli

EtOH - Etanol

G - guanina

GlyPep — Glicerol e peptona

GlyPep G - Glicerol, peptona e gelatina

GlyPep A — Glicerol, peptona e soro de albumina bovina
HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

ISP2 — International Streptomyces Project 2

mg — Miligrama

mg/L — Miligrama por litro

mL — Mililitro

MMS — Metil Metano Sulfonato

mm — milimetro

mM — Milimolar

MOPS - Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

NaOH - Hidréxido de sédio

nm - nandémetro

RNA — Acido ribonucléico

rpm — Rotagdes por minuto

UV - Ultra Violeta



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1. Gradiente utilizado para separar os compostos derivatizados e
determinar a concentracao dos amMiNOACIAOS. ......ccuveerveieriiieeriieeriee e ereeeeeee e

Tabela 5.1. Caracteristicas fenotipicas de mutantes obtidos por tratamento com
luz UV e MMS a partir de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064......................

Tabela 5.2. Resultado do teste de crescimento em meio de cultura minimo
suplementado com aminodcidos separadamente............coccueeeveeerieeenieeenieeenieennnne

Tabela 5.3. Resultado do teste de crescimento em meio de cultura minimo
suplementado com aminodcidos separadamente e modificado com adicdo de
GLICETOL .ttt ettt st e e

Tabela 5.4. Resultado do bioensaio com a bactéria teste Klebsiella pneumoniae
ATCC 29665 pela técnica de extracdo em meio SOlIdO........eevvueeervieiriiieiniiieenieene

Tabela 5.5. Resultado do bioensaio qualitativo para cefamicina C........................

44

50

51

i1



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Estrutura do 4cido clavulanico............coooueeiieniiiniieniiciiecieeeeeee e 6

Figura 2.2. Via biossintética da producdo de 4cido clavulanico em S.

CLAVULIGOTUS ...ttt e et e ettt e e e s e e e e e taaee s ensaeeeessaaeaeennnses 9

Figura 4.1. Procedimento dos cultivos em mesa incubadora rotativa........................ 30
Figura 4.2. Técnica de esgotamento POT €StIIaS. .......eeerureerureerieeerieeerreeenireesireeeneens 31
Figura 4.3. Inoculago Cruzada...........cooueeiuieiiieiiie et 32
Figura 4.4. Inoculagdo em bloco de 4gar...........cceeveuiieeiiiieniiieeciiecee e 32
Figura 4.5. Inoculacdo com laminula inclinida..........cc.coeveeniiniiiniiiiieieeiccee e 33
Figura 4.6. Classificacdo morfolégica em meio de cultura liquido............ccecuenenee. 34

Figura 5.1. Linhagem selvagem, linhages mutantes “white” AC116, MMS 54,
MMS 150 e linhagens mutantes AC13a € AC17a......ccccoeviiiiniiiiiniiiiiieiieeeieeeee 44

Figura 5.2. Hifas e suas estruturas da linhagem selvagem e das linhagens mutantes
fotografadas pelo sistema de inoculagdo cruzada...........coecvveeviiieniieeniienniienieeeee 45

Figura 5.3. Micélios aéreos da linhagem selvagem e das linhagens mutantes
fotografadas apds o crescimento pelo sistema de bloco de agar...........c.cceeceeeeeinenne 46

Figura 5.4. Hifas da linhagem selvagem e das linhagens mutantes fotografadas

pelo sistema de laminula inclinada..............coooouiiiiiiiiiiiiiniicce e 47
Figura 5.5. Quantificagcdo de glicerol entre a linhagem selvagem e a mutante MMS 43
150 utilizando 0 MEI0 GSPG......ccuiiiiiiiiiiiii e
Figura 5.6. Bioensaio qualitativo para AC............cceeeviieviieiiieniienieeeeeee e 50
Figura 5.7. Teste qualitativo para cefamicina C pelo método decromatografia em
camada delZada........cccuviiiiiiiiiii et st 53
Figura 5.8. Comparacdo da biomassa entre as linhagens AC 116 e selvagem........... 54
Figura 5.9. Perfil do pH entre as linhagens AC 116 e selvagem.............cccceecueeneennee. 54
Figura 5.10. Comparacdo da concentracdo de AC entre as linhagens mutantes e a
linhagem selvagem utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de
50ja, glicerol € Oleo VEZELal........c.cooiiiiiiiiiiiieee e 55
Figura 5.11. Quantificacdo de glicerol entre as linhagens mutantes e a linhagem
selvagem utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol
€ OlEO VEZELAL...cccuiiieiiie ittt e eaaeeenes 56

Figura 5.12. Perfil do pH entre as linhagens mutantes e a linhagem selvagem
utilizando um meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e 6leo

11



VEZELAL .ttt ettt ettt et e bt e et eeabeesaaes

Figura 5.13. Comparacdo da concentracdo de AC entre as linhagens mutante
MMS 150 e a linhagem selvagem pelo método batelada com pulso..........ccceeeueeneee.

Figura 5.14. Perfil do pH entre a linhagem MMS 150 e a selvagem utilizando o
meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal pelo
método batelada COmM PUISO......cocviiiiiiiiiie e e

Figura 5.15. Comparacdo da concentracdo de AC entre a linhagem selvagem e a
mutante MMS 150 utilizando os meios GSPA, GSPO e GSPG.......ccccoooeeeeeveeeeennnnnn.

Figura 5.16. Quantificagdao de glicerol entre a linhagem selvagem e a mutante
MMS 150 utilizando 0s meios GSPA, GSPG € GSPO......oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 5.17. Perfil do pH entre a linhagem selvagem e a mutante MMS 150
utilizando 08 Mei0S GSPA, GSPG € GSPO ... e

Figura 5.18. Comparacdo da biomassa entre a linhagem selvagem e a mutante
MMS 150 utilizando 0s meios GSPA, GSPG € GSPO......ooo oo

Figura 5.19. Comparagao da concentracao de AC entre as linhagens selvagem e
MMS 150 utilizando 0 meio de cultura SOYLONE.........ccveeevreerieeerieeerieeerieeeiieeeenenns

Figura 5.20. Quantificacdo de glicerol entre as linhagens MMS 150 e selvagem
utilizando 0 meio de cultura SOYLONE. .......c..eevriiiiiiiiiiiieeeiieeiee et

Figura 5.21. Perfil do pH entre as linhagens selvagem e MMS 150 utilizando o
MEI0 A€ CUILUTA SOYLOME. ..cuuviiiiiieiiiie ittt ettt ettt e e e et eesateesaeee s

Figura 5.22. Comparacdo da biomassa entre as linhagens selvagem e a MMS 150
utilizando 0 meio de cultura SOYLONE. .......c..eevviiiiiiiiiiiiieeiieeiee e

Figura 5.23. Linhagem selvagem e o seu consumo de aminodcidos utilizando o
meio de cultura minimo suplementado com aminOACidOS.........ccovveeerveernieernieeennnen.

Figura 5.24. Linhagem MMS 150 e o seu consumo de aminoécidos utilizando o
meio de cultura minimo suplementado com aminOACidOS.........ccevveeerveerneeernieeennnen.

Figura 5.25. Comparagdo da concentracdo de AC entre as linhagens selvagem e
MMS 150 utilizando o meio de cultura minimo suplementado com
AMINOACTAOS. ...ttt ettt et e bt et e sat e e bt e sabesbeesabeebeenaee

Figura 5.26. Comparacdo da biomassa entre a linhagens selvagem e a MMS 150
utilizando o meio de cultura minimo suplementado com aminoécidos.......................

Figura 5.27. Perfil da atividade lipolitica do pellet e do sobrenadante entre as
linhagens selvagem € @ MMS 150.........cooiviiiiiiiiiiiieeieeeeeeetee e

Figura 5.28. Comparagdo da concentracdo de AC entre as linhagens selvagem e
MMS 150 utilizando diferentes temperaturas de estoqUe...........eeevuveeerveeriiveeniieeennneen.

Figura 5.29. Comparagido de proteinas totais entre as linhagens selvagem e MMS
150 utilizando diferentes temperaturas de €StOQUE.........ceeveeerrireerieeenieeeriieeeiiee e

57

58

59

59

60

60

61

62

62

63

64

64

65

65

66

67

iv



Figura 5.30. Perfil da atividade lipolitica entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando 0 meio de cultura COMPIEXO0.....ccuveeeuiieriiiieeiieecite ettt e

Figura 5.31. Comparacdo da concentragdo de proteinas totais entre as linhagens
selvagem e mutante utilizando o meio de cultura compleXo..........cceecveeriveenieennnennne

Figura 5.32. Comparacdo da biomassa entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando 0 meio de cultura COMPIEXO0......c.vveeuiieiiiiieniieeciie et

Figura 5.33. Comparagdo da concentracdo de AC entre as linhagens selvagem e
mutante utilizando o meio de cultura COmMpPIEX0.........eeevviieriiiiniiiiiieiieeeeeeeeeee

Figura 5.34. Perfil da atividade lipolitica especifica utilizando o meio de cultura
(02111 0] (5 (0 OSSPSR RRPRPRRP

Figura 5.35. Perfil da atividade lipolitica entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando o meio de cultura complexo modificado...........cceeueerviiiiiiiiniiiiniieenieens

Figura 5.36. Comparacdo da concentracdo de proteinas totais entre as linhagens
selvagem e mutante utilizando o meio de cultura complexo modificado....................

Figura 5.37. Comparacdo da biomassa entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando o meio de cultura complxexo modificado.........cccccueervviiriieiniieiniieenieeens

Figura 5.38. Comparagdo da concentracao de AC entre as linhagens selvagem e
mutante utilizando o meio de cultura complexo modificado.........c.ccceeveeerveeercireennnenn.

Figura 5.39. Perfil da atividade lipolitica especifica utilizando o meio de cultura
complex0 MOAITICAAO. ....cccuiiiiiiiiiiiieeee e

68

69

69

70

70

71

72

72

73



RESUMO

O é4cido clavulanico é um poderoso inibidor de enzimas -lactamases produzidas
por bactérias resistentes a penicilinas e cefalosporinas. Esse dcido € produzido
industrialmente através de cultivos submersos de Streptomyces clavuligerus, em meios
complexos cujas fontes de carbono e de nitrogénio sao supridas por matérias primas de
baixo custo que propiciam altas produtividades. O 4cido clavulanico mostra uma grande
afinidade por enzimas que se ligam a derivados da penicilina, facilitando a sua
utilizacdo frequente com penicilinas semi-sintéticas, sendo a combina¢do com a

amoxicilina o melhor exemplo do uso de substancias inibidoras de beta-lactamases.

O melhoramento genético utilizando agentes fisicos e quimicos é uma
estratégia necessaria em programas de producdo de metabdlitos bioativos ja que as
linhagens de porte industrial perdem sua produtividade devido a fendmenos de

instabilidade genética.

Neste trabalho foram avaliadas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de
algumas linhagens mutantes obtidas por tratamento com luz UV e com metil metano
sulfonato, comparando sempre as caracteristicas dos mutantes com as da linhagem

selvagem (Streptomyces clavuligerus ATCC 27064).

Os resultados indicaram que as mutacdes deram origem a linhagens
fenotipicamente diferentes, sendo que as maiores mudancgas foram demonstradas pelas
linhagens mutantes AC116, MMS 150 e MMS 54, que apresentaram auséncia de
pigmentagao dos seus esporos maduros. A linhagem MMS 150 apresentou uma maior
producdo de AC diante os cultivos realizados com os meios de cultura semi-sintéticos.
Perante os outros meios de cultura a linhagem selvagem obteve uma maior produgao,
porém quando utilizado o meio de cultura complexo modificado, a linhagem MMS 150

apresentou mudancas na sua atividade lipolitica e uma maior produgao de AC.
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ABSTRACT

The clavulanic acid is a powerful inhibitor of the beta-lactamases produced by
bacterias resistants to penicillin and cefalosporin. This acid is produced industrially by
strains of Streptomyces clavuligerus in complex medium whose carbon and nitrogen
source are supplied by inexpensive substances that provide high production. The
clavulanic acid has a high affinity for enzymes that attach to penicillin derivatives, what
enable to be used with semi-synthetic penicillin, being the combination with amoxilin

the best exemple of substances inhibitor of beta-lactamases.

The genetic improvement using physical and chemical agents is a necessary
strategy in programs of production of bioactive metabolit whereas the industrial strains

lost its productivity due phenomenon of genetic instability.

In this work it appraised morphologic and biochemistry characteristic of some
mutant strains obtained by treatment with UV light and with MMS, always comparing
the caracteristics of the mutants with the wild type (Streptomyces clavuligerus ATCC
27064).

The results indicated that the mutations originated strains with differents
phenotypes, and the larger changes were demonstrated through mutants strains AC116,
MMS 150 and MMS 54, that exhibited absence of pigmentation in its mature spores.
The strains MMS 150 presented a larger production of AC when cultured in semi-
synthetics mediums. Among the others mediums the wild type strain obtained a larger
production, however when used the modifed complex medium, the MMS 150 strain

showed changes in its lipolitic activity and a larger production of AC.
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1. INTRODUCAO

Os antibidticos sdo substancias produzidas por microrganismos ou outros tipos
de organismos, que em quantidades muito pequenas inibem o desenvolvimento de
outros microorganismos. Dos antibidticos produzidos por microrganismos 66 %
originam-se dos actinomicetos, 22 % de fungos e 12 % de bacterias ndo-actinomicetos.
Daqueles originados dos actinomicetos 80% sdao obtidos do género Streptomyces
(Kieser et al., 2000). Os estreptomicetos também constituem o maior grupo de
actinomicetos produtores de outras classes de metabdlitos secundérios biologicamente

ativos (Williams et al., 1989, Korn-Wendisch e Kutzner, 1992).

Diferentes classes de antibiéticos, incluindo os [B-lactimicos, amplamente
utilizados na pratica médica, tém sido obtidos a partir de diferentes géneros de fungos,
bactérias e actinomicetos. Os P-lactimicos incluem penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenens. Todos eles contém um nticleo basico comum, o anel 3-
lactamico. Os carbapenens ou tienamicinas sdo produzidos por Streptomyces cattleya.
Os antibiéticos B-lactdmicos foram os primeiros a serem empregados na terapéutica

clinica com o uso da penicilina em 1942 e da cefalosporina posteriormente.

Praticamente desde a primeira aplicacao clinica, a eficiéncia de compostos da
classe dos antibidticos P-lactdmicos tem sido diminuida pelo crescente nimero de
bactérias capazes de inativa-los. Esta inativacdo acontece pela capacidade de certos
microorganismos patégenos de produzir B-lactamases. Constituindo este o mais
importante mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos B-lactimicos (Pelczar

etal., 1997).

Desta forma existe um nuimero importante de patdgenos resistentes aos
antibiéticos B-lactdmicos, dentre os quais se destacam Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis e
Haemophilus influenzae. Estes microrganismos, através das B-lactamases, hidrolisam o
anel B-lactdmico, liberando produtos de hidrolise que ndo possuem atividade antibidtica

(Bush, 1989).

As primeiras tentativas sem sucesso para encontrar inibidores de -lactamases
foram realizadas entre os anos 1940 e 1950. Em 1967 foi iniciado o primeiro programa

de triagem com microrganismos para o isolamento de inibidores das B-lactamases de



ocorréncia natural. Este programa permitiu o isolamento a partir de Streptomyces
clavuligerus do acido clavulanico e, do 4cido olivanico a partir do Streptomyces
olivaceus (Rolinson, 1991). Este ultimo composto, embora constitua um potente
inibidor das P-lactamases, nunca foi utilizado como farmaco por ser um composto
suscetivel a degradacao metabdlica nos rins.

O 4cido clavulanico, apesar de ser um antibidtico de atividade fraca
(Concentragdo Inibitéria Minima de 25-125 pg/ml), é um poderoso inibidor de B-
lactamases produzidas por bactérias resistentes a penicilinas e cefalosporinas. Quando
utilizado em combinacdo com estes antibidticos, o d4cido clavulanico se liga
irreversivelmente a serina do grupo hidroxila do centro ativo das [3-lactamases,
produzindo um intermedidrio acilado estdvel e assim inativando a enzima (Foulstone e
Reading, 1982; Baggaley et al., 1997).

O 4cido clavulanico mostra uma grande afinidade por proteinas que se ligam
a derivados da penicilina e isto facilita que freqiientemente seja utilizado em
combinacdo com penicilinas semi-sintéticas, sendo a combinacdo com a amoxicilina a
mais comercializada. Seu processo de obtencdo industrial € pouco documentado na
literatura, sendo uma premissa importante o conhecimento e melhoramento de seu
processo de producdo (Elander, 2003).

Considerando os aspectos acima comentados, este trabalho buscou investigar
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de algumas linhagens mutantes obtidas por
tratamento com luz UV e com metil metano sulfonato, objetivando assim, ao comparar
com as caracteristicas da linhagem selvagem, verificar quais as mudancas causadas pelo

agente mutagénico aplicado e sua relacdo com a sintese de acido clavulanico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Actinomicetos: O género Streptomyces

Streptomyces sao microorganismos aerdbios obrigatérios (ou estritos) que
desenvolvem micélios estdveis formado por filamentos ramificados denominado de
hifas, que, ao seu final formam longas cadeias de esporos (Lechevalier, 1989; Loci,

1989).

A linhagem Streptomyces clavuligerus foi originalmente isolada de uma amostra
do solo da América do Sul como produtora de cefalosporina, recebeu este nome por sua
forma de bastdes em suas ramificacdes onde se formam as cadeias de esporos (do Latin

clavula, pequeno bastoes, e —igerus, que forma).

Streptomyces clavuligerus esta classificado dentro da série cinza da Categoria IV
do género Streptomyces, com base na cor verde grisdleo escuro de seus esporos maduros
(Locci, 1989). A cepa tipo € a cepa ATCC 27064 (=NRRL 3585; Higgens e Kastner,
1971).

Os Actinomicetos produzem ao redor de 61% de todos os metabolitos
secundérios conhecidos (Kieser et al., 2000), dos quais 70 a 80% sdo produzidos por
espécies do gé€nero Streptomyces (Challis e Hopwood, 2003). Os metabdlitos
secunddrios sdo compostos ndo essenciais para o crescimento e a sobrevivéncia do
organismo, mostram um alto grau de diversidade de estruturas quimicas complexas e
sao tipicamente produzidos depois de entrar na fase estaciondria do crescimento (Martin
e Demain, 1980). A maioria destes metabdlitos secundarios tem atividade antibidtica, de
modo que 66% de todos os antibidticos conhecidos sdo produzidos por actinomicetos.
Outros metabdlitos secundédrios produzidos por Streptomyces incluem agentes
antitumorais, promotores de crescimento de plantas, herbicidas e imunosupresores

(Kieser et al., 2000).

O grupo Actinomicetos foi elevado de classe para filo na dltima edicdo do
Bergey’s Manual (Garrity e Holt, 2001). A atual taxonomia do género Streptomyces € a
seguinte (Garrity et al., 2004):

Dominio Bacteria; Filo B XIV “Actinobacteria”; Classe 1 Actinobacteria;
Subclasse V  Actinobacteridae; Ordem 1 Actinomycetales; Subordem XIV

Streptomycineae; Familia 1 Streptomycetaceae; Género 1 Streptomyces.



Streptomyces sdo bactérias gram positivas. As bactérias gram positivas se
dividem em dois grandes grupos: os organismos de baixo conteido G+C (Bacillus,
Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, etc) e os de alto conteido de G+C
constituidos basicamente por actinomicetos. No grupo dos actinomicetos, o género
Streptomyces € um dos mais pesquisados devido a sua alta producdo de metabdlitos
secundérios. Este género foi proposto por Waksman e Henrici em 1943 e descrito por
eles como actinomicetos formadores de esporos e aerébios. Os membros deste género
sao conhecidos por possuir variadas carateristicas fenotipicas e constituir distintas
linhas filéticas, existindo hoje mais de 450 espécies descritas e validadas (William et
al.,1989; Embley e Stackebrandt, 1994).

Streptomyces € o principal género da familia Streptomycetaceae, (Lechevalier e
Lechevalier, 1981). Eles produzem micélio aéreo e vegetativo extensivamente
ramificado. As hifas reprodutoras t€m um diametro de 0.5-1.0 um. O crescimento deles
ocorre pelos dpices das hifas acompanhado da formacdo de ramificacdes. Ao
amadurecer as colonias produzem o micélio aéreo (esporéforos) o qual se desenvolve
dando origem a cadeias de esporos (conidia).

O género Streptomyces ¢é definido por caracteres quimiotaxondmicos e
fenotipicos. Atualmente maior énfase para classificacdo € dada as homologias do RNA
ribosomal 16S, além de andlise da composi¢do da parede celular, dos dcidos graxos e
dos lipideos. Um dos métodos mais rdpidos para identificacdo preliminar a nivel de
género € a presencga dos isdmeros LL do 4cido diaminopimélico (LL-DAP) (Williams et

al., 1989; Wellington et al., 1992).

2.2. Streptomyces e o seu ciclo de vida

Streptomyces possui um complexo ciclo de vida. Seus esporos se encontram
geralmente no solo e sdo muito resistentes a condigdes climadticas diversas. Quando as
condi¢des ambientais fornecem umidade e nutrientes, os esporos germinam usando a
energia fornecida pelo dissacarideo trealose, o principal componente do esporo. A
germinacdo termina com o inicio da formac¢do de um filamento, que requer fontes de
nitrogénio e carbono como suprimentos (Ensign, 1978; Hardisson et al., 1978).

O crescimento ocorre a partir da ponta dos filamentos, sendo frequentemente

acompanhado pela formacgao de ramifica¢des, de modo que a fase vegetativa consiste
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em uma matriz complexa, fortemente entrelacada, originando um micélio compacto e
convoluto e, subsequentemente uma colonia. A medida que a coldnia envelhece,
formam-se filamentos aéreos caracteristicos, denominados espor6foros, que se projetam
acima da superficie da colonia. Os esporos dos streptomicetos sdo produzidos pela
formacdo de paredes transversais no esporéforo multinucleado, seguido pela separagcdao

das células individuais, na forma de esporos (Fldardh, 2003).

2.3. Streptomyces clavuligerus: organismo produtor de acido clavulianico

A continua exposi¢do de bactérias patogénicas aos primeiros antibidticos -
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas) semi-sintéticos acarretou na capacidade
bacteriana de produzir B-lactamases altamente eficientes e, assim, o desenvolvimento da
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos. Desde entéo, a producéo e os mecanismos de
acdo das P-lactamases tém sido amplamente estudados. Nesse contexto, na década de
1960 foram iniciados programas de triagem para a descoberta de substancias com
atividade inibidora de enzimas 3-lactamases.

Em 1971, Higgens e Kastner do Lilly Research Laboratories, durante a
realizacdo de uma triagem com microorganismos para detectar estreptomicetos
produtores de cefamicinas, descreveram uma nova espécie de actinomiceto que foi
isolado de amostras do solo da América do Sul. Esta nova espécie foi nomeada
Streptomyces clavuligerus, e a unica linhagem isolada foi depositada no Northern
Regional Research Laboratory Collection como NRRL 3585 e na American Type
Culture Collection como ATCC 27064.

Dentre as caracteristicas morfologicas da linhagem Streptomyces clavuligerus
destacam-se a esporulacdo (espordforos rectiflexibles e superficie dos esporos lisa), a
coloragdo do micélio verde-grisdlea escura quando a esporulacdo € abundante e a
colora¢ao do verso da coldnia de amarelo a amarelo-grisalea (William ez al., 1994).

A Smith Kline Beecham Farmacéutica adquiriu algumas culturas da ATCC (8.
lipmani, S. lactamdurans, S. griseus e, S. clavuligerus) para testi-las quanto a
capacidade de produgdo de inibidores de [B-lactamases. Particularmente no caldo de
cultura de S. clavuligerus foi observado um metabodlito com pronunciada agdo inibitdria

de P-lactamases. Este metabdlito, diferente das cefamicinas que ja tinham sido
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descobertas pela Lilly e pela Merck, foi denominado dcido clavulanico (Brown et al.,
1976).

O 4cido clavulanico é uma substancia de ocorréncia natural. Foi isolada e sua
estrutura foi elucidada por Howarth et al. (1976). E um composto B-lactimico resultante
da fusdo de dois anéis: o anel B-lactimico e o anel oxazolidino, diferenciando-se das
penicilinas e cefalosporinas por possuir um dtomo de oxigénio no lugar de um atomo de

enxofre (Buckland et al., 1977), (Figura 1).

CH,OH
5B
|—|---56—i5/1 " H

A I—N* T
o H/ COOH

Figura 2.1. Estrutura do 4cido clavulanico. (dcido Z-(2R, 5R)-3-(B-hidoxietilideno)-7-

oxo-4oxa-lazabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico) (Brown et al., 1984).

Atualmente o medicamento cuja formulagdo contém &cido clavulanico e
amoxilina é comercializado no Reino Unido pelo nome de Augmentin (Beecham
Research Laboratories, 1981), e no Brasil como Clavulin (Glaxo Smith Kline).

Além do 4cido clavulanico, S. clavuligerus também produz Cefamicina C, uma
molécula B-lactimica do tipo cefalosporina (Whitney et al., 1972), e uma familia de
compostos chamados de clavamas, com uma estrutura bdsica de anéis similares a do
acido clavulanico com uma configuracdo estereoquimica 5-S. Carecem de atividade
inibidora de B-lactamases, porém alguns possuem atividade antifingica (Brown et al.,

1979).

2.4. Biossintese do acido clavulinico e a regulacio da sua producao

Streptomyces clavuligerus possui uma grande habilidade em produzir
metabdlitos secundarios, sendo vinte € um ao todo, dentre eles a cefamicina C e
cefalosporina (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000), eventualmente isopenicilina N

encontrada como intermedidrio na sintese de cefamicina (Lee e Ho, 1996),
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desacetilcefalosporina C e também o &cido clavulanico, sendo este dltimo o mais
importante inibidor de B-lactamases conhecido.

Metabdlitos secundérios sdo compostos ndo essenciais para o crescimento € a
sobrevivéncia do microrganismo, eles possuem uma alta diversidade e complexidade
em suas estruturas quimicas e sdo geralmente produzidos quando o microrganismo esta
na sua fase estaciondria do crescimento (Martin e Demain, 1980). A maioria destes
metabolitos secunddrios possui atividade antibidtica, sendo que 66% dos antibidticos
conhecidos s@o produzidos por actinomicetos.

A biossintese do acido clavulanico vem sendo apenas recentemente entendida. O
isolamento de intermedidrios metabdlicos, os estudos com isétopos, a purificacdo e
caracterizacdo das enzimas que participam do processo, € os estudos genéticos, tém
contribuindo para esclarecer as muitas lacunas existentes na compreensdo desta rota
biossintética.

Na biossintese do AC a arginina e a ornitina exercem uma estimulacdo
dependente da concentracdo (Romero et al., 1986) e ambos os aminodcidos sdo
efetivamente incorporados na molécula de 4cido clavulanico (Townsend e Ho, 1985;
Romero et al., 1986). A incorporagdo destes dois aminodcidos acontece nos carbonos C-
2, C-3, C-8 e C-10. A incorporacdo da arginina na molécula de AC ndo estabelece a
ornitina como precursor direto, pois a enzima ornitina carbamil transferase de S.
clavuligerus possui atividade arginase, que converte a arginina em ornitina (De la
Fuente et al., 1996). No entanto, Valentine et al. (1993) utilizaram mutantes
interrompidos nos genes argF e argG, os quais foram incapazes de converter a ornitina
em arginina e assim mesmo encontraram uma boa incorporacdo da arginina marcada
isotopicamente na molécula de AC e uma pobre incorporacdo de ornitina. Isto
demonstra que a arginina é o precursor direto do AC e indica que a atividade arginase
nao produz suficiente ornitina para incorporar no AC.

Outros estudos apontam que o glicerol, glicerato, propionato e [3-
hidroxipropionato sao incorporados nos carbonos C-5 a C-7 da molécula de acido
clavulanico. Também que a nao incorporagdo do hidrogénio presente no C-2 do lactato
ou glicerato sugere que ambos 0os componentes sejam metabolizados a piruvato antes de
serem incorporados ao 4cido clavulanico (Pitlik e Townsend, 1997; Thirkette et al.,
1997).

A primeira reacdo da biossintese de AC implica na condensacdo de L-arginina e
D-gliceraldeido-3-fosfato para formar a N2-(2-carboxietil)-arginina (CEA). A reacdo é
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catalisada pela enzima CEA sintetase (CEAS), codificada pelo gene ceaS2 (Khaleeli et
al., 1999). Este gene havia sido previamente clonado e chamado pyc (Pérez-Redondo et
al., 200), e posteriormente orf2 (Jensen et al., 2000) e ceaS (Liras e Rodriguez-Garcia,
2000; Tahlan et al., 2004).

No seguinte passo, a enzima [-lactamica sintetase (B-LS) fecha o anel (-
lactamico para dar lugar ao 4cido deoxiguanidino-proclavaminico (DGPC). A B-LS ¢é
codificada pelo gene bls (Hodgson et al., 1995; Bachmann et al., 1998; Jensen et al.,
2000). Posteriormente, a enzima dependente do oxigénio molecular clavaminato
sintetase (CAS, codificada por cas2) catalisa a introducdo de um grupo hidroxila em
DPGC, originando o acido guanidino-proclavaminico (Marsh et al., 1992; Hodgson et
al., 1995; Paradkar e Jensen, 1995).

A eliminag¢do do grupo amidino por proclavaminato amidinohidrolase (PAH)
produz o 4cido proclavaminico (Elson etal., 1993; Wu et al., 1995; Elkins et al., 2002).
PAH ¢€ codificada pelo gene pah (Aidoo et al., 1994; Hodgson et al., 1995; Jensen et al.,
2000). A reacao conduzida por PAH € essencial para permitir a CAS catalisar o ciclo do
acido proclavaminico para formar o anel oxazolidinico (Wu et al., 1995; Zhang et al.,
2000), e na reacao subseqiiente a ligacao entre o radical C-2 produz 4cido clavaminico,
ultimo intermedidrio comum entre o dcido clavulanico e outras clavamas (Egan et al.,
1997), (Figura 2).

Os dtltimos passos da biossintese de AC sdao pobremente conhecidos. O
clavaldeido (clavulanato-9-aldeido) € o dultimo intermedidrio conhecido. O grupo
aldeido do C-9 € reduzido por uma redutase dependente de NADPH a clavaldeido
redutase (CAR), também chamada de 4cido clavulanico deidrogenase (CAD)
(Nicholson et al., 1994), e codificada pelo gene car (Pérez-Redondo et al., 1998; Jensen
et al., 2000). A transformacdo do dcido clavaminico em clavaldeido ndo estd totalmente
elucidado, se sabe que compreende uma desaminacdo oxidativa dependente de oxigénio
molecular, e a mudanca da estereoisomeria do grupo carboxilo do C-3 e do hidrogénio
de C-5 para dar lugar a uma estereoquimica 3R, 5R, essencial para a atividade inibidora
da B-lactamase (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000).

Diferentes modificagdes da cadeia no C-2 do acido clavaminico e a eliminagdo
do grupo carboxilico em C-3 conduzem a diversidade de clavamas 3S, 5S produzidas
por S. clavuligerus (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000). Recentemente, foi descrito um
novo intermedidrio, o 4cido N-glicil-clavaminico, formado pela condensacao de glicina

e 4cido clavaminico e catalisado pela enzima codificada pela orfl7 (Arulanantham et
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al., 2005). Este intermedidrio estaria de acordo com a acumulacdo de um novo
metabolito tipo clavama, o dcido N-acetilglicilclavaminico, em mutantes interrompidos

para oppA2 e orfl6 (Jensen et al., 2004a; Lorenzana et al., 2004).

NH. _ NH NH._NH NH
® ) ZCEAS ) ’
& NH NH B-LS OH NH Hy
W (ceas) (bls) =
eli COOH NN coom
H-C=0 NH, COOH (6852} COOH
Glyceraldehyde-3-P  Arginine N2-(2-carboxyethyl)-arginine Deoxyguamd|nopmclavam|nlc Guanidinoproclavaminic Acid
(CEA) Acid (DGPC)
PAH
(pah)
| NH gcas
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Figura 2.2. Via biossintética da producdo de dcido clavulanico em S.

clavuligerus (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000).

Pouco ainda se conhece sobre a regulagdo da producdo de 4cido clavulanico,
existindo controvérsias a serem elucidadas sobre os substratos que favorecem ou nio a
producdo de dcido clavulanico. Romero et al. (1984) mostraram que o dcido glutamico
afeta negativamente a producdo de &cido clavulanico. Em trabalho posterior estes
autores demonstraram que a ornitina € a arginina exercem um efeito estimulatério na
sintese de 4cido clavulanico (Romero et al., 1986). Jones et al. (1997) verificaram que
S. clavuligerus produziu dcido clavulanico em fermentagdes em batelada sob condicdes
de concentragdo de glicerol e fosfato limitantes de crescimento, mas nao houve
producdo quando o microorganismo cresceu em meio deficiente em fonte de nitrogénio.

Ives e Bushell, (1997) identificaram os metabdlitos intermedidrios que
influenciam na biossintese do 4cido clavulanico, observando que a adi¢do ao meio de
cultura de determinados aminoacidos (leucina, isoleucina, serina e valina) mantidos a
uma concentracao constante de 10 mM resultou no aumento da velocidade de producao
de dcido clavulanico. Ainda nesse trabalho verificou-se que a alimenta¢do com arginina

(considerada precursor do 4cido clavulanico) ndo alterou a velocidade de produgdo de
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AC. Segundo Romero et al. (1984), a alimentacdo com arginina e/ou valina levam ao

acimulo de glutamato que por sua vez diminui a produ¢do de AC.

Quanto a regulacdo pelo fosfato, alguns estudos sdo relatados. Os ions fosfato
sdo essenciais para todas as reagdes que requerem energia, como sintese de DNA, RNA,
proteinas, metabolismo de carbono e nitrogénio e processos de multiplicacdo celular
(Spizek e Tichy, 1995). Especificamente no processo de produgdo de AC o excesso de
fosfato exerce um efeito negativo. Neste caso, o mecanismo de acdo do fosfato na
producdo de AC nao foi estudado, mas os resultados experimentais confirmaram que o
fosfato controla a sintese de AC por repressdo do sistema da enzima 4cido clavulanico

sintase (Romero et al., 1984).

2.5. Melhoramento da producao de antibiéticos por mutagénese classica

A produtividade e outros aspectos econdmicos de um processo fermentativo para
a obtencdo de antibidticos podem ser otimizados através do desenvolvimento de
linhagens mais produtivas (obtencdo de mutantes) e/ou da otimiza¢do do ambiente
fisico-quimico no qual o organismo € exposto. Os programas de melhoramento genético
de microrganismos de aplicac¢do industrial visam principalmente a obtencdo de mutantes
com maior capacidade de producdo do composto de interesse, utilizando-se para estes
fins técnicas de mutagénese classica, fusdo de protoplastos e tecnologias de DNA

recombinante.

Durante muitas décadas a mutagénese induzida eficientemente utilizando
agentes fisicos e quimicos tém sido de crucial importancia nos programas de
melhoramento de linhagens para producdo de antibidticos (Baltz, 1986). Um exemplo
classico € o da producdo de penicilina, que de 20 unidades/ml do antibidtico produzidas
em 1943, sua produgdo incrementou-se para 85.000 unidades/ml (~50g/L) em 1984
através de programas de desenvolvimento empirico das linhagens produtoras. Estes
procedimentos combinam o uso de mutagénese com sistemas de selecdo de linhagens
altamente produtivas (Crueger e Crueger, 1984). Outros métodos também utilizados
com sucesso tais como a fusdo de protoplastos e métodos de engenharia genética tém
sido pouco divulgados e nao se conhecem metodologias devido ao fato de constituirem

segredos comerciais (Chater, 1990).
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Apesar do grande impacto econdmico que o melhoramento genético por
mutagénese tem trazido a industria, ainda pouco se conhece sobre os mecanismos de
mutacdo, replicacio e reparo de DNA em linhagens de Streptomyces de interesse
industrial. Com relagdo ao processo de producdo do dcido clavulanico sdo poucos os
trabalhos que descrevem o melhoramento do processo através da obtencdo de mutantes
(Kieser et al., 2000).

A indugdo de mutagénese por radiacdio UV nao € muito eficaz em linhagens
produtoras de antibidticos, incluindo-se neste grupo alguns representantes do género
Streptomyces, que apresentam uma resisténcia natural ao processo de mutagénese
devido ao alto conteido de bases nitrogenadas C+G no seu genoma. Apenas algumas
linhagens de Streptomyces mostram-se sensiveis ao efeito da radiacdo UV por nao
possuirem mecanismos de reparo por fotorreativacdo. Salienta-se, porém a utilizacdo
com sucesso de luz UV na mutagénese de espécies de S. clavuligerus e S. coelicolor que
tem demonstrado serem sensiveis a este tipo de radiacdo (Singer e Ames, 1970; Baltz,
1986).

Os trabalhos iniciais sobre mecanismos de mutagénese induzida e/ou espontanea
em Streptomyces remetem aos estudos de Grein (1960) sobre a indu¢do de mutagdes em
Streptomyces peucetius empregando acido nitroso, NTG, nitrosometiluretano e radia¢io
UV. Tais experimentos visavam o isolamento de mutantes com maior produtividade do
antibiético daunorubicina, além da producdo de novos compostos antraciclinicos.
Estudos semelhantes com o objetivo de aperfeicoar as condi¢cdes de mutagénese por
tratamento com NTG em S. coelicolor A3(2), foram realizados por Delic e
colaboradores (1970).

No entanto, os trabalhos mais extensivos visando uma melhor compreensao dos
efeitos de diferentes agentes genotdxicos foram realizados por Baltz (1986) em S.
fradiae. Com estes estudos, Baltz verificou que nem todos os agentes mutagénicos sao
capazes de induzir niveis altos de mutacdo em Streptomyces. Além disso, ficou
demonstrado que o agente quimico que melhor atuou na indu¢do de mutantes e
apresentou um maior nimero de sobreviventes em S. fradiae foi o NTG, enquanto que a
radiacao UV apresentou-se como um baixo indutor.

E sabido que o efeito de agentes genotéxicos sobre microrganismos depende da
capacidade de interacdo destes agentes com o DNA e dos préprios mecanismos de
reparo do microrganismo, os quais promovem a recuperagao dos danos causados pela

interacdo. As células procaridticas durante o processo de evolugdo desenvolveram uma
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série de mecanismos de reparo de lesdes do DNA, sendo alguns destes sistemas o reparo
por excisdo, o reparo por fotorreativacao e o sistema SOS. No caso do género
Streptomyces, pouco se conhece a respeito destes mecanismos de reparo e da
constituicdo do genoma, sendo o fendmeno de mutacdo em Streptomyces uma questao

ainda muito complexa (Kelner, 1949; Baltz, 1986).

2.6. Streptomyces e a estrutura do seu cromossomo

As hifas de Streptomyces possuem multiplas copias de um cromossomo linear ao
redor de 8 Mb e um conteido médio de 72% de G+C (Volff e Altenbuchner, 1998). A
replicacdo € bidirecional a partir do ponto oriC localizado no centro do cromossomo
(Musialowski et al., 1994; Jakimowicz et al., 1998). A replicagdo do cromossomo linear
¢ auxiliada por proteinas que se encontram na extremidade 5° que também
proporcionam a replicacdao (Chang e Cohen, 1994). A espécie melhor caracterizada é S.
coelicolor, seu cromossomo estd organizado em um nucleo central que compreende
cerca da metade do cromossomo total. Este nicleo possue a maioria dos genes para o
metabolismo primdrio e para a biossintese de macromoléculas (replicacdo do DNA,
maquinaria para a transci¢ao e tradugdo), enquanto os bracos terminais do cromossomo
possuem genes que codificam enzimas secretoras e para a biossintese de metabdlitos
secundério (Bentley et al., 2002; Redenbach et al., 1996).

Os extremos dos bracos do cromossomo sao formados por seqiiéncias repetidas e
invertidas, com 24 a 550 kb, chamadas de “repeticdes invertidas terminais” (TIRs sigla
em inglés). Vizinho aos TIRs se encontram multiplas repeti¢des diretas e elementos
transponiveis e de inser¢do. Acredita-se que estes elementos sdo responsaveis pela
circulacio espontinea do cromossomo e de grandes delecdes e amplificagdes do DNA,
provocando assim a conhecida instabilidade genética do cromossomo de Streptomyces
(Volff e Altenbuchner, 1998).

Streptomyces possue também vdrios elementos extracromossomais, como
plasmideos circulares e lineares, que vao de 12 a varias centenas de kb (Chater e
Hopwood, 1993; Chang e Cohen, 1994). Em S. coelicolor, o plasmideo linear de 356 kb
SCPI1 contém os genes da biossintese de metilenomicina (Chater e Hopwood, 1993;
Bentley et al., 2004). Um plasmideo circular transferivel, chamado SCP2, e um

plasmideo normalmente integrado no cromossomo, SLP1, estdo também presentes em
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S. coelicolor (Bibb, 1996). Streptomyces possue também multiplos plasmideos de
pequeno tamanho e de alto nimero de cépias, que tem sido utilizado para o
desenvolvimento de técnicas de manipulacdo genética (Kieser et al., 1982, 2000). Uma
caracteristica freqiiente dos plasmideos de Streptomyces € a conjugacdo intra e inter-

especifica (Kieser et al., 1982; Flett et al., 1997).

2.7. Regulacio da expressao génica em Streptomyces

Os genes em Streptomyces estdo organizados em operons que permitem uma
regulagdo transcricional comum. Os genes responsaveis pela biossintese de metabdlitos
secundérios se encontram agrupados formando clusters, e frequentemente sdo co-
regulados por proteinas ativadoras especificas chamadas SARP — sigla do inglés
“Proteina Reguladora de Antibidticos de Streptomyces” — (Aharonowitz et al., 1992;
Bibb, 1996, 2005; Martin, 1998; Challis e Hopwood, 2003). O primeiro cluster
descoberto foi o responsdvel pela biossintese de actinorodina em S. coelicolor
(Malpartida e Hopwood, 1984), que continha o gene ativador de rota especifico actll-
ORF4 (Fernandez-Moreno et al., 1991). A traducdo de actll-ORF4 requer a presenca de
um tRNA de leucina que reconhec¢a o raro cédon UUA. Este tRNA € codificado pelo
gene bldA.

Os promotores em Streptomyces sdao de dois tipos: 1) promotores com — 10 e —
35 boxes, similares aos promotores de E. coli reconhecidos pelo fator sigma-70, que sdo
tipicos dos genes essenciais e do metabolismo primério, conhecido com “house keeping
genes”’, e 2) promotores com estruturas diferentes para o quais ainda ndo foram
totalmente elucidados (Strohl, 1992; Bourn e Babb, 1995). O genoma de Streptomyces
possui uma pletora de fatores sigma e possiveis reguladores de transcri¢des diferentes
que permitem o controle da diferenciacdo morfoldgica e fisiolégica (Bentley et al.,

2002; Omura et al., 2001; Ikeda et al., 2003).

13



2.8. Regulacio da diferenciacao morfologica e fisiolégica

A diferenciacdo em Streptomyces e sua regulacdo tém sido extensamente
investigadas mediante estudos de mutantes interrompidos em diferentes passos do seu
ciclo de vida (Bibb, 1996; Chater, 1993, 2001; Chater e Hopwood, 1993; Kelemen e
Buttner, 1998). As mutacdes se agrupam em duas principais classes: mutantes bld (do
inglés “bald”) afetados na formagdo do micélio aéreo e esporulacdo, e mutantes whi (do
inglés “white”), que sdo capazes de desenvolver micélio aéreo, mas ndo produzem

esporos maduros pigmentados (Chater, 2001).

Mutantes bld possuem efeitos pleiotropicos que geralmente impedem a producao
de antibidticos, causa irregularidades na repressdo catabdlica de carbono e na

sinalizacdo célula-célula, além de bloquear a diferenciagcdo (Chater, 2001).

Quando cultivados em meio sdlido, Streptomyces produz metabdlitos
secundérios coordenadamente com a diferenciagdo morfoldgica (Challis e Hopwood,
2003). A regulacao simultanea da diferenciacdo morfoldgica e fisiologica foi descoberta
investigando mutantes interrompidos em ambos 0s processos. Diversos mecanismos de
sinaliza¢do estdao implicados na iniciacdo da diferenciacdo, tanto intracelulares como

extracelulares (Kelemen e Buttner, 1998; Chater ¢ Horinouchi, 2003).

Igualmente como em espécies de Bacillus (Kroos et al., 1999), uma cascata
reguladora de genes governa os processos de diferenciagdo e multiplos fatores sigma
estdo implicados na expressdo espaco temporal dos genes, por exemplo, o gene whiG
codifica um fator sigma responsavel pela fase inicial da diferenciacdo (Chater, 2001;
Flardh, 2003). A sequéncia do genoma de S. coelicolor revelou a existéncia de 65

possiveis fatores sigma (Bentley et al., 2002).

Um dos primeiros genes com efeitos pleitropicos que foi caracterizados em S.
coelicolor foi o bldA. Este gene é essencial tanto para a diferenciagao morfoldgica como
para a biossintese de antibidticos (Bibb, 1996; Kelemen e Buttner, 1998) e codifica o
tRNA para o cddon de leucina UUA. Devido ao alto conteido de G+C do DNA de
Streptomyces, este cédon é muito raro e t€ém sido encontrado somente em genes para
metabolitos secunddrios e, desenvolve a ativacdo especifica para a rota de actinorodina
actll-ORF4 (Fernandez-Moreno et al., 1991), cuja tradu¢do depende da presenga de
tRNA de leucina codificado por bldA.
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Os genes bld e whi sao responsdveis por codificar vérias proteinas regulatdrias
envolvidas diretamente na morfologia e fisiologia. A maioria desses genes ja foram
descobertos e tiveram a sua fung¢ao elucidada em S. coelicolor, sao eles:

Genes bld

* bldA — codifica tRNA para o c6don de leucina UUA (Campness, 2000).

* bldB — codifica uma proteina regulatéria (Campness, 2000).

* bldC — func¢ao desconhecida (Campness, 2000).

* bldD — codifica uma proteina regulatéria (Elliot e Leskiw, 1999; Elliot et al.,
2001).

* bldG — provével anti-fator sigma (Bignell et al., 2000)

* bldH — func¢ao desconhecida (Campness, 2000).

* bldI — fungao desconhecida (Campness, 2000).

* bldJ — fun¢do desconhecida (Nodwell et al., 1996)

* bldK — codifica proteinas envolvidas no transporte de oligopeptideos (Nodwell
et al., 1996; Nodwell e Losick 1998).

* bldL — funcdo desconhecida (Nodwell et al., 1999)

* bldM — codifica uma proteina de resposta regulatoria (igualmente como o gene
whikK), (Molle e Buttner, 2000).

* bldN - codifica um fator sigma de func@o extracitoplasmadtica (igualmente
como o gene whiN), (Bibb et al., 2000).

Os genes whi estdo classificados em genes iniciais (do inglés “early”), genes
tardios (do inglés “late”) e genes indeterminados.

Os genes iniciais sdo:

* whiA — com fun¢do desconhecida e muito conservado em bactérias gram-
positivas. E essencial para esporulagio em S. coelicolor A3(2) (Ainsa et al., 2000).

* whiB — pequena proteina regulatéria com cerca de 76-112 residuos (peculiar
em actinomicetos), (Molle et al., 2000; Chater, 2000)

* whiG — fator sigma (homodlogo de o' de E. coli), (Chater, 2000; Tan et al.,
1998).

* whiH — proteina regulatéria (tal como GntR), (Ryding et al., 1998).

* whil — resposta regulatdria anormal (Ainsa et al., 1999).

Os genes tardios sdo:

* whiD — homologo de whiB (Nystrom, 1999).
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* whiE — codifica enzimas para a sintese da pigmentacdo dos esporos (Kelemen
etal., 1998).

* whiF — alelo de whiG

* whiL — funcao desconhecida (Ryding et al., 1999).

* whiM — funcdo desconhecida (Ryding et al., 1999).

* whiO — fun¢do desconhecida (Ryding et al., 1999).

Os genes intermedidrios sao:

* whiK — codifica uma proteina de resposta regulatdria, cuja eliminagdo por
mutacdo resulta em um fenétipo “bald”, igualmente como o gene bldM (Molle e
Buttner, 2000).

* whiN — codifica um fator sigma com fun¢do extracitoplasmadtica, cuja
eliminagdo por mutagdo resulta em um fendtipo “bald”, igualmente como o gene bldN.
bldN € transcrito na formagao do micélio aéreo (Bibb et al., 2000).

Quando cultivados em meio de cultura submerso, Streptomyces geralmente
exibe duas formas morfolégicas: filamentos e pellets. Estudos demonstraram que
filamentos livres se agregam durante o cultivo resultando em uma alta concentragdo
celular e/ou uma alta viscosidade do meio, podendo assim afetar a transferéncia de

calor, nutrientes, oxigénio e a produtividade (Van Suijdan e Metz, 1981).

2.9. Os genes paralogos em Streptomyces clavuligerus

Em Streptomyces clavuligerus os genes envolvidos na biossintese do &cido
clavulanico e das 5S-clavamas residem em trés distintos agrupamentos de genes —
chamado em inglés de “gene clusters” — que ndo estao fisicamente unidos (Tahlan et al.,
2004). O agrupamento de genes para a biossintese do 4cido clavulanico estd situado
imediatamente a jusante do agrupamento de genes para a biossintese de cefamicina, e
juntos eles formam um extenso agrupamento de genes chamado de B-lactamico
supercluster (Aidoo et al., 1994; Hodgson et al., 1995; Ward et al., 1993).

Esse agrupamento de genes codifica enzimas envolvidas no estdgio inicial da
rota do 4cido clavulanico e das 5S-clavamas, como também codifica proteinas do
estagio tardio da biossintese do dcido clavulanico (Jensen et al., 2000; Jensen et al.,

2004; Li e Townsend, 2000).
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Inicialmente foram isoladas duas isoenzimas de clavaminato sintetase (CAS) e
seus respectivos genes foram clonados e sequenciados (Marsh et al., 1992). Somente
um dos genes, cas2, estd presente na agrupacdo de 4cido clavulanico (Hodgson et al.,
1995; Paradkar e Jensen, 1995). O fendtipo condicional de mutantes interrompidos em
genes essenciais para a biossintese de acido clavulanico conduz a hipétese de que outros
genes deviam existir, que codificam proteinas de funcdo similar (Pérez-Redondo et al.,
1999; Jensen et al., 2000).

Uma agrupagdo de genes pardlogos possue os genes ceasl, blsl, pahl e oatl
(Jensen et al., 2004; Tahlan et al., 2004). Estes genes sdo expressos diferencialmente
dependendo do meio de cultivo, de modo que enquanto a agrupagdo de genes para dcido
clavulanico sd3o expressos em meio SA, os genes pardlogos se expressam
preferencialmente em meio TSB.

O segundo gene de CAS, chamado casl, foi localizado dentro da chamada
agrupacdo de clavamas, que contém genes especificos de biossinteses de Ss-clavamas,
de modo que até o momento foram identificados os genes cvml, cvm2, cvm3, cvm4,
cvm5 e cvm6 (Mosher et al., 1999). S6 se conhece a seqii€ncia destes genes, ainda nao

foram realizados estudos bioquimicos sobre suas possiveis fungdes.

2.10. A resposta estringente

A resposta estringente € um complexo conjunto de mudancas fisioldgicas em
resposta a condicdes de escassez de nutrientes que permitem a sobrevivéncia da célula
com um metabolismo basal. A falta de qualquer aminodcido ou uma mutagao que afete
qualquer aminoacil-tRNA-sintetase ¢ suficiente para iniciar a resposta estringente. A
principal caracteristica do processo € uma redu¢do massiva na sintese de RNA quando o
suprimento de aminoécidos ndo € suficiente. O sinal que desencadeia toda uma série de
eventos € a presenca de um tRNA descarregado no sitio A do ribossomo. Vérios estudos
foram realizados sobre este mecanismo em E. coli (Cashel e Rudd, 1987; Chatterji e
Ojha, 2001; Magnusson et al., 2005).

Os efeitos da resposta estringente incluem: 1) inibi¢cdo do acimulo de RNA
estavel, 2) inibicdo da biossintese de proteinas ribossomais e fatores de tradugdo, 3)
inibicao da replicacdo de DNA, da biossintese de dcidos graxos, lipideos e componentes

z

da parede celular. Em conjunto, a resposta estringente € um mecanismo bem
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coordenado que permite a sobrevivéncia da célula em condi¢des de falta de nutrientes
ou stress, impedindo o crescimento e a sintese de componentes estruturais, e
direcionando todos os recursos da célula para sua sobrevivéncia (Lewin, 2001).

A resposta estringente causa o acimulo de dois nucleotideos incomuns, ppGpp é
a guanosina-tetrafosfato, com dois fosfatos ligados as posi¢cdes 5° e 37, pppGpp € a
guanosina-pentafosfato, com um grupo trifosfato 5° e um grupo difosfato 3°. Estes
nucleotideos sdo pequenas moléculas efetoras tipicas que funcionam ligando-se a
proteinas-alvo para alterar-lhe as atividades. As vezes, elas sdo coletivamente chamadas
de (p)ppGpp (Cashel e Rudd, 1987).

A sintese de (p)ppGpp através de ATP e GTP em E. coli € realizado por duas
enzimas, ppGpp sintetase e ppGpp sintetase/hidrolase (Metzger et al., 1989). A ppGpp
sintetase (RelA) catalisa a sintese de ppGpp sob condi¢des de aminoacidos limitado, em
associacdo com ribossomos (Haseltine e Block, 1973). A (p)ppGpp sintetase/hidrolase
(SpoT) € uma enzima bifuncional que sintetiza (p)ppGpp sob limita¢do de carbono de
modo independente de ribossomos e também degrada (p)ppGpp, acdo dependente de
manganés, (p)ppGpp atividade pirofosfoidrolase. (Gentry e Cashel, 1996).

Em actinomicetos, a acumulacdo de (p)ppGpp ap6s a falta de aminodcidos foi
primeiramente demonstrado em S. hygroscopicus (Riesenberg et al., 1984). Ochi (1986)
concluiu que estes organismos iniciam uma resposta estringente tanto com a falta de
aminoécidos como de glicose como fonte de carbono, com acumulacdo de pppGpp e de
ppGpp e com reducdo concomitantemente de GTP intracelular (Ochi, 1986).

A reducgdo da sintese de RNA, especialmente desde os promotores de rRNA, é
devido a ligagdo ndo competitiva a RNA polimerase (RNApol) de concentracdes
crescente de ppGpp concernente de GTP ou GDP (Reddy et al., 1995). O sitio de
ligacdo foi localizado na regiao amino-terminal da subunidade B - codificada por rpoC
— e na regido carboxi-terminal da subunidade  — codificada por rpoB — (Toulokhonov
et al., 2001). Artsimovitch et al. (2004) tem relatado que o sitio de ligacao de ppGpp
estd localizado préximo do centro ativo da holoenzima RNApol de Thermus

thermophilus.
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2.11. Proteases e produciao de pigmentos

As proteases, também denominadas de proteinases, peptidases ou enzimas
proteoliticas, sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligagdes peptidicas entre os
residuos de aminodcidos das proteinas. O processo € chamado de clivagem proteolitica,
podendo inclusive ser um mecanismo de ativacdo ou inativacdo de enzimas. As
proteases sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos, de virus a vertebrados e
compreendem aproximadamente 2% dos genes expressos (Sajid e Mackerrow, 2002).

Virias espécies do género Streptomyces produzem moléculas bioativas,
incluindo enzimas com valores comerciais como lipases, celulases e proteases
(Piepersberg, 1994). Essa ultima classe de proteinas tem sido aplicada em produtos
farmacéuticos, detergentes e na industria de alimentos, como também em préticas
laboratoriais (Etok e Eka, 1996).

Muitas das proteinas extracelulares obtidas pelo género Streptomyces t€m sido
caracterizadas como metalo e serina proteases (Kitadokoro et al., 1994; Kang et al.,
1995; Kim e Lee, 1996). Provavelmente estas proteinas estdo envolvidas na nutri¢ao,
degradacdo do micélio aéreo e no processo de esporulacdo. Em adi¢do, algumas
espécies do grupo actinomicetos possuem a capacidade de sintetizar e excretar
pigmentos escuros, melanina ou pigmentos melandides, que sd@o considerados como um
importante critério em estudos taxonomicos (Arai e Mikami, 1972; Williams et al.,
1983). Além do mais, a caracterizacdo de compostos secretados por actinomicetos

podem ser tteis em muitos campos biotecnoldgicos.

2.12. Atividade lipolitica e 0 metabolismo dos acgticares

Lipideos e O¢leos sdo considerados componentes essenciais na industria de
antibidticos porque possuem propriedades aintiespumante, sdo uma fonte de carbono
barata quando comparado com carboidratos e podem aumentar a taxa de metabolismo
secundério. Pan et al.(1959) foram os primeiros a relatar que o uso de 6leo como
suplemento da fonte de carbono em cultivos de Penicillium chrysogenum aumenta a
producdo de penicilina quando comparado com carboidrato como unica fonte de
carbono. Mais recentemente, o aumento da biossintese de dcido clavulanico por

Streptomyces clavuligerus usando 6leo de soja foi comprovado por Ortiz et al.(2007).
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Lipases (triacilglicerol acidolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrdlise de ésteres de glicerdis na interface lipidio/dgua. A atividade das lipases é

promovida por efeito indutivo, pela presenca de 6leos.

Lipideos correspondem a ésteres de glicerol e dcidos graxos. Os microrganismos
utilizam os lipideos somente apds a hidrélise da ligacdo éster, reacdo realizada pela
lipase e, como resultado final, hd a producdo de glicerol e acidos graxos livres. Os
acidos graxos sdo oxidados por meio de um processo denominado B-oxidacdo, em que
ha a clivagem sucessiva de dois carbonos do acido graxo. Primeiramente, aos dcidos
graxos sdo ativados pela coenzima A; a oxidacao resulta na liberacao de acetil-CoA e na
formacdo de um 4cido graxo com dois carbonos a menos. O processo de B-oxidacdo é
em seguida repetido promovendo a liberacdo de outra molécula de acetil-CoA. Nesse
processo, ocorrem duas reacdes distintas de desidrogenacdo. Na primeira reacdo, 0s
elétrons sdo transferidos para a flavina-adenina dinucleotideo (FAD), enquanto a

segunda, estes sdo transferidos ao NAD" (Berk, 1996).

A maioria dos 4cidos graxos possui um numero par de dtomos de carbono e,
quando oxidados completamente, geram apenas acetil-CoA. Esse acetil-CoA formado €
oxidado por intermédio do ciclo do &cido citrico ou € convertido a hexose e a outros

componentes celulares por meio do ciclo do glioxilato (Brock et al., 1994).

Em Streptomyces clavuligerus a atividade lipolitica foi detectada quando o meio
de cultura continha 6leo complementando a fonte de carbono, sendo assim, a atividade
lipolitica em S. clavuligerus é induzida pela presenca de 6leo no meio (Large et al.,

1999).

O interesse em lipases tem sido marcadamente aumentado devido a sua potencial
aplicag¢do na industria (Lotrakul e Dharmsthiti, 1997). E em particular, muitos trabalhos
tém sido realizados na producdo de lipases para sua utilizacdo em industrias de
detergentes e alimentos (Tamerler e Keshavarz, 2000). Essas enzimas também tém sido
estudadas em animais, plantas e microrganismos (Odibo et al., 1995). Sdo enzimas

especificas de considerdvel significancia fisiol6gica e potencial industrial.

Para o metabolismo de actlicares, as bactérias apresentam componentes
enzimaticos fixos, denominados de enzimas constitutivas, direcionadas ao metabolismo
da glicose. No entanto, os microrganismos bacterianos exibem habilidades enziméticas

latentes para utilizar uma grande variedade de outros aglcares como a sacarose,

maltose, lactose, frutose e dlcoois-agicares como sorbitol, manitol e glicerol. No
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entanto, essas enzimas sdo sintetizadas apenas quando estes agucares estdo presentes,
sendo denominadas de enzimas indutiveis (Wen et al., 2001).

Se um microrganismo € submetido em meio de cultivo contendo dois acticares
em altas concentragdes, inicialmente, apenas o aguicar para o qual hid enzimas
constitutivas, serd utilizado. Esse tipo de regulacdo denomina-se repressdo catabdlica e
relaciona-se, intimamente, com as concentragdes dos carboidratos (Cote e Honeyman,

2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Estudar caracteristicas bioquimicas e morfolégicas de mutantes ja obtidos por

mutagénese com luz UV e mutagénese quimica com metil metano sulfonato.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar as caracteristicas morfoldgicas gerais em meio s6lido (Meio 1SP2)

dos mutantes e comparar com as caracteristicas da linhagem selvagem ATCC 27064.

e Verificar as caracteristicas morfoldgicas especificas em meio sélido como
hifas e espordforos através de trés métodos: inoculacdo cruzada em placa de petri,
cultivo em bloco de 4gar colocado em laminula e cultivo em placas de dgar com
laminula inclinada.

e Verificar a produgdo de pigmentos hidrossoluveis e lipossoluveis.

e Verificar as classes morfologicas em meio liquido (formagdo de filamentos

livres, ramificados, filamentos agrupados (clump) e pellets.

e Comparar o crescimento e produgdo de AC utilizando os meios GSPG, GSPA

e GSPO em mesa incubadora rotativa dos mutantes em rela¢ao a linhagem selvagem.
e Avaliar o consumo de aminodcidos como fonte de carbono e nitrogénio (4cido
glutdmico, asparagina, lisina, ornitina, histidina, arginina e prolina) em meio minimo

solido.

e Avaliar o consumo de aminoédcidos como fonte de carbono e nitrogénio

(arginina, ornitina, lisina, 4cido glutamico e prolina) em meio minimo liquido.

e Estudar a atividade da enzima lipase.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Linhagens bacterianas

Utilizou-se como linhagem padrdo Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. As
linhagens mutantes estudadas foram: AC13a, AC17a, AC 116, MMS 150 e MMS 54,
sendo que as linhagens AC13a, AC17a e AC116 foram submetidas a mutagao fisica por
UV e as linhagens MMS 150 e MMS 54 foram mutadas quimicamente por MMS.

4.2. Meios de cultura

Meio de Reativacao da Cultura Estoque (MR) utilizado para a reativagdo da

cultura estoque (Rosa, 2002).

Tampao MOPS 2l g
Glicerol I5¢g
Peptona bacterioldgica 10g
Extrato de malte 10g
Extrato de levedura lg
K,HPO, 25¢g
MgS04.7H,0 0,75 g
Agua destilada 1000 mL
Solucgdo de sais 1 mL

pH ajustado em 6,8

Solugdo de sais para 1 Litro

Ml’lClz.4H20 1 g
FeSO,4.7H,O lg
ZnS04.7H,0 lg
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Meio de Cultura Minimo utilizado para o estudo dos aminoéacidos como fonte

de carbono, modificado com a adicdo de MOPS (Aharonowitz et al., 1977)

MgSOg4 0,06%
K2HPO, 0,35%
Agar 20g
MOPS 21 g
Solugdo de sais 1 mL

Solugdo de sais para 100 mL

FeSO,4. 7TH,O 100 mg
MnCl,. 4H,0 100 mg
ZnS04. TH,O 100 mg
CaCl, 100 mg

Meio semi-sintético GSPG utilizado para o estudo da produgdo de AC (Romero

et al., 1986).

Glicerol I5¢g
Sacarose 20g
Prolina 25¢g
Acido glutdmico 15¢g
NaCl 50¢g
K,;HPO4 20¢g
CaCL, 0,4 ¢
MnCL,.4H,0 0.1g
FeCL;.6H,O 0,1g
ZnCL, 0,05¢
MgS0,.7H,0 lg
MOPS 21 g
Agua destila 1000 mL
pH ajustado em 7
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Meio semi-sintético GSPO utilizado para o estudo da produgdo de AC (Romero

etal., 1986).

Glicerol I5¢
Sacarose 20g
Prolina 25¢g
Ornitina 15¢g
NaCl 50¢g
K;HPO4 20¢g
CaCL, 0.4 ¢
MnCL,.4H,0 0.1g
FeCL5.6H,0O 0,1g
ZnCL, 0,05¢
MgS04.7H,0 lg
MOPS 21 g
Agua destila 1000 mL
pH ajustado em 7

Meio semi-sintético GSPA utilizado para o estudo da producdo de AC (Romero

et al., 1986).

Glicerol I5¢g
Sacarose 20g
Prolina 25¢g
Arginina 1,5¢g
NaCl 50¢g
K,;HPO, 20¢g
CaCL, 0.4 ¢
MnCL,.4H,0 0,1¢g
FeCL;.6H,O 0,1g
ZnCL, 0,05¢
MgS04.7H,0 lg
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MOPS
Agua destila
pH ajustado em 7

21 g
1000 mL

Meio de cultura Soytone utilizado para a producio de AC (Lavarda, 2003).

Glicerol

Extrato de malte
Extrato de levedura
MgS04.7H,0
K,;HPO4

Soytone

MOPS

Solugdo de sais
Agua destilada

pH ajustado em 6,8

Solucgdo de sais para 1 Litro
MnCl,.4H,0O
FeS0,.7H,O
ZnS04.7H,0

I5¢
10g
10g
0,75 ¢
0,8¢g
I5¢g

2l g
ImL
1000 mL

Meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal

utilizado para o estudo da producdo de AC (Maranesi et al., 2005).

Farinha de soja
Glicerol
K;HPO4

Oleo de soja
MOPS
Solucgdo de sais

Agua destilada

20¢g
10g
12¢g

23 g

2l g

10 mL
1000 mL
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pH ajustado em 6,8

Solugdo de sais para 1 Litro

MnCl,.4H,0 lg
FCSO4.7H20 1 g
ZIISO4.7H20 1 g

Meio de producao de cefamicina C utilizado para o bioensaio qualitativo para

cefamicina C (Aharonowitz et al., 1978).

Maltose 10g
L-Asparagina 2g
K;HPO4 35¢g
MgS04.7H,0 1,23 g
MOPS 21 g
CaCl, 0,001 g
Solugdo de sais ImL
Agua destilada 1000 mL

pH ajustado em 6,8

Solugdo de sais para 1 Litro

Ml’lClz.4H20 1 g
FeSO,4.7H,O lg
ZnS04.7H,0O lg

Meio Peptone — yeast extract iron agar utilizado para detectar pigmentos

melandides (Petinate et al., 1999).

Bacto — Peptone Iron Agar 36¢g
Bacto — Yeast Extract lg
Agua destilada 1000 mL

pH ajustado entre 7,0 — 7,2
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Meio Tirosina agar utilizado para detectar pigmentos melandides (Petinate et

al., 1999).

Glicerol I5¢g
L-tirosina 05¢g
L-asparagina 10g
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H20 05¢g
NaCl 05¢g
FeS04.7H20 0,01¢g
Bacto — Agar 20g
Agua destilada 1000 mL

pH ajustado entre 7,2 — 7,4

Solugdo de sais para 100 mL

FeSO4.7H20 0lg
MnCl12.4H20 0.1g
ZnSO4.7TH20 0.1g

Meio Gly Pep utilizado para detectar atividade proteolitica extracelular (Petinate

etal., 1999).

Glicerol 2g
Peptona 045¢g
KCl1 0,03 ¢
MgSO4 0,05¢g
K2HPO4 02¢g
Agar S5¢g
Gelatina lg
Agua destilada 100 mL
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solucdo de sais para 100 mL

CuSO4.5H20 0,0001 g
MnSO4.7H20 0,0001 g
ZnSO4.7TH20 0,0001 g
CaCl2.2H20 0,0001 g

Meio BHI - Brain Heart Infusion utilizado para detectar atividade proteolitica

extracelular (Petinate et al., 1999).

Brain Heart Infusion 3g
Agar 5¢g
Gelatina lg
Agua destilada 100 mL

4.3. Condicoes de cultura e manutencao

Para a repicagem, manutencao e estudos morfolégicos das linhagens utilizou-se
o meio de cultura sélido ISP2, que favorece o crescimento, a esporulagdo e
consequentemente a caracterizacdo morfoldgica das linhagens.

Para os estudos em mesa incubadora rotativa as linhagens foram armazenadas
em criotubos a uma temperatura de — 70°C, tendo como solugdo crioprotetora glicerol

na concentracio de 10%.

4.4. Esterilizacao de equipamentos e materiais

Todos os equipamentos, meios de cultura e vidrarias foram esterilizados em
autoclave vertical por 15 minutos a 121°C a 1 atm de pressdo. A incidéncia de luz
ultravioleta por 20 minutos em capela de fluxo laminar e o uso do édlcool a 70% foram

utilizados no processo de assepsia.
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4.5. Cultivos em mesa incubadora rotativa

Os cultivos em batelada para a producdo de AC por S. clavuligerus foram
realizados em mesa incubadora rotativa modelo G25, da New Brunswich Scientific Co.
Os ensaios foram realizados em trés etapas: reativagdo, crescimento do microrganismo e
producdo.

Na etapa de reativacdo 3,5 ml de suspensdo de células vegetativas de S.
clavuligerus mantidos em criotubos foram inoculados em Erlenmeyer de 500ml
contendo 50ml de meio de reativacdo e estes incubados por 24 horas a 28°C e 250rpm.

Na etapa de crescimento (Etapa 2, figura 4.1) SmL de suspensdao foram
transferidos para Erlenmeyers de 500mL contendo 45mL de meio de cultura de indculo,
de mesma composicao do meio de cultura principal. Esta etapa teve duracdo de 24 horas
e foi realizada a 28°C e 250rpm.

Na etapa de producdo, foi transferido o volume da suspensdo de indculo para
erlenmeyers contendo o meio de producao, dando inicio a etapa principal do processo

de producao de AC (Figura 4.1).

SmL

Criotubo
3,5mL

50mL de meio de reativacio 45mL de meio de indculo 50mL de meio de producdo

T=280C - T=280C T=280C

Tempo: 24 horas Tempo: 120 horas com amostras

Agitacdo: 250 rpm retiradas a cada 12 horas.
Agitacgdo: 250 rpm

Tempo: 24 horas
Agitacdo: 250 rpm

Etapa 1 Etapa 2

Etapa 3

Figura 4.1. Procedimento dos cultivos em mesa incubadora rotativa.

4.6. Caracterizacao morfolégica

4.6.1. Caracterizacao morfologica em meio de cultura sélido

Para o estudo das caracteristicas morfoldgicas, foram feitos cultivos em placas

de Petri utilizando o meio de cultura sélido ISP2. Foram analisadas caracteristicas
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como: morfologia das colonias; formacdo de hifas, ramificacdes e micélios aéreos;
crescimento do micélio no substrato e formagdo de esporos.

As imagens obtidas pelo sistema de inocula¢do cruzada, bloco de 4gar e
laminula inclinada foram adquiridas através de um microscopio Olympus BX 50, com
uma camera acoplada utilizando o programa Image Pro-Plus. Todas as fotos foram

registradas com um aumento de 400 vezes.

4.6.2. Caracterizacao morfoldgica pela técnica de esgotamento por estrias

Para o estudo das caracteristicas morfoldgicas das coldnias em meio sélido
foram feitos indculos da linhagem selvagem e das linhagens mutantes pela técnica de
esgotamento por estrias, onde com o auxilio de uma al¢a de platina, esgota-se o material
por meio de estrias na superficie do meio. Na etapa 1 ap0s esterelizar a al¢a de platina
no bico de Bunsen, € realizado o inéculo da cultura em forma de estrias, prenchendo
cerca de ¥ da placa. Na etapa 2, apds esterelizar novamente a al¢ga, novos movimentos
formando estrias serdo realizados, sendo que esse movimento ird espalhar parte do
primeiro indéculo, formando um angulo de 90 graus em rela¢do ao primeiro inéculo. Na
etapa 3 é repetido o mesmo procedimento da etapa 2, sendo que dessa vez as novas
estrias serdo feitas sobre parte das estrias da etapa 2, e assim sucessivamente. Apds a
etapa 4, toda a placa j4 foi preenchida e apés a incubagdo por cerca de 12 dias a 28°C,

sao adquiridas colonias isoladas (Figura 4.2).

Aparéncia

das
Coldnias

Figura 4.2. Técnica de esgotamento por estrias.
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4.6.3. Caracterizacao morfolégica pela técnica de inoculacio cruzada

A inoculacdo cruzada foi feita com o auxilio da alca de platina sobre o meio de
cultura, onde foi possivel fazer indculos com estrias se cruzando e apds o crescimento
do microrganismo por cerca de 15 dias a 28°C, as regides de cruzamento onde formam
angulos de 90 graus sdo os melhores locais para a observacao de hifas aéreas e esporos
maduros (Goodfellow, 1994). A Figura 4.3 permite visualizar o procedimento de como
¢ feita a inoculacdo e os locais estratégicos para a observacdo estdo assinalados pelas

setas.

Figura 4.3. Inoculacdo cruzada.

4.6.4. Caracterizacao morfolégica pela técnica de inoculacao em bloco de agar

No sistema bloco de dgar, o indculo foi feito em blocos do meio sélido ISP2 sob
uma laminula e sobre um filtro umedecido com d&gua glicerinada para evitar o
ressecamento do dgar (Figura 4.4), permitindo assim, apds o crescimento por cerca de
15 dias em incubadora com temperatura controlada a 28°C, a visualizacdo de micélios
aéreos que crescem livremente pelas laterais do bloco de dgar e do micélio que cresce

no substrato.

Agar cortado
em hiocos

Figura 4.4. Inoculacdio em bloco de 4gar. A regido (A) permite a visualizacdo do
micélio aéreo apds o crescimento, enquanto a regido (B) permite a visualizacdo do
micélio que cresce dentro do 4gar.
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4.6.5. Caracterizacdo morfolégica pela técnica de inoculacio em laminula

inclinada

No sistema de laminula inclinada, com auxilio da al¢a de platina foram feitos
indculos retilineos sobre o meio de cultura sélido ISP2. Apds o indculo, laminulas
foram colocadas inclinadas formando um angulo de 45 graus em relacdo ao meio e as
placas foram incubadas por 15 dias a 28°C (Figura 4.5), permitindo assim, que parte do
crescimento permanega sobre as laminulas. Antes da observacdo no microscépio, as

laminulas foram colocadas sobre 1aminas contendo o agente umidificador Cotton Blue.

Crescimento do micrarganismo
sobre as laminulas

T Laminulas inclinadas

7 7\ [ / — Meio de cultura

Laminula pronta

- para observacio

el

Figura 4.5. Inoculacdo com laminula inclinada.

4.6.6. Caracterizacao morfologica em meio de cultura liquido

Para o estudo morfolégico em meio liquido foram utilizados os mesmos
equipamentos usados nos estudos em meio sélido, sendo que o aumento utilizado para
registrar as fotos foi de 40 vezes (Yang et al., 1995), e o meio de cultura utilizado foi o
GSPG (Romero et al., 1986).

A linhagem mutante escolhida foi a MMS 150 juntamente com a selvagem, que
ap6s um cultivo de 120 horas, amostras coletadas a cada 12 horas foram diluidas entre 5
a 50 vezes em agua destilada. Uma aliquota de 20uL da amostra diluida foi pipetada
sobre uma lamina de vidro, secada e fixada sobre o bico de Bunsen, e corada com o azul
de metileno (0,3 g de azul de metileno, 30 mL de dlcool etilico 95% em 100 mL de dgua

destilada), (Yang et al., 1996).
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De cada amostra foram feitas 5 laminas e de cada lamina foram obtidas entre 3 a
6 fotos. As imagens foram fotografadas com um aumento de 40 vezes (Yang et al.,
1995) usando o microscépio Olympus BX 50 com uma camera acoplada utilizando o
programa Image Pro-Plus. As imagens foram capturadas e registradas no formato de
imagens bindrias na escala de cinza. As imagens foram classificadas como filamentos
livres ramificados, filamentos emaranhados (clumps) e pellets, de acordo com a

aglomeracao das hifas observadas (Figura 4.6).

filamentos
livres ramificados clumps pellets
l ! !
£
it

vy

Figura 4.6. Classificacdo morfolégica em meio de cultura liquido.
Filamentos livres ramificados, clumps e pellets.

4.7. Caracterizacao bioquimica

4.7.1. Producao de pigmentos

Para detectar a produgdo de pigmentos hidrossoldveis, foi retirado um fragmento
da linhagem do meio de cultura contendo 4gar e colocado em dgua destilada. Apds
alguns minutos de agitagcdo manual, observou-se se havia ocorrido alguma mudanca na
coloragdo da dgua.

Para detectar especificamente pigmentos melanoides foram usados os meios de
cultura Peptone (Yeast Extract Iron Agar) e Tyrosine agar (Petinate er al., 1999). As
linhagens foram inoculadas diretamente aos meios com o auxilio da alca de platina e

incubadas por cerca de 15 dias com temperatura controlada a 28°C.
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4.7.2. Atividade proteolitica

Para detectar a atividade proteolitica extracelular foram usados os meios Gly Pep
e BHI (Petinate et al., 1999). Estes meios também podem induzir a producdo de
pigmentos. Foram preparados dois meios BHI, um com gelatina e outro com soro de
albumina bovina. Apds o preparo e a solidificacdo dos meios as linhagens foram
inoculadas em placas de Petri com o auxilio da alca de platina e incubadas a 28°C por

cerca de 15 dias.

4.7.3. Bioensaio qualitativo para AC

Para o bioensaio foi utilizada a bactéria teste Klebsiella pneumoniae ATCC
29665. Foi utilizado também o meio de cultura dgar nutriente (g/L: peptona 5,0; extrato
de carne 3,0; agar bacterioldgico 20,0; pH 6,8) juntamente com 50 mg de amoxilina por
litro de Agar (Romero et al., 1988).

A bactéria teste Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 foi utilizada na forma de
suspensao bacteriolégica na concentracdao de ImL (DO = 1,0 a 600 nm) por litro de dgar
nutriente. A bactéria cresceu em slante com 10mL de dgar nutriente por cercade 12 a 18
horas na temperatura de 37°C. Em Erlenmeyers contendo 100 mL de 4gar nutriente a
uma temperatura de 45°C foi adicionada a solu¢do de amoxilina e 1mL da suspensao de
bactérias (Lavarda, 2003).

A mistura de meio, células e amoxilina foi vertida sobre placas de Petri (90 mm
de diametro) e ap6s a solidificagdo da mesma, o dgar foi perfurado com um tubo de aco
esterelizado para formar pocos de 4 mm de didmetro. Placas de petri incubadas por 15
dias a 28 °C, cada uma contendo as linhagens mutantes UV13a, UV17a, UV 116, MMS
150, MMS 54 e a linhagem selvagem Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 foram
usadas para retirar amostras de 4mm de didmetros para preencher os furos nas placas

contendo a bactéria teste. As culturas foram incubadas a 37°C por 8 a 10 horas.
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4.7.4. Bioensaio com extracao em meio de cultura sélido

Para o bioensaio com extra¢cdo em meio sélido, o procedimento com a bactéria
teste foi o mesmo realizado com o bioensaio qualitativo para AC. As modificagdes
foram que as linhagens mutantes AC 13a, AC 17a, AC 116, MMS150, MMS 54 e a
linhagem selvagem Stretomyces clavuligerus ATCC 27064 foram inoculadas em placas
de petri com 140 mm de didmetro, contendo o meio de cultura sélido ISP2 e incubadas
por 15 dias a 28°C. Apds este periodo trés extragdes consecutivas foram feitas em cada
placa, sendo que a cada extracdo 10ml de metanol era inoculado em cada placa por 15
minutos, um bastdo de vidro foi utilizado para a raspagem nas placas. O solvente
organico metanol foi escolhido devido sua boa polaridade e sua alta volatilidade. Apds
as trés extragdes, as solucoes foram levadas para o SpeedVac para obtengdo do extrato

seco e concentrado, e, em seguida suspendidas com dgua ultra pura (Milli Q).

4.7.5. Bioensaio qualitativo para Cefamicina C

Para a realizacio deste bioensaio utilizou-se a bactéria Escherichea coli ESS
3035, que foi utilizada na forma de suspens@o bacterioldgica na concentragao de 1mL
(DO = 1,0 a 600 nm) por litro de dgar nutriente.

A bactéria foi cultivada no meio de cultura dgar nutriente por 24 horas a 37°C.
Para suspender os microrganismos utilizados no bioensaio, adicionou-se 10 mL de
solugdo salina na concentracdo de 0,9%. A DO da suspensdo resultante foi lida a 600
nm em espectrofotdometro.

A suspensao obtida foi misturada ao meio dgar nutriente de tal forma que 1 mL
da solu¢do com DOQgq igual a 1 foi adicionado em Erlenmeyers com 100 mL de 4gar.
Nesta parte do procedimento, tomou-se o cuidado de controlar a temperatura do dgar de
tal forma que ele ndo seja muito quente para matar 0 microrganismo € a0 mesmo tempo
ndo tdo frio a ponto de solidificar. Ap6s a homogeneizagao, aliquotas de 20 mL de dgar
foram despejadas em cada placa de Petri com 140 mm de diametro.

Ap6s solidificacdo do meio, pocos de 4 mm de didmetro foram feitos (cerca de
8 por placa), nos quais foram adicionados 20 pL das amostras. As placas foram

incubadas a 37°C por cerca de 8 a 24 horas para anélises posteriores.
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4.7.6. Cromatografia em camada delgada

As amostras obtidas pela técnica de extracdo em meio s6lido também foram
utilizadas no teste para detectar a presenca do antibidtico cefamicina C nas linhagens
mutantes ¢ na linhagem selvagem, usando a técnica da cromatografia em camada
delgada. As extracOes foram suspendidas com metanol e inoculadas em placas de silicas
em pontos marcados. Nas placas também foi inoculada a cefalosporina C (cerca de 5
gramas dissolvida em 10mL de 4gua) que foi usada como padriao por ser um composto
com uma férmula estrutural similar a cefamicina C, sendo que esse ultimo ndo possue
um padrdo especifico. As placas foram colocadas em uma cuba onde a fase eluente na
quantia de 20 mL era formada por EtOH/AAc/NaOH na proporcio de 6:3:1,
respectivamente. As marcagdes tracejadas foram feitas sob a luz com comprimento de
onda de 254nm e em seguida o revelador ninhidrina foi aplicado. As placas foram entdao
secadas numa estufa de 100°C por 5 minutos e observadas sob a luz com comprimento

de onda de 365nm.

4.7.7. Ensaio em meio de cultura minimo sélido

Para o teste em meio de cultura minimo, foi utilizado o meio minimo basal
proposto por Aharonowitz et al. (1977), modificado com a adi¢c@o de agar e enriquecido
com aminodcidos separadamente. Os aminodcidos utilizados na concentragdo de 1mM
foram: Histidina, Acido glutamico, Prolina, Ornitina, Arginina, Asparagina e Lisina. O
meio de cultura minimo foi preparado e autoclavado e antes da sua solidificacdo com
sua temperatura por volta de 40°C os aminodcidos foram adicionados separadamente
através de uma filtracdo, utilizando filtros millipore 22um de didmetro para sua
esterilizacdo, evitando assim sua degradacdo em altas temperaturas. Para a inoculagcdo
nas placas foram utilizados palitos estéreis, transferindo assim as linhagens em locais

pontuais.
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4.7.8. Ensaio em meio de cultura minimo liquido

Um segundo ensaio foi realizado com o meio minimo proposto por
Aharonowitz et al. (1977), dessa vez no estado liquido e seguindo a mesma
concentracdo de 1 mM para cada aminodcido a ser estudado. A duracdo desse ensaio
realizado em mesa incubadora rotativa foi de 120 horas com amostras retiradas a cada
12 horas. Foram determinados a partir de amostras do caldo fermentativo as seguintes
varidveis: concentragdo de 4cido clavulanico, massa seca e a quantificagdo dos

aminodcidos utilizados que foram: acido glutamico, prolina, arginina, lisina e ornitina.

4.7.9. Cultivo em mesa incubadora rotativa pelo método alimenta¢ao com pulso

A linhagem estudada por esse método foi a mutante MMS 150 juntamente com a
linhagem selvagem para comparacao utilizando o meio de cultura complexo proposto
por Maranesi et al. (2005). O cultivo com 120 horas de durag@o foi alimentado com
glicerol em dois momentos, as 36 e 72 horas. Os Erlenmeyers foram abertos em camara
de fluxo laminar e alimentados com 5 ml de solucdo de glicerol esterilizada a
concentracio de 10g/L"'. A cada 12 horas foram coletadas amostras para estudos

posteriores.

4.7.10. Atividade da enzima lipase

O meio de cultura complexo proposto por Maranesi et al. (2005) foi utilizado
nesses ensaios. Foram realizados dois ensaios em duplicata, no primeiro com 80 horas
de duragdo, uma unica amostra foi retirada ao final do cultivo e estocada em trés
temperaturas; 4°C, -20°C e -80°C. Posteriormente foi dosada a atividade lipolitica do
extrato (meio de cultura centrifugado) e do pellet. Também foram realizados estudos
quantitativos das proteinas totais € AC. Antes de estudar a atividade enzimdtica no
pellet foi realizado o rompimento das células utilizando um sonicador da marca Sonics
Vibra Cell, por 2 x 10 minutos em um recipiente com gelo (Large et al., 1999).

No segundo ensaio de 120 horas de duragdo, foi utilizado o meio de cultura

complexo proposto por Maranesi € um segundo meio modificado sem adi¢do de
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glicerol. O cultivo foi realizado em um tnico Erlenmeyer de 500 ml contendo 100 ml
do caldo, e amostras de 2ml foram coletadas a cada 12 horas. Ao final foi estudada a
atividade lipolitica do extrato, proteinas totais, dcido clavulanico, atividade especifica
da lipase e biomassa, onde, nesse dltimo estudo foram realizadas trés lavagens devido a

complexidade do meio de cultura.

4.8. Métodos Analiticos

4.8.1. Determinacao da concentracao celular

Foi realizada pelo método tradicional da massa seca, onde as amostras foram
centrifugadas em tubos Falcon e o “pellet” foi entdo lavado duas vezes com dgua
destilada e colocado em formas previamente pesadas. As formas foram deixadas em

estufa a 65°C até peso constante.

4.8.2. Determinaciao da Concentracao de Glicerol

O glicerol constitui o substrato limitante na producdo de AC tanto nos
bioprocessos em batelada como em batelada alimentada (Chen et al., 2003), portanto se
faz necessdria a determinacdo da concentracdo do mesmo durante a producdo de AC.
Nos experimentos realizados o glicerol foi quantificado por cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), empregando-se coluna Shodex KS-801 e como eluente dgua

destilada desionizada.

4.8.3. Determinacao da Concentracao de Acido Clavulanico

A concentracdo de AC foi determinada por HPLC pelo método de Foulstone e
Reading (1982). Para a realizac¢do da andlise cromatografica utilizou-se coluna C-18 p-
Bondapack, tendo uma mistura de tampao fosfato e metanol como fase mével. A vazao
utilizada para estes procedimentos foi de 2,5 mL/min”. A temperatura de andlise foi

mantida em 28°C e o comprimento de onda utilizado foi de 311 nm. Uma curva de
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calibracdo foi previamente preparada a partir de uma mistura de amoxicilina e
clavulanato de potdssio contido no medicamento Clavulin 250 mg da Smith Kline-

Beecham do Brasil Ltda.

4.8.4. Atividade lipolitica

A atividade da enzima lipase foi medida com um ensaio espectrofotométrico a
37°C, com para-nitrofenilpalmitato (pNPP) como substrato, de acordo com a técnica

descrita por Gupta et al.(2002).

4.8.5. Determinacao de proteinas totais

Foi utilizado o método de Bradford (1976). E uma técnica para a determinacio
de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este
método € baseado na interagdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas
que contém aminodcidos de cadeias laterais bdsicas ou arométicas. No pH de reacao, a
interagdo entre a proteina de alto peso molecular € o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente

em 595 nm (Compton et al., 1985).

4.8.6. Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas para a comparagdo dos resultados das amostras da

andlise de lipase foi utilizado o programa XLSTAT versdo 5.2, onde foram aplicados o

teste ¢ de “Student” e o teste exato de Fisher.

4.8.7. Analise de aminoacidos

Foi utilizado o TCA (4cido tricloro acético) para a desproteinizacdo das amostras

(Henrikson et al., 1984). Os seguintes passos foram realizados:
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* Mistura na proporcdo de 1:1 da amostra e solucdo de acido tricloro acético 2 M.
* Centrifugag¢do da amostra a temperatura de 4°C com freqiiéncia de rotagdo de
10.000 rpm durante 10 minutos.
» Retirada do sobrenadante e filtragem com filtros de 0,45 pm para andlise de
aminodcidos.
Para a analise dos aminodécidos foi utilizado o protocolo descrito pelo fabricante
(Waters Co.), compreende a derivatizacdo com o PITC (phenylisothiocyanate) e a
separacdo dos produtos por meio da HPLC.
Para a derivatiza¢ao dos aminodcidos foram realizados os seguintes passos:
e Secagem da amostra com ar (ca. de 20 pl).
» Reidratagao com 10 ul de solucdo de etanol:dgua:triethylamine na propor¢ao
de 2:2:1 respectivamente.
e Agitacdo com vortex.
» Secagem da solucdo resultante.
eAdicdo de 20 pl de solugdo de derivatizacdo composto por
etanol:dgua:triethylamine:PITC na proporcao de 7:1:1:1 respectivamente.
e Agitacdo com vortex.
e Reacdo durante 20 minutos.
e Secagem com ar.
» Adicao de 500 ul de tampao diluente.
Tampoes, fase estaciondria e fases moveis.
Tampdo diluente
Para o preparo do tampao diluente foi realizado o seguinte procedimento:
* Pesagem de 710 mg de fosfato monoacido de sédio (Na,HPOy).
* Adigdo de 1 litro de 4gua Milli-Q.
* Ajuste do pH em 7,0 com solucdo 10% de 4cido fosférico (H3POy).
* Adi¢@o de 50 mL de acetonitrila em 950 ml da solucio preparada.
Fase movel A
Para o preparo da fase mdvel A foi realizado o seguinte procedimento:
* Pesagem de 19 g de acetato de sddio trihidratado (NaCH3COQ.3H,0).
* Adicao de 1 litro de agua.
* Adicao de 0,5 mL de triethylamine.
* Adicao de 0,2 mL de EDTA 1 g.L'l( 1.000 ppm).
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* Ajuste do pH para 6,4 com solugdo de 4cido acético.
* Filtragem do eluente com filtro de 0,45 um.
* Mistura de 940 mL da solucdo filtrada com 60 ml de acetronitrila.
* Sonifica¢do da solugdo em vécuo por 20 segundos.
Fase movel B
Para o preparo da fase mével B foi adotado o seguinte procedimento:
* Mistura de 600 mL de acetonitrila em 400 mL de dgua Milli-Q.
« Adicdo de 0,2 mL de solucdo de EDTA 1 g/L™"
* Sonificag¢do sob véacuo por 20 segundos.
Fase estaciondria
Para separar os compostos foi utilizada a coluna pico-tag de 300 mm de
comprimento e 3,9 mm de diametro.
Condigoes cromatogrdficas:
Para a separacdo dos compostos foi utilizado um sistema cromatografico Waters
Co. composto por:
e Sistema de bombeamento (2 Bombas HPLC W515).
* Injetor automadtico com refrigeracdo (W717).
* Médulo de controle de temperatura da Waters Co.
e Detector de UV (W486).
Condicdes de operagao dos equipamentos:
Temperatura do injetor: 4°C.
Temperatura de separacdo: 36°C.
Deteccdo dos compostos: A=254 nm.
Operacdo do sistema de bombeamento: gradiente de acordo com a Tabela abaixo.

Tabela 4.1. Gradiente utilizado para separar os compostos derivatizados e determinar a
concentracdo dos aminodcidos.

Tempo (min.) | Vazado %A %B Numero da
(mL.min'l) curva’
0 1,0 100 0 *
3 1,0 100 0 6
20 1,0 93 7 6
26 1,0 42 58 6
26,5 1,0 54 46 6
27 1,0 0 100 6
30 1,0 0 100 6
35 1,5 0 100 6
43 1,5 100 0 6
45 1,0 100 0 6
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas morfologicas

5.1.2. Caracteristicas morfologicas das linhagens apés os cultivos em placas de

Petri

Foram observadas caracteristicas fenotipicas que permitiram diferenciar as
linhagens mutantes obtidas por tratamento com luz UV e também por aplicacdo do
mutagénico quimico MMS na linhagem selvagem. Os mutantes sdo agrupados em duas
principais classes: bld mutantes (do inglés “bald” calvo), que ndo formam micélio aéreo
e esporos; e whi mutantes, (do inglés “white” branco), que formam micélio aéreo mas
seus esporos maduros ndo possuem pigmentacdo (Chater, 2001). Os mutantes que
apresentaram maiores diferencas na coloracdo das colonias foram o AC116, o MMS
150 e 0o MMS 54, possuindo auséncia de pigmentacdo, sendo classificados entdo como

whi mutantes (Figura 5.1). A tabela 5.1 descreve os resultados obtidos.
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Tabela 5.1. Caracteristicas fenotipicas de mutantes obtidos por tratamento com luz UV
e MMS a partir de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.

Cepas Carateristicas da Cor do Formacao de
colonia. reverso da | micélio aéreo
colonia.
Streptomyces Cor verde Bege escuro Sim
clavuligerus | acinzentada escura,
ATCC 27064 | anéis concéntricos
regulares de cor
cinza.
Mutante Cor branca e anéis | Bege claro Sim
ACl116 concéntricos de cor
branca.
Mutante Cor verde Bege escuro Sim
ACl13a acinzentada escura,
anéis concéntricos
de cor cinza claro.
Mutante Cor verde Bege escuro Sim
ACl7a acinzentada escura,
anéis concéntricos
regulares de cor
verde acinzentado.
Mutante Cor branca com Bege claro Sim
MMS 150 anéis concéntricos
de cor verde
acinzentado claro.
Mutante Cor da colonia Bege claro Sim
MMS 54 branca com anéis
concéntricos
brancos.

Linhagem selvagem Linhagens mutantes “white”

Linhagens mutantes

Flgura 5 1. Linhagem selvagem hnhagés mutantes “white” AC116, MMS 54, MMS
150 e linhagens mutantes AC13a e AC17a.

Existem poucos estudos envolvendo a regulagdo morfolégica em S. clavuligerus
e os genes envolvidos em tal fendmeno. As linhagens AC116, MMS 150 e MMS 54
sofreram alguma alteracdo no cluster de genes whi , mais precisamente no locus whikE,

que é o locus responsdvel por codificar enzimas para a sintese da pigmentacdo dos
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esporos, como comprova os estudos realizados em S. coelicolor. Existe essa
possibilidade devido aos estudos de Blanco et al. (1993), que demonstraram que a
regido do l6cus whiE é uma regido do genoma muito conservada e possue uma alta

homologia entre as espécies de Streptomyces.

5.1.3. Caracteristicas morfolégicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo
sistema de inoculacio cruzada

Esse sistema de cultivo € utilizado para a observacdo do crescimento de hifas e
suas estruturas como ramificacdes e formacdo de esporos. As linhagens mutantes ndao
apresentaram diferencas na formacdo de hifas e suas ramificacdes com relagdo a
linhagem selvagem, apenas as linhagens MMS 54 e AC116 apresentaram um maior

nimero de esporéforos (Figura 5.2) (aumento de 400x).

ACl7a AC13a AC116

Figura 5.2. Hifas e suas estruturas da linhagem selvagem e das linhagens mutantes
fotografadas pelo sistema de inoculagdo cruzada.
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5.1.4. Caracteristicas morfolégicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo
sistema bloco de agar

Nesse sistema, utilizado para observa¢do de micélios aéreos e micélios que
crescem no substrato, as linhagens AC13a, AC17a e MMS 54 apresentaram um grande
numero de ramificacOes em seus micélios aéreos em comparagdo com a linhagem
selvagem e as mutantes MMS 150 e AC116. A linhagem AC 116 apresentou formacgao
de espordforos em suas hifas como mostra a Figura 5.3. Comparando os resultados, ndo
houve diferencgas significativas entre as linhagens. Em relagdo ao crescimento micelial
no substrato, os resultados foram equivalentes em todas as linhagens (aumento de

400x).

ATCC 27064 MMS 150 MMS 54

ACl7a  ACI3a  ACll6

Figura 5.3. Micélios aéreos da linhagem selvagem e das linhagens mutantes
fotografadas apds o crescimento pelo sistema de bloco de dgar.
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5.1.5. Caracteristicas morfolégicas das linhagens mutantes e da selvagem pelo
sistema de laminula inclinada

Nesse sistema que permite que possamos observar as hifas diretamente sob as
laminulas, todas as linhagens apresentaram muitas ramificacdes ndo havendo diferencas
significativas entre as linhagens mutantes com a selvagem nessa caracteristica, apenas
as linhagens AC 116 e MMS 54 apresentaram formacao de esporos, indicado pelas setas

(Figura 5.4) (aumento de 400x).

ACl17a ACl13a AC116

Figura 5.4. Hifas da linhagem selvagem e das linhagens mutantes fotografadas pelo
sistema de laminula inclinada.

5.1.6. Estudo das caracteristicas morfolégicas em meio liquido

Ap6s o cultivo de 120 horas, nas primeiras 12 horas de cultivo a morfologia que
predominou foi de filamentos livres ramificados entre as duas linhagens que foram
analisadas, MMS 150 e a selvagem. Em 24 horas de cultivo iniciou a formacio de
clumps entre as linhagens, sendo que a linhagem mutante apresentou um maior ndmero.
Em 60 horas de cultivo a morfologia que predominou foi a de pellets entre as duas
linhagens, com um maior niimero na linhagem mutante. Estes resultados assemelham-se

com estudos de Yang et al. (1995), onde a mudanca morfoldgica é causada pela reducao
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de um ou mais componentes do meio, e esse fendmeno pode estar associado com a
secrecdo de substancias autorreguladoras pelas células.

Nesse caso, o componente limitante foi o glicerol, como revela a figura 5.5, onde
a linhagem mutante obteve seu total consumo por volta de 80 horas de cultivo e a
linhagem selvagem por volta de 110 horas, confirmando assim uma mudanca
morfoldgica mais cedo na linhagem mutante, j4 que essa consumiu o glicerol mais
rapidamente. A partir de 96 horas de cultivo houve um aumento no ndmero de

filamentos livres, possivelmente devido a lise celular e a exaustao de nutrientes.

—&— MMS 150

16 7 —e— ATCC

14 4

12

Glicerol (g/L)

. . . . . I . I
0 20 40 60 80 100 120
Horas

Figura 5.5. Quantificacao de glicerol entre a linhagem selvagem e a mutante MMS 150
utilizando o meio GSPG.

5.2. Caracteristicas Bioquimicas

5.2.1 Producao de pigmentos e atividade proteolitica extracelular

Com o intuito de caracterizar a producio de pigmentos e a atividade proteolitica
extracelular da linhagem Streptomyces clavuligerus e suas mutantes, e provaveis
mudangas das mutantes nessas caracteristicas diante a selvagem, foram realizados
cultivos utilizando os meios de cultura BHI e Gly Pep, citado por Petinate et al. (1999)
em seu trabalho com Streptomyces cyaneus. Os meios Peptone — Yeast Extract Iron
Agar e Tyrosine Agar foram utilizados especificamente para detectar producdo de

pigmentos (Shirling et al., 1966).
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No primeiro teste realizado para detectar a producdo de pigmentos
hidrossoldveis ndo foi observada nenhuma mudanga na colora¢do da dgua, nao havendo

assim a producao do pigmento.

No segundo teste realizado para detectar pigmentos melandides foram usados os
meios de cultura Peptone (yeast extract iron agar) e Tyrosine agar. Meios de cultura
contendo tirosina sdo usados porque quando a sintese de melanina ocorre a enzima
fenoloxidase tirosinase transforma L-tirosina em L-DOPA e essa em dopacroma, que é
auto-oxidada para indol-5,6-quinona, que mais tarde € polimerizada espontaneamente

em DOPA-melanina. (Coelho e Linhares, 1993).

Em todos os meios utilizados houve crescimento das linhagens, porém nao
houve a deteccao da produgdo de pigmentos melandides e nem de enzimas proteoliticas
extracelulares, sendo que quando ocorre a atividade proteolitica acontece um
clareamento do meio ao redor do indculo. Esse resultado revela que a espécie
Streptomyces clavuligerus possue uma fisiologia diferente nessa caracteristica, quando
utilizado os meios citados diante a espécie Streptomyces cyaneus, € que as mutagdes nao

causaram mudancas nas linhagens mutantes nessas caracteristicas em comparagao com

a linhagem selvagem.

5.2.2 Bioensaio qualitativo para acido clavulanico

Essa metodologia se tornou uma maneira eficiente de verificar a producio de
acido clavulanico das linhagens, onde pequenas amostras (4 mm de diametro) retiradas
por succdo de cultivos em meio sélido foram usadas para inocular placas contendo a
bactéria teste Klebsiella pneumoniae, que é uma bactéria resistente a antibidticos [-
lactamicos como a amoxilina, porém na presenca do 4dcido clavulanico seu crescimento
€ inibido. Apds a incubagdo de aproximadamente 10 horas ja era possivel verificar a
formacdo de halo de inibi¢do. Essa metodologia também € mais rdpida para teste
qualitativo como esse, onde culturas mantidas em estoque podem ser usadas, nao
precisando assim, fazer um cultivo em meio liquido onde o procedimento é mais

laborioso. A Figura 5.6 revela que todas as linhagens formaram halo de inibigdo,

comprovando assim a producao de AC.
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5.2.3 Ensaio em meio de cultura minimo sélido

Figura 5.6. Bioensaio qualitativo para AC.

As placas de Petri contendo os aminodcidos asparagina, ornitina, histidina e

arginina apresentaram o crescimento de todas as linhagens, sendo esses aminoacidos

utilizados como fonte de carbono e nitrogénio, ja os aminodcidos prolina, lisina e dcido

glutdmico ndo foram metabolizados pelas linhagens, ndo havendo assim o crescimento.

Nao houve diferencas entre as linhagens mutantes e a selvagem de acordo com o cultivo

realizado e os aminodcidos utilizados. A Tabela 5.2 descreve os resultados e quais

aminoécidos proporcionaram um maior crescimento.

Tabela 5.2. Resultado do teste de crescimento em meio de cultura minimo suplementado com
aminodcidos separadamente.

Cepas | Aminodcidos Acido Asparagina | Lisina | Ornitina | Histidina | Arginina | Prolina | ISP2 | Meio
l B Glutimico Minimo
AC 116 - ++ - + ++ + - ++ -
MMS 54 - ++ - + ++ + - ++ -
MMS 150 - ++ - + ++ + - ++ -
AC 13a - ++ - + ++ + - ++ -
AC 17a - ++ - + ++ + - ++ -
ATCC - ++ - + ++ + - ++ -

(-) sem crescimento; (+) pouco crescimento; (++) maior crescimento.

O 4cido glutamico necessita de uma transformacao, ou seja, € necessario uma

aminotransferase para o metabolismo deste aminoacido. Esta reacdo foi primeiramente
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descrita em Bacillus megaterium (Wilcox e Nirenberg, 1968), e foi subsequentemente
proposta ocorrer em outras eubactérias, archae e algumas organelas (Lenhard et al., ndo
publicado), devido a falta de uma funcional aminoacil-tRNA sintetase. Em bactérias
gram-positivas, a aminoacil-tRNA sintetase para tRNAgIn ndo fixa uma glutamina ao
seu tRNA, em vez disso, ela fixa 4cido glutdmico. Esse erro é corrigido por uma
segunda enzima (uma aminotransferase) que substitui o grupamento —O- do &cido
glutamico por um grupamento —NH, convertendo-o em glutamina, e essa rota &
energeticamente mais custosa (Ibba et al., 1997). Portanto, a hip6tese € que devido essa
necessidade de modificacdo do aminoécido dcido glutamico para obter glutamina, sendo
essa a Unica fonte de nitrogénio e por estar em um meio de cultura sem fonte de
carbono, ndao houve o metabolismo do aminodcido devido a resposta estringente, e
consequentemente a falta de enzimas necessarias para tal transformacao.

Possivelmente pode também ter ocorrido a resposta estringente e
consequentemente 0 ndo metabolismo dos aminodcidos lisina e prolina, porém, seriam
necessdrios estudos bioquimicos para corroborar essa hipdtese, j4 que ndo existem
dados na literatura sobre essa caracteristica.

ApOs este resultado foi realizado um segundo ensaio com os aminoécidos dcido
glutamico, lisina e prolina em meio minimo com adicdo de glicerol, havendo o
crescimento das linhagens, ndo ocorrendo assim uma resposta estringente devido ao
suplemento de uma fonte de carbono.

Mesmo no meio minimo suplementado apenas com glicerol, houve um pequeno
crescimento das linhagens, provavelmente devido ao fato de ter ocorrido uma protedlise
intracelular, incrementando assim a disponibilidade de aminodcidos (Cashel et al.,

1996) (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Resultado do teste de crescimento em meio de
cultura minimo suplementado com aminodcidos separa-
damente e modificado com adicdo de glicerol.

Cepas | | Aminoacidos Acido Lisina Prolina | Meio
— Glutimico Minimo
AC 116 ++ ++ ++ +
MMS 54 ++ ++ ++ +
MMS 150 ++ ++ ++ +
AC 13a ++ ++ ++ +
AC 17a ++ ++ ++ +
ATCC ++ ++ ++ +

(+) pouco crescimento; (++) maior crescimento
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5.2.4 Bioensaio com extracao em meio sélido

A Tabela 5.4 revela que esta técnica se mostrou eficiente com relagdo a extracao

do 4cido clavulanico em meio sélido, e que as linhagens MMS 150, MMS 54 e AC 116

apresentaram um maior halo de inibi¢do em relacdo a linhagem selvagem, evidenciando

assim uma maior concentracdo de AC por essa metodologia.

Tabela 5.4. Resultado do bioensaio com a bactéria teste Klebsiella pneumoniae
ATCC 29665 pela técnica de extracdo em meio sélido.

Diametro dos
Linhagens halos em
centimetros

AC 13a 2,2
AC 116 2,8
ACl17a 1,7
MMS 54 3,0
MMS 150 3,1
ATCC 27064 2,3

5.2.5. Cromatografia em camada delgada

As amostras extraidas do meio de cultura sélido foram submetidas a um teste

qualitativo para cefamicina C, sabendo assim se a mutacdo provocou mudangas nessa
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caracteristica fisioldgica. Todas as linhagens produziram cefamicina C de acordo com o
padrdo (dltima amostra a direita na figura), com exce¢do da linhagem AC 116, que apds

a aplicacao do revelador produziu uma colora¢do quase que imperceptivel (Figura 5.7).

MhS 150

hhdS 54

AC13a AC17 a

Figura 5.7. Teste qualitativo para cefamicina C pelo método de
cromatografia em camada delgada.

5.2.6. Bioensaio qualitativo para cefamicina C

Por apresentar uma baixa, ou até mesmo a nao produgdo de cefamicina C apds a
andlise realizada pela cromatografia em camada delgada, a linhagem mutante AC 116,
juntamente com a linhagem selvagem, foram submetidas a um bioensaio qualitativo,
para comprovar assim se houve mudangas fisioldgicas nessa caracteristica, a biomassa e
o pH também foram estudados nesse ensaio. O bioensaio comprovou que a linhagem
mutante AC116 produziu cefamicina C em todas as amostras coletadas nos diferentes
horérios, sendo assim, a mutagdo ndo anulou essa caracteristica fisioldgica, porém sua
producdo foi menor em comparagdo a linhagem selvagem de acordo com o didmetro

dos halos de inibi¢do (Tabela 5.5).

Tabela 5.5. Resultado do bioensaio qualitativo para cefamicina C.

Cepas | | Tempo 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas Média do
— didmetro dos
halos
AC 116 + + + + 1,2 cm
ATCC ++ ++ ++ ++ 2,5 cm
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(+) menor halo de inibi¢ao; (++) maior halo de inibi¢3o.

A figura 5.8 revela que a linhagem mutante obteve um maior crescimento
celular, porém sua producdo de cefamicina C foi inferior a produg¢do da linhagem
selvagem, possivelmente parte da energia que seria gasta na producdo de metabolitos
secunddrios como a cefamicina C foi utilizada no crescimento celular devido a

alteracOes provocadas pela mutagdo.
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Figura 5.8. Comparacao da biomassa entre as linhagens AC 116 e selvagem.

O pH se manteve relativamente estavel entre as duas linhagens durante todo o

cultivo, obtendo apenas uma variacao entre 6,75 e 6,95 (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Perfil do pH entre as linhagens AC 116 e selvagem.

5.2.7. Ensaios utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja,

glicerol e dleo vegetal.

Por apresentarem um maior halo de inibi¢ao apds o bioensaio com extragdo em
meio sélido, as linhagens mutantes MMS 54, MMS 150 e AC 116, foram selecionadas
juntamente com a selvagem para o cultivo utilizando o meio de cultura complexo a base

de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal.

Entre as linhagens mutantes, a MMS 150 obteve uma boa producdo de acido
clavulanico, menor que a da linhagem selvagem usando o meio de cultura complexo,
mas, a quantidade produzida (~700 mg/L) em torno das 60 horas supera valores
relatados na literatura obtidos por Lee ef al. (2002) com mutantes produtores de dcido

clavulanico (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Comparacdo da concentracao de AC entre as linhagens mutantes e a
linhagem selvagem utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja,
glicerol e 6leo vegetal.

Entre todas as linhagens mutantes e a linhagem selvagem, o glicerol foi

totalmente consumido antes de completar 60 horas de cultivo, usando o meio de cultura

complexo. (Figura 5.11).

Glicerol (g/L)

—u— MMS 150

—eo— ATCC
AC 116

—v— MMS 54

Figura 5.11. Quantificacdo de glicerol entre as linhagens mutantes e a linhagem
selvagem utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e

6leo vegetal.
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O pH se manteve estdvel entre todas as linhagens usando o meio complexo,
exceto a linhagem mutante AC 116 que apds 84 horas de cultivo obteve um pH acima

de 7, possivelmente devido ao aumento de derivados de nitrogénio (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Perfil do pH entre as linhagens mutantes e a linhagem selvagem utilizando
um meio de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal.

5.2.8. Ensaio utilizando o meio de cultura complexo a base de farinha de soja,

glicerol e dleo vegetal pelo método batelada com pulso.

Por ter ocorrido uma queda na producdo de AC com a linhagem MMS 150
coincidentemente com o término do consumo de glicerol as 36 horas de cultivo, foi
realizado uma batelada com pulso utilizando o glicerol na tentativa de suprir tal
necessidade energética e verificar uma possivel mutagdo em sua atividade enzimética.
Apés as duas alimentacdes de glicerol, uma as 36 horas e a segunda as 72 horas, a
linhagem mutante continuou obtendo uma queda na produgdo de AC, sendo dessa vez
as 48 horas de cultivo, 12 horas apés a primeira alimentagdo com glicerol, e uma
segunda queda as 84 horas de cultivo, ndo evidenciando assim qualquer mudanca com
relacdo a falta de glicerol. A produg¢do de AC foi menor com as duas linhagens,
podendo ter havido uma repressao catabdlica com relagdo ao consumo do 6leo vegetal

devido a alta concentracdo de glicerol. (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Comparacdo da concentragdo do AC entre as linhagens mutantes MMS
150 e a linhagem ATCC pelo método batelada com pulso.

O pH se manteve relativamente estavel entre as duas linhagens no cultivo pelo
método batelada com pulso, ocorrendo as maiores varigdes ao final do cultivo,
possivelmente devido ao aumento de derivados de nitrogé€nio ao final do cultivo (Figura

5.14).
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Figura 5.14. Perfil do pH entre a linhagem MMS 150 e a selvagem utilizando o meio
de cultura complexo a base de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal pelo método
batelada com pulso.

5.2.9. Ensaios utilizando os meios GSPA, GSPG e GSPO
Por apresentar uma maior producdo de AC entre as linhagens mutantes, a

linhagem MMS 150 foi selecionada para a realizacdo dos cultivos subsequentes,
juntamente com a selvagem para comparagdo.A linhagem mutante MMS 150 obteve
uma maior produc¢do de 4cido clavulanico em comparagdo com a selvagem utilizando os
meios de cultura GSPA, GSPG e o GSPO. A producao de AC foi baixa por ser tratar de
um meio de cultura semi-sintético, porém em todos eles a linhagem mutante obteve uma
maior producao, principalmente quando utilizado o meio GSPA, onde aproduciao de AC
foi cerca de seis vezes mais com 60 horas de cultivo em comparagcdo a linhagem
selvagem, provavelmente a mutacdo fez com que essa linhagem mutante produza mais

AC quando utilizado meios semi-sintéticos. (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Comparac¢do da concentracio de AC entre a linhagem selvagem e a
mutante MMS 150 utilizando os meios GSPA, GSPO e GSPG.

Entre os meios GSPA, GSPG e GSPO, o GSPG que ¢ suplementado com o
aminodcido 4cido glutdmico evidenciou um maior consumo de glicerol pelas duas
linhagens, tendo o seu término por volta de 84 horas de cultivo com a linhagem mutante

e 108 horas com a linhagem selvagem (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Quantificacido de glicerol entre a linhagem selvagem e a mutante MMS
150 utilizando os meios GSPA, GSPG e GSPO.

O pH se manteve relativamente estavel durante todos os cultivos com os meios

GSPA, GSPG e GSPO, havendo pouca variagdo devido a modificacdo do meio de

cultura com a adi¢do do tampao MOPS. (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Perfil do pH entre a linhagem selvagem e a mutante MMS 150 utilizando

os meios GSPA, GSPG e GSPO.
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O meio de cultura GSPO, suplementado com o aminodcido ornitina, evidenciou

um menor crescimento celular entre as linhagens selvagem e a mutante MMS 150,

juntamente com uma menor producdo de AC (Figura 5.18).
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Figura 5.18. Comparagdo da biomassa entre a linhagem selvagem e a mutante MMS
150 utilizando os meios GSPA, GSPG e GSPO.

5.2.10. Ensaio utilizando o meio de cultura Soytone

Utilizando o meio de cultura soytone, a linhagem mutante MMS 150 obteve uma
menor producdo de AC em comparacdo com a selvagem, porém ambas as linhagens
obtiveram uma producao equivalente, ndo havendo diferengas significativas. (Figura

5.19).
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Figura 5.19. Comparacdo da concentragao de AC entre as linhagens selvagem e MMS
150 utilizando o meio de cultura soytone.

O consumo de glicerol foi continuo entre as linhagens MMS 150 e a selvagem
usando o meio de cultura a base de soytone, tendo praticamente todo o seu consumo

durante as 120 horas de cultivo (Figura 5.20).
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Figura 5.20. Quantificacdo de glicerol entre as linhagens MMS 150 e selvagem

utilizando o meio de cultura soytone.
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O pH sofreu algumas variacdes no decorrer do cultivo com o meio a base de

soytone , obtendo valores ao redor de 7,5 com as linhagens MMS 150 e selvagem ao

final do experimento (Figura 5.21).
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Figura 5.21. Perfil do pH entre as linhagens selvagem e MMS 150 utilizando o meio de

cultura soytone.

O édpice do crescimento celular usando o meio a base de soytone entre as

linhagens MMS 150 e a selvagem foi por volta das 48 horas do cultivo entre as duas

linhagens, nao havendo praticamente diferencas entre elas. (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Comparacdo da biomassa entre as linhagens selvagem e a MMS 150
utilizando o meio de cultura soytone.
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5.2.11. Ensaios utilizando o meio de cultuta minimo liquido suplementado com os

aminoacidos acido glutamico, prolina, arginina, lisina e ornitina

O aminodcido dcido glutdmico foi o primeiro e o Unico a ser totalmente
consumido entre as duas linhagens, seguido pela prolina, sendo que esse tltimo nao foi
totalmente consumido ao final de 120 horas de cultivo. Ao final de 24 horas a linhagem
selvagem havia consumido todo o dcido glutamico, ja a linhagem mutante obteve seu
total consumo ao final de 36 horas. Essa linhagem também obteve uma absor¢do mais
lenta com todos os outros aminodcidos em relacao a linhagem selvagem. (Figuras 5.23 e
5.24).

Diferentemente de quando usado como tnica fonte de carbono e nitrogénio em
meio de cultura sélido, onde ndo houve nenhuma absor¢ao e consequentemente nenhum
crescimento das linhagens, o 4cido glutdmico foi o aminoicido mais consumido pela
linhagem selvagem e a mutante MMS 150, isso devido a presenca de outros
aminodcidos que foram metabolizados inicialmente ou concomitantemente.

O aminoécido dcido glutamico foi o primeiro a ser totalmente consumido devido
esse servir de esqueleto para vdrias reacdes biossintéticas, gerando todos os 20

aminodcidos necessdrios a sintese de proteinas (Brock et al., 1994).
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Figura 5.23. Linhagem selvagem e o seu consumo de aminoécidos utilizando o meio de
cultura minimo suplementado com aminodacidos.
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Figura 5.24. Linhagem MMS 150 e o seu consumo de aminodcidos utilizando o meio
de cultura minimo suplementado com aminoécidos.

A maior producdo de AC entre as linhagens selvagem e a MMS 150 utilizando o
meio minimo concidiu com o consumo do aminoécido 4cido glutimico, havendo uma

queda na producao logo ap6s o término do mesmo (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Comparacao da concentracdo do AC entre as linhagens selvagem e MMS
150 utilizando o meio de cultura minimo suplementado com aminoécidos.
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A linhagem selvagem apresentou um maior crescimento celular em comparagdo

com a linhagem mutante (Figura 5.26).
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Figura 5.26. Comparagdo da biomassa entre a linhagens selvagem e a MMS 150
utilizando o meio de cultura minimo suplementado com aminoécidos.

5.2.12. Estudo da atividade lipolitica intracelular e extracelular, das proteinas

totais e de AC apés o cultivo de 80 horas

O resultado no primeiro ensaio com 80 horas de cultivo revelou uma maior
atividade enzimética no extrato (meio de cultura centrifugado), evidenciando assim uma
maior atividade lipolitica extracelular em relagdo a atividade intracelular, ja que o meio
de cultura continha 6leo de soja como indutor. As melhores temperaturas de estoque
foram 4°C e — 80°C para as amostras coletadas no sobrenadante (Figura 5.27). J4 para as
amostras coletadas no pellet, a melhor temperatura de estoque foi -80 °C para a
linhagem selvagem. Aplicando as andlises estatisticas entre as médias da atividade
lipolitica no pellet entre a linhagem selvagem e a mutante MMS 150, os resultados
revelaram diferencas significativas (P = 0,004), podendo concluir assim, que a mutacao
aplicada na linhagem MMS 150 provocou mudancas na enzima lipase intracelular,
apresentando uma maior fragilidade diante a estocagem nas temperaturas de -20 e -80

°C, que sdo as temperaturas mais usuais em estocagem de amostras (Figura 5.27).
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Figura 5.27. Perfil da atividade lipolitica do pellet e do sobrenadante entre as

linhagens selvagem e a MMS 150.

As figuras 5.28 e 5.29 revelam os resultados obtidos do estudo de AC e

proteinas totais ao final do cultivo de 80 horas e apds a estocagem em diferentes

temperaturas. A temperatura de -80 °C foi melhor para o armazenamento de AC para as

duas linhagens, as duas outras temperaturas apresentaram uma maior degradacido de

AC.
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Figura 5.28. Comparacdo da concentracdo do AC entre as linhagens selvagem e MMS
150 utilizando diferentes temperaturas de estoque.
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O estudo de proteinas totais revelou que a temperatura de — 80 °C também foi a

melhor para o estoque das amostras.
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Figura 5.29. Comparagdo de proteinas totais entre as linhagens selvagem e MMS 150
utilizando diferentes temperaturas de estoque.

5.2.13. Perfil da atividade lipolitica, proteinas totais, biomassa, AC e atividade
lipolitica especifica utilizando o meio de cultura complexo apés o cultivo de 120

horas

O cultivo de 120 horas de duragdo revelou que a produgao da atividade lipolitica
extracelular iniciou-se nas primeiras horas, ndo havendo uma total inibi¢do enzimatica
devido a presenca do glicerol, j& que esse é consumido primeiramente. A linhagem
mutante MMS 150 apresentou uma queda na atividade lipolitica apés as 36 horas de
cultivo (Figura 5.30), coincidindo com logo apds a queda na producdo de AC (Figura
5.33), podendo assim levar em conta que a mutacdo causou mudangas enzimaticas,
tanto na sua atividade lipolitica quanto na atividade enzimdtica necessdria para a

absorc¢do do glicerol, como revelou o cultivo realizado pelo método batelada com pulso.
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Figura 5.30. Perfil da atividade lipolitica entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando o meio de cultura complexo.

A comparacdo de proteinas totais revelou um consumo praticamente idéntico

entre as duas linhagens, ndo havendo diferencas significativas entre elas (Figura 5.31).
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Figura 5.31. Comparacdo da concentragdo de proteinas totais entre as linhagens
selvagem e mutante utilizando o meio de cultura complexo.

Apesar da complexidade do meio, apds trés lavagens das amostras foi possivel
ter uma estimativa do crescimento celular das linhagens, onde as duas apresentaram

uma biomassa equivalente (Figura 5.32).
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Figura 5.32. Comparacdo da biomassa entre as linhagens selvagem e mutante

utilizando o meio de cultura complexo.

A linhagem mutante continuou apresentando uma queda na produgdo de AC

logo apds a diminui¢do da sua atividade lipolitica, esse estudo indica uma correlacdo

entre a queda na producdo de AC com a diminui¢do da atividade lipolitica. A produgdo

de AC foi menor entre as duas linhagens devido os cultivos terem sido realizados em

Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio, havendo assim uma menor

transferéncia de oxigénio (Figura 5.33).

400+

300 e

200 /

100

Acido clavulanico (mg/L)
| |

—u—ATCC
—e— MMS 150

0 20 40 60 80

Horas

T
100

T
120

Figura 5.33. Comparacdo da concentragdo de AC entre as linhagens selvagem e

mutante utilizando o meio de cultura complexo.
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A figura 5.34 revela o perfil da atividade especifica da enzima lipase, onde a
linhagem selvagem obteve uma maior atividade especifica nas 60 horas de cultivo,
sendo essa cerca de 5 vezes maior em comparagdo com a linhagem mutante nesse
ponto.
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Figura 5.34. Perfil da atividade lipolitica especifica utilizando o meio de cultura
complexo.

5.2.14. Estudo da atividade lipolitica, proteinas totais, biomassa, AC e atividade
lipolitica especifica utilizando o meio de cultura complexo modificado sem adicio

de glicerol

Utilizando o meio de cultura complexo modificado sem glicerol, foi possivel
revelar uma maior indug¢do da atividade lipolitica nas primeiras horas de cultivo, a
linhagem mutante continuou apresentando uma queda na atividade lipolitica por volta
de 36 horas de cultivo, porém houve uma maior producdo enzimatica quando
comparado com o meio contendo glicerol, como foi apresentado na figura 5.30.
Aplicando andlises estatisticas, os resultados comprovaram diferencas significativas na
linhagem mutante diante a atividade lipolitica quando cultivada em meio de cultura sem
glicerol em comparacdo com o meio contendo glicerol, onde a produgdo da enzima
lipase foi cerca de 2,4 vezes maior (P = 0,014). Pode-se assim constatar que a mutac¢ao
aplicada na linhagem MMS 150 causou mudancas na sua atividade lipolitica de acordo
com o meio de cultura utilizado, havendo uma maior indu¢do quando utilizado o meio
complexo sem glicerol em comparagdo com a selvagem. J4 com a linhagem selvagem

nao houve mudancas significativas.
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Figura 5.35. Perfil da atividade lipolitica entre as linhagens selvagem e mutante
utilizando o meio de cultura complexo modificado.

A comparacdo de proteinas totais revelou um consumo praticamente idéntico

entre as duas linhagens, ndo havendo diferencas significativas entre elas (Figura 5.36).
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Figura 5.36. Comparacdo da concentracdo de proteinas totais entre as linhagens
selvagem e mutante utilizando o meio de cultura complexo modificado.

A estimativa do crescimento celular das linhagens apresentou um crescimento

maior na linhagem selvagem durante o cultivo (Figura 5.37).
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Figura 5.37. Comparacio da biomassa entre as linhagens selvagem e mutante

utilizando o meio de cultura complxexo modificado.

Obtemos com a linhagem mutante uma ligeira maior produgdo de AC por volta

das 72 horas de cultivo diante a linhagem selvagem, quando utilizado o meio complexo

modificado. Havendo assim uma relagdo de uma maior indugdo da atividade lipolitica

devido a auséncia de glicerol no meio, com uma maior producao de AC (Figura 5.38).
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Figura 5.38. Comparacdo da concentracdo de AC entre as linhagens selvagem e
mutante utilizando o meio de cultura complexo modificado.
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A figura 5.39 revela o perfil da atividade especifica da enzima lipase utilizando

o meio de cultura complexo modificado.
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Figura 5.39. Perfil da atividade lipolitica especifica utilizando o meio de cultura
complexo modificado.

6. CONCLUSOES

e As mutacdes de origem fisica e quimica aplicada na linhagem selvagem deram
origem a linhagens fenotipicamente diferentes, sendo que as maiores diferencas foram

apresentadas pelas linhagens mutantes AC 116, MMS 150 e MMS 54.

e Nio foi detectado a produgcdo de pigmentos melandides e nem da atividade
proteolitica extracelular em meio sélido, tanto na linhagem selvagem quanto nas

linhagens mutantes, portanto ndo houve mudancas nessas caracteristicas.

e O bioensaio qualitativo comprovou que todas as linhagens mutantes, e a selvagem,

produziram &cido clavulanico.

e A linhagem AC 116 obteve frente aos demais uma baixa revela¢do na cromatografia
em camada delgada para detectar cefamicina C. O bioensaio qualitativo comprovou que
a linhagem produziu cefamicina C, porém menos que a linhagem selvagem de acordo

com a média dos halos produzidos.
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e O teste em meio minimo sélido suplementado apenas com aminodcidos
separadamente revelou que os aminodcidos asparagina, ornitina, histidina e arginina
foram utilizados tanto como fonte de carbono como de nitrogénio e proporcionaram o
crescimento das linhagens. J4 os aminodcidos 4cido glutamico, lisina e prolina ndo

foram metabolizados pelas linhagens para o crescimento.

e O bioensaio com extragdo em meio sélido revelou que as linhagens mutantes MMS
150, MMS 54 e AC 116 produziram maiores halos de inibi¢ao, evidenciando assim uma

maior concentragdo de AC destas linhagens em relacdo a selvagem por este método.

e No cultivo em mesa incubadora rotativa utilizando o meio de cultura complexo a base
de farinha de soja, glicerol e 6leo vegetal proposto por Maranesi et al. (2005), a
linhagem mutante MMS 150 foi a que mais produziu entre as mutantes selecionadas,
obtendo uma producdo de aproximadamente 700 mg/L de 4cido clavulanico nas 60
horas de cultivo, superior aos outros mutantes relatados na literatura, porém inferior ao

obtido com a linhagem selvagem.

e Nos cultivos em mesa incubadora rotativa pelo método batelada com pulso, a
linhagem mutante MMS 150 obteve também menor produ¢do de AC, ndo evidenciando

assim qualquer mudanca com relacdo a falta de glicerol.

e Os cultivos realizados com os meios GSPG, GSPA e GSPO a linhagem mutante
MMS 150 apresentou uma maior produ¢do de dcido clavulanico frente as outras

mutantes e a selvagem, possivelmente a mutacao proporcionou essa maior producao.

e Os cultivos realizados utilizando o meio de cultura soytone, as linhagens MMS 150 e
selvagem obtiveram uma baixa producdo de AC e também nao houve diferencas entre

elas na producdo.

e No ensaio utilizando o meio de cultuta minimo liquido suplementado com os
aminodcidos 4cido glutdmico, prolina, arginina, lisina e ornitina com a linhagem MMS
150 e a selvagem, nao houve diferencas significativas entre as linhagens com relacio ao

consumo dos aminoacidos.
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e As andlises lipoliticas evidenciaram uma maior atividade extracelular em relagdo a
atividade intraceluar. A linhagem MMS 150 apresentou uma maior fragilidade da
enzima lipase intracelular diante a estocagem nas temperaturas -20 e -80 °C em

comparagdo com a selvagem.

e Quando utilizado o meio complexo proposto por Maranesi, a linhagem mutante
apresentou uma menor atividade lipolitica, porém, apds realizar o ensaio com 0 meio
complexo modificado, a linhagem mutante produziu uma atividade lipolitica cerca de
2,4 vezes maior, confirmando assim, que a mutacdo aplicada na linhagem MMS 150
causou mudancas na sua atividade lipolitica de acordo com o meio de cultura utilizado.
Sua produgdo de AC também foi maior em comparacdo com a linhagem selvagem
quando utilizado o meio modificado, havendo assim uma relagcdo de uma maior indugao

da atividade lipolitica com uma maior produgdo de AC.

7. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Todas as linhagens analisadas foram mutantes de primeira geragdo, portanto uma
segunda mutagdo nas linhagens seria importante, principalmente usando o mutagénico

quimico MMS, ja que a S. clavuligerus possui um alto conteddo de bases C+G.

Realizar um trabalho de fusdo de protoplastos entre as linhagens mutantes e
entre as linhagens mutantes e a selvagem, proporcionando assim uma recombinacio do

DNA e possibilitando assim linhagens com uma maior producao de AC.

Realizar um trabalho de biologia molecular, podendo assim proporcionar

recombinacdes no genoma de uma maneira direcionada.

Realizar um trabalho especifico com a enzima lipase, pois a Streptomyces
clavuligerus apresentou uma alta produgdo, em comparacdo com alguns trabalhos
recentes citados na literatura temos:

Domingues et al. (2005), atividade lipolitica = 167 U/ com o microrganismo

Thermus thermophilus, trabalho realizado em biorreator.
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Silva et al. (2005), atividade lipolitica = 4.540 U/L com o microrganismo

Metarhizium anisopliae.

Nossos resultados obtidos com S. clavuligerus: Atividade lipolitica entre

16.390,00 a 85.092,60 U/L, trabalho realizado em mesa incubadora rotativa.
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