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RESUMO

COSTA, C.L.L. Estratégias para a melhoria da producéo de acido clavulanico por
Streptomyces clavuligerus. Tese (Doutorado). Departamento de Engenharia Quimica,
Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar. 2014.

O é&cido clavulanico (AC), produzido pela bactéria Streptomyces clavuligerus, é um
potente inibidor de beta-lactamases utilizado em combinacdo com antibioticos beta-
lactdmicos convencionais no tratamento de infecgdes causadas por bactérias resistentes
a estes antibioticos. A biossintese de AC € limitada por altas concentracdes de fonte de
carbono e assim como outros compostos beta-lactamicos, ¢ altamente instavel em pH’s
basicos ou &cidos, mesmo em temperaturas moderadas. No presente trabalho, foram
investigadas diferentes estratégias de melhoria da producdo de AC. Foram realizados
cultivos em batelada e batelada com pulsos de glicerol em mesa incubadora rotativa a
250 rpm e pH 6,8 em temperaturas constantes de 20, 25 e 30°C (controle), bem como
cultivos com reducdo de temperatura apos a fase de crescimento celular de 30 para
25°C, 30 para 20°C e 25 para 20°C. Foram também investigados os efeitos da
temperatura e do pH na degradacdo de AC em diferentes tempos de cultivo e na
presenca de ions amdnio. Observou-se que 0 uso de baixas temperaturas (20°C) durante
o0 cultivo reduz a velocidade de consumo de substrato e proporciona um maior acumulo
de AC, ao reduzir os efeitos de degradacdo e os efeitos de inibicdo pela fonte de
carbono. Foram também realizados cultivos em batelada com alta concentracdo de
glicerol (30 e 60 g/L) a baixa temperatura (20 e 25°C). Os resultados confirmaram que o
glicerol inibe ou até reprime a biossintese de AC, dependendo da condi¢cdo de
temperatura empregada. Os maiores valores de concentra¢do de AC foram obtidos para
0 cultivo a 20°C e 30 g/L de glicerol (1543 mg/L), valor 9,2 vezes maior que o cultivo
controle em batelada a 30°C. As cinéticas de degradacdo de AC em pH’s 6,5 ¢ 7,5 ¢ em
diferentes concentracdes de ions aménio (0 a 1000 mg/L) também foram avaliadas.
Verificou-se que a degradacao foi acentuada em pH 7,5 e com maiores concentragdes de
ions amonio. Para todas as propostas de cultivos de producdo de AC, obteve-se uma
concentra¢do maxima de AC no caldo de cerca de 1,5 g/L, indicando ser o AC inibidor
da sua propria biossintese. Foram entdo avaliados os potenciais de remocao de AC do
caldo de cultivo por adsorventes alternativos como carvdo ativado, clinoptilolita e
hidrotalcita calcinada, e por uma resina de troca ibnica, Amberlite IRA 400, para
aplicacdo no processo de fermentacdo extrativa. O uso de resina IRA 400 como
adsorvente para remover AC durante o cultivo resultou num aumento de 48% na
concentracdo maxima de AC em comparacdo com o cultivo na mesma condicdo de
temperatura (20°C) e concentracgdo de glicerol inicial (15 g/L) realizadas sem a remocéo
do produto, comprovando a hipdtese de inibicdo pelo produto no processo de producédo
de AC. Em cultivo a 20°C com concentragdo de glicerol de 30 g/L e remocédo de
produto, obteve-se uma alta producdo de AC de 2841 mg/L. Os resultados indicam que
0 uso de baixa temperatura aliado a remocao de produto durante a producdo de AC
representam novas e eficientes estratégias que elevam sobremaneira o rendimento da
producéo de AC.

Palavras-chave: acido clavulanico, Streptomyces clavuligerus, temperatura,
degradacéo, fermentacéo extrativa.



ABSTRACT

COSTA, C.L.L. Strategies for improving clavulanic acid production by
Streptomyces clavuligerus. Thesis. Department of Chemical Engineering, Federal
University of Sdo Carlos - UFSCAR . 2014.

Clavulanic acid (CA) produced by Streptomyces clavuligerus, is a potent inhibitor of
beta-lactamases used in combination with conventional beta-lactam antibiotics in the
treatment of infections caused by resistant bacteria to these antibiotics. The biosynthesis
of CA is limited by high concentrations of carbon source and like other beta-lactam
compounds, it is highly unstable in acidic or basic pHs even at moderate temperatures.
In this work, it was investigated different strategies to improve the production of AC.
Batch and batch cultivations with glycerol pulses were carried out in shaker at 250 rpm
and pH 6.8 at constant temperatures of 20, 25 and 30°C (run control), as well as with
temperature reduction after cell growth phase from 30 to 25°C, 30 to 20°C and 25 to 20
C. It was also investigated the effects of temperature and pH on the AC degradation at
various cultivation times in the presence of different concentration of ammonium ion. It
was observed that the use of low temperatures (20°C) during cultivation reduced the
substrate uptake rate and provides a higher accumulation of AC, in the broth by
reducing the effects of CA degradation and inhibition effects caused by carbon source.
Batch cultivations with higher glycerol concentration (30 and 60 g/L) were also
performed at low temperature (20 and 25°C). The results confirmed that glycerol
inhibits or even represses the biosynthesis of CA, depending of the temperature
condition employed. The highest CA concentration value (1543 mg/L) were obtained
for the cultivation at 20°C and 30 g/L glycerol, 9.2 fold-higher than run control at 30°C.
The kinetics of CA degradation at pHs 6.5 and 7.5 and at different concentrations of
ammonium ion (0 to 1000 mg/L) were also evaluated. It observed that the degradation
was highest at pH 7.5 and higher concentration of ammonium ion. For all proposals of
cultivations for CA production, it was obtained a maximum CA concentration in
fermentation broth of about 1.5 g/L, indicating that CA acts as an inhibitor of its own
biosynthesis. Then, the potential CA removal from broth culture was evaluated by using
of alternative adsorbents such as activated carbon, clinoptilolite calcined hydrotalcite,
and an ion exchange resin Amberlite IRA 400, for application in extractive fermentation
process. The use of resin IRA 400 as an adsorbent to remove CA during cultivation
resulted in an increase of 48% in maximum CA concentration if compared with
cultivation at the same temperature condition (20°C) and glycerol concentration (15
g/L) conducted without product removal, confirming the hypothesis of inhibition by
product in the CA production process. In cultivation at 20°C with glycerol concentration
of 30 g/L and product removal, it was obtained a highest CA production of 2841 mg/L.
The results indicate that the use of low temperature combined with the removal of
product during the production process of AC represent a new and effective strategies to
greatly increase the yield of CA.

Keywords: clavulanic acid, Streptomyces clavuligerus, temperature, degradation,
extractive fermentative.
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Capitulo 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



1.1. Introducéo

A maior parte da producéo de antibidticos é realizada por via fermentativa, na
qual células microbianas empregadas como biocatalisadores, sdo utilizados ha milénios
pelo homem na fabricacdo de alimentos e bebidas. Atualmente, esses processos
biotecnologicos se destacam pela diversidade de produtos de notavel importancia
econdmica. Etanol, &cido citrico, vitaminas, enzimas e antibidticos sdo alguns
exemplos. Embora algumas dessas substancias possam ser obtidas de modo mais
econémico por técnicas de sintese quimica, outras mais complexas como enzimas e
antibidticos ndo podem prescindir da atividade dos micro-organismos (SCRIBAN,
1985).

Dentro desse contexto se destaca o processo fermentativo para produgdo do
acido clavulanico (AC). O AC é um potente inibidor de beta-lactamases, enzimas
associadas com a resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos, como as
penicilinas. Medicamentos contendo AC em suas formulacGes séo largamente utilizados
no tratamento de doencas infecciosas e podem ser encontrados em mais de 150 paises e
sdo0 responsaveis por gerar um mercado de vendas de mais de 2 bilhGes de dolares ao
ano (L1 e TOWNSEND, 2006).

O processo classico de producdo de AC é realizado em fermentadores tipo
tanque agitado e aerado, utilizando Streptomyces clavuligerus como micro-organismo
produtor e meios de cultura complexos contendo derivados de soja e glicerol ou lipideos
como fontes de nitrogénio, carbono e energia, respectivamente (MAYER E
DECKWER, 1996; CHEN et al., 2002; 2003; BAPTISTA-NETO et al., 2005; WANG
et al., 2004; TEODORO et al., 2006; ORTIZ et al., 2007). O estudo da dindmica dos
processos fermentativos através do conhecimento qualitativo dos fatores que
influenciam sua operacao é de primordial importancia para sua otimizacdo. No caso do
AC, muitos estudos no que diz respeito a melhoria do processo ja foram realizados e
encontram-se documentados na literatura. Dentre eles pode-se citar:

- aprimoramento dos micro-organismos produtores através de melhoramento
genético da linhagem e de operacOes adequadas para preservacdo do estoque de células
(PARADKAR et al., 2001; KORBEKANDI et al., 2007).



- otimizacdo das condicdes nutricionais do caldo de cultivo com relacdo as
fontes de carbono e energia e de nitrogénio (MAYER E DECKWER, 1996;
MARANESI et al., 2005; ORTIZ et al. 2007; TEODORO et al., 2006).

- avaliacdo de variaveis de operacdo como agitacdo e aeracdao e condicdes de
cisalhamento no biorreator (ROSA et al., 2005; CERRI e BADINO., 2012;
BUSTAMANTE e BADINO, 2013).

- analise de processos de extracdo e purificacdo do AC (ALMEIDA et al., 2003;
HIRATA et al., 2009).

Diversos aspectos deste processo vém sendo estudados através de dissertacdes e
teses desde 1998, desenvolvidas dentro de uma linha de pesquisa do Laboratério de
Fermentacdo e Purificacdo do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) (GOUVEIA et al., 2001; ALMEIDA,
2003; MARANESI et al., 2005; ROSA et al., 2005; BAPTISTA-NETO 2005;
CAMPESI et al., 2007; ORTIZ, 2007; TEODORO et al., 2006; 2010; HIRATA et al.,
2009; BELLAO ,2010). Apesar dos esforcos, valores maximos de producdo de AC
ainda sdo baixos. A literatura relata valores maximos de 1,6 g/L em processos em
biorreator utilizando linhagem selvagem de S. clavuligerus (TEODORO et al., 2010).
Dados de producéo industrial de AC sdo muito escassos e seus valores maximos nao séo
divulgados, exceto por uma patente que descreve valores de 3,8 g/L utilizando uma
linhagem geneticamente modificada (CARDOSO et al., 2002). Por isso, a procura por
novos métodos de producdo com o objetivo de aumentar a producdo desta molécula e
diminuir os custos do processo desperta grande interesse.

De modo geral, o éxito de um processo fermentativo em termos de producéo
e/ou produtividade em produto pode ser atribuido a uma série de fatores, dentre eles:

(1) controle da regulacdo metabdlica; a maioria dos micro-organismos utilizados
em fermentacBes possui uma complexa rede de reagdes metabolicas sujeitas a regulacdo
génica que pode interferir negativamente no potencial de producdo da linhagem
produtora. No caso do AC, essa regulacdo génica encontra-se, ainda, pouco elucidada, o
que afeta e limita estudos relacionados a producéo.

(2) o produto limitar sua propria biossintese a partir de mecanismos de repressao
e inibicéo, restringindo a concentracédo final de produto sempre a baixos valores.

(3) o produto ser citotoxico. Se o produto interfere negativamente na viabilidade

das células produtoras sdo esperados menores rendimentos ao final do processo.



(4) o produto ser altamente instavel. A instabilidade do produto nas condi¢oes de
conducdo do seu processo de producdo como temperatura, pH, concentragéo de
oxigénio ou mesmo pela presenca de outras moléculas comuns ao caldo fermentativo,

também leva a baixos niveis de producdo.

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Baseado no exposto, a presente tese de doutorado teve como objetivo geral
contribuir na melhoria do rendimento do processo de producdo de AC, através do
desenvolvimento e aperfeicoamento das operacOes fermentativas a partir da
implementacdo de novas estratégias, a saber: cultivos em baixa temperatura, cultivos
batelada com pulsos de fonte de carbono (glicerol) e cultivos com remocao de produto

“in situ™’ (fermentacado extrativa).

1.2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos que levaram a conquista do objetivo principal, pode-
se citar:

- investigar a influéncia das varidveis temperatura e programas de alimentacao
de fonte de carbono (glicerol), em frascos agitados, sobre os parametros fermentativos
do bioprocesso de producdo de AC;

- avaliar as velocidades de degradacdo do AC em diferentes tempos ao longo do
processo fermentativo em diferentes temperaturas;

- avaliar as velocidades “liquidas” de producao de AC em cultivos conduzidos
sob diferentes temperaturas;

- avaliar o efeito do ion amonio (NH;") na degradagéo do AC;

- testar resinas convencionais e adsorventes alternativos com possiveis
aplicacdes na remocdo do AC em cultivos com alta concentracdo do produto durante o
processo de fermentagéo extrativa;

- esclarecer os efeitos do produto na sua biossintese.



1.3.Estrutura do trabalho

A presente tese esta dividida em oito capitulos, a saber:

- Capitulo 1. Apresenta a INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
do trabalho.

- Capitulo 2. Apresenta uma REVISAO BIBLIOGRAFICA geral e atualizada
dos assuntos relacionados ao processo de producéo do AC via fermentagéo, que serviu
de base para a proposta experimental e discussdo dos resultados apresentados. Séo eles:
caracteristicas do micro-organismo utilizado, regulacdo do metabolismo secundario,
biossintese do AC, caracteristicas estruturais da molécula e os fatores que afetam o
rendimento do processo durante a fermentagéo.

Os capitulos seguintes foram divididos baseados no conjunto de propostas para a
melhoria da producdo do AC. Em cada um foi apresentada uma breve revisao
bibliografica focada no tema apresentado. Estdo também descritos os Materiais e
Métodos e procedimentos experimentais utilizados no desenvolvimento, bem como
apresentados e discutidos os principais resultados obtidos em Resultados e Discussao de
cada etapa do trabalho. De uma maneira resumida, os capitulos foram divididos de

acordo com os seguintes temas:

- Capitulo 3: PRODUCAO DE ACIDO CLAVULANICO POR Streptomyces
clavuligerus EM BATELADA SEM E COM PULSOS DE GLICEROL SOB
DIFERENTES CONDICOES DE TEMPERATURA.

- Capitulo 4: CULTIVOS DE Streptomyces clavuligerus EM ALTA
CONCENTRACAO DE GLICEROL PARA PRODUCAO DE ACIDO
CLAVULANICO.

- Capitulo 5: EFEITOS DO iON AMONIO E DO pH NA DEGRADACAO DE
ACIDO CLAVULANICO EM SOLUCAO AQUOSA E EM CALDO DE CULTIVO.

- Capitulo 6: ESTUDOS DE ADSORCAO DE ACIDO CLAVULANICO EM
ADSORVENTES ALTERNATIVOS E RESINA DE TROCA IONICA PARA
APLICACAO EM FERMENTACAO EXTRATIVA.



- Capitulo 7: FERMENTACAO EXTRATIVA DE ACIDO CLAVULANICO
UTILIZANDO RESINA DE TROCA IONICA

- Capitulo 8. CONCLUSOES GERAIS

- Capitulo 9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



Capitulo 2

REVISAO BILIOGRAFICA



2.1. Considerac0es sobre os processos microbiologicos de producéo de antibioticos

Os processos fermentativos sdo regulados pelas atividades bioquimicas dos
micro-organismos e pelas condi¢Ges do meio. Esses fatores interagem entre si e somente
as condicdes ambientais podem ser controladas diretamente nos processos de tecnologia
de fermentacdo. Variaveis como pH, pressdo parcial de oxigénio e concentracdo de
nutrientes podem ser controladas durante o processo de modo a criar um ambiente
favoravel para a cultura celular, para que esta venha maximizar sua atividade
metabolica (BAILEY & OLLIS, 1986). Os processos fermentativos envolvem uma
complexa interacdo entre células e seu ambiente e o controle desses fatores ambientais
tornam-se fundamentais para a melhor performance do processo.

Parametros de controle podem ser agrupados em duas categorias: parametros
fisicos (temperatura, pressdo, alimentacdo de substrato) e quimicos (pH, concentracédo
de nutrientes e de oxigénio dissolvido). Os processos bioguimicos, especialmente as
fermentagdes, sdo processos muito complexos e altamente sensiveis uma vez que, para
pequenas mudancas nas condigfes operacionais tais como temperatura e pH, a resposta
celular pode apresentar grandes desvios. Isso acontece porgque os catalisadores das
reacOes bioquimicas, as enzimas, usualmente possuem um estreito intervalo de
funcionamento de suas atividades étimas, a0 mesmo tempo em que, sob condi¢des nao
muito distantes do 6timo, podem ser desnaturadas irreversivelmente. E por isso que
desvios das condicBes 6timas durante o processo fermentativo podem causar prejuizos
para as culturas celulares, uma vez que estas sdo constituidas por uma variedade de
sistemas enziméticos complexos (SCRIBAN, 1985).

A maior parte da producdo de antibioticos é realizada por via fermentativa,
sendo os fungos e bactérias os micro-organismos responsaveis pela sua biossintese. O
desenvolvimento de um processo de producdo de biomoléculas por via fermentativa
pode ser resumido nas seguintes etapas:

- busca, selecéo e isolamento dos micro-organismos produtores na natureza,;

- aprimoramento das linhagens dos micro-organismos produtores através de
estudos de otimizacdo das atividades metabdlicas e técnicas de engenharia genética,
bem como dos métodos de conservagédo da linhagem;

- aprimoramento dos meios de cultura através de estudos das necessidades

nutricionais otimas, principalmente com relacdo aos tipos de fonte de carbono, fonte de



nitrogénio e das substancias precursoras da molécula, bem como das suas concentracfes
ideais no meio e pH.

- desenvolvimento do equipamento de fermentacdo e de suas configuracOes de
controle automatico das variaveis de processo (temperatura, pH, agitacao, concentracdes
de oxigénio dissolvido e de substratos essenciais), aumentando-se assim a performance
do processo;

- melhoria da producéo através de estudos de conducdo de operagdo do processo:
batelada, batelada alimentada, continuo.

- por fim, melhoria dos processos de extracdo e recuperacdo da biomolécula,
com o intuito de se obter uma operacao estavel e reduzir as perdas do produto durante

esta etapa.

2.2. Acido clavulanico (AC)

A descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming, representa um dos
mais importantes marcos da histéria da medicina, pois permitiu o desenvolvimento de
drogas efetivas no tratamento de infec¢bes causadas por bactérias patogénicas. As
penicilinas pertencem a classe dos antibioticos beta-lactamicos. Devido ao seu enorme
espectro de acdo antimicrobiana e baixa toxicidade a células humanas, os compostos
beta-lactdmicos séo largamente utilizados no combate a uma ampla gama de infecgdes.
Por isso, este grupo representa os produtos biotecnolégicos mais vendidos no mundo
correspondendo a 65% das vendas de antibiéticos (ELANDER et al., 2003).

A atividade bioldgica dos antibidticos beta-lactamicos € decorrente da sua
habilidade de inibir a transpeptidase, enzima responsavel pela sintese do
peptideoglicano, componente fundamental da parede celular bacteriana. A acdo do
antibidtico prejudica a divisao celular além de promoverem a liberacdo de autolisinas,
letais para as bactérias (BIDNENKO et al., 1998).

Entretanto, algumas linhagens de bactérias desenvolveram mecanismos de
defesa contra estes antibidticos atraves da expressdo de beta-lactamases, enzimas que
catalisam a hidrélise do anel beta-lactamico presente na estrutura desses compostos e
geram produtos estaveis e biologicamente inativos (LIVERMORE, 1995). A produgéo
de beta-lactamases € a principal forma de resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-

lactdmicos e podem ser encontradas em bactérias como Escherichia sp, Klebisiela sp,
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Proteus sp, Pseudomonas sp, Enterobacter sp e Staphylococcus aureus (COLE et al.,
1985).

Visando lidar com o problema da resisténcia aos antibioticos beta-lactdmicos, os
Laboratorios Beecham Pharmaceutical Division (Grd-Bretanha) implementaram em
1967 um programa de selecdo de micro-organismos produtores naturais de inibidores de
beta-lactamases. Foram realizados testes de inibicdo do crescimento da bactéria
Klebsiella aerogenes, resistente a benzilpenicilina, em placas de Petri, utilizando este
antibidtico juntamente com um potencial inibidor da beta-lactamase. A cultura
microbiana que apresentou uma resposta positiva aos testes foi a de Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064. Posteriormente, a estrutura quimica da substancia inibidora
de beta-lactamase foi identificada por Howarth et al. (1976) e denominada &cido
clavulanico, (2)-(2R,5R)-3-(2-hidroxietilideno)-7-ox0-4-oxa-1-azabiciclo(3.2.0)-
heptano-2-acido carboxilico. O AC ¢é formado pela fusdo dos anéis beta-lactamico e
oxazolidino (Figura 2.1) e é estruturalmente relacionado a estrutura dos antibidticos
beta-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas).

Figura 2.1 — Estruturas do AC: (a) bidimensional e (b) tridimensional.

(@) H (b)
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Fonte:http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5280980#itabs-3d.Acesso: 27/01/2014.

O AC possui como caracteristicas principais:

- massa molar igual a 199,16;

- 4cido carboxilico com pKa=2,8;

- dois centros quirais com estereoquimica 2R 5R;

- sais de acido clavulanico s@o mais estaveis que a forma acida.
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O nudcleo central do AC se assemelha a estrutura das penicilinas e a sua
estereoquimica 2R 5R diferenciada permite que ele atue como um ligante irreversivel no
sitio ativo da beta-lactamase, levando a inativacdo da sua atividade enzimatica (PAGE,
2000). A reacdo de inibicdo envolve uma ligacdo irreversivel entre o grupo hidroxila da
serina da beta-lactamase e o AC, produzindo um complexo altamente estavel e

biologicamente inativo (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Mecanismo de agdo do AC.
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2009)

Embora o AC seja efetivo contra um grande espectro de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, sua atividade antibacteriana é relativamente baixa. O
crescimento de Klebsiella aerogenes ndo € inibido na presenca de 125 mg/L de
ampicilina ou em 10 mg/L de AC. No entanto, na presenca de 12,5 mg/L de ampicilina
combinado com 5 mg/L de AC, o crescimento das colonias € inibido. Do mesmo modo,
o crescimento de colbnias de Staphylococcus aureus ndo € inibido na presenca de 100
mg/L de ampicilina ou 5 mg/L de AC, entretanto é inibido na presenga de uma
combinacédo de 10 mg/L de ampicilina e 1 mg/L de AC (COLE et al., 1985).
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Como resultado, 0 AC ¢é administrado em medicamentos juntamente com outros
antibioticos beta-lactdmicos de amplo espectro, que sdo suscetiveis a agdo de beta-
lactamases (BROWN et al., 1976). Nessas formulagdes, o AC é encontrado na forma de
sais de metais alcalinos, em geral o clavulanato de potassio. Um dos medicamentos
comercializados no Brasil é o Clavulin® (Glaxo SmithKline do Brasil Ltda.), uma
combinacdo de 500 mg de amoxicilina e 125 mg de AC. O Augmentin® é outra
variacdo dessa combinacdo, enquanto que o Timentin® é uma combinagdo de
AClticarciclina (BAGGALEY et al.,1997). Além de se mostrarem muito eficazes nos
tratamentos terapéuticos, esses produtos geram um mercado de vendas avaliado em
mais de 2 bilhdes de ddlares ao ano (LI e TOWNSEND, 2006), o que contribui como
forte incentivo para estudo do processo de produgdo do AC.

2.3. Biossintese do AC

O micro-organismo produtor de AC, Streptomyces clavuligerus, é uma bactéria
filamentosa, Gram-positiva, aerdbia estrita, pertencente ao grupo dos actinomicetos e
predominantemente encontrada no solo (LECHEVALIER e LECHEVALIER, 1981).
Romero et al. (1984) destacam que a caracteristica mais importante da bactéria
filamentosa S. clavuligerus ¢ a sua capacidade de produzir antibiéticos.

Atualmente, sabe-se que esta bactéria é capaz de produzir cerca de 20
metabolitos secundérios, incluindo varios compostos beta-lactamicos como a penicilina
N, a cefamicina C, a desacetoxicefalosporina C. S. clavuligerus também produz outros
componentes com estrutura de clavamas (Figura 2.3) que diferem do AC pela perda de
um grupo carboxil no C-3 e pela estereoquimica 5S, sendo conhecidas como clavamas
5S (LIRAS E RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).
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Figura 2.3 — Estrutura do anel clavamico. A esquerda, clavama 5S e a direita, 0 AC com
estereoquimica 5R.
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Fonte: Acervo pessoal

Embora tenha sido descoberto hd algumas décadas, ainda se tem pouco
conhecimento a respeito da regulacdo das vias de biossintese do AC. De modo geral, 0s
genes para biossintese do AC estdo organizados em um super-cluster do genoma de S.
clavuligerus. Aproximadamente 18 genes (orf2-19) codificam proteinas envolvidas na
biossintese, transporte e regulacdo do AC. A biossintese é iniciada pela condensacdo de
L-arginina e D-gliceraldeido-3-fosfato, seguida por varias etapas até formar o acido
clavaminico. Até este ponto, as vias de biossintese sdo comuns as das demais clavamas
com estereoquimica 5S. Nas etapas seguintes, o acido clavaminico sofre uma dupla
epimerizacdo e uma desaminacdo oxidativa formando o clavulanato-9-aldeido, que é
convertido em AC por uma reacgdo envolvendo NADH (Figura 2.4) (MACKENZIE et
al., 2007).
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Figura 2.4 — Biossintese do AC.
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Fonte: Adaptado de OZCENGIZ e DEMAIN (2013).

2.4. Regulacao do metabolismo secundario

Metabolismo é definido pelo conjunto de reacdes bioguimicas que acontecem no
interior da célula. Aos produtos metabdlicos gerados durante o catabolismo e
anabolismo associados ao crescimento celular se denominam metabdlitos primarios. O
metabolismo primério celular envolve uma série de reagBes bioquimicas que geram
compostos precursores e intermediarios e convertem em macromoléculas essenciais ao
crescimento celular, como acido desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA),
proteinas, lipidios e polissacarideos. As reacdes do metabolismo primario sdo
usualmente balanceadas e os metabdlitos primarios raramente se acumulam no interior
das celulas, sendo consumidos pelas reagdes (MARTIN E DEMAIN, 1980).

Os metabdlitos secundarios sdo descritos como aqueles produzidos apds a fase
de crescimento celular (idiofase ou fase de produgédo) de cultivos em batelada. Estes

compostos, em geral, possuem uma estrutura quimica complexa e ndo séo essenciais ao
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crescimento das células, no entanto, acredita-se que estdo relacionados com as fungdes
de sobrevivéncia celular. A diversidade estrutural destas moléculas pode ser
exemplificada por muitas classes de compostos organicos incluindo cumarinas,
quinonas, epodxidos, alcaloides, glicosideos, naftalenos, macrolideos, poliacetilenos,
peptideos, pirrdis, tetraciclina, entre outros (MARTIN e DEMAIN, 1980). Muitos
compostos de interesse comercial como antibiéticos, fungicidas, antitumorais, entre
outros, sdo produtos gerados do metabolismo secundéario de micro-organismos
(VINING, 1986).

Uma importante caracteristica do metabolismo secundario € que as vias de
biossintese estdo sujeitas a acdo de mecanismos regulatérios de inducdo, regulacdo
catabdlica e regulacdo pelo produto. Isto €, 0 metabolismo secundéario é governado por
controles regulatorios associados ao crescimento celular e controles regulatorios
especificos que afetam vias individuais de biossintese (DEMAIN e FANG, 1995).

Durante o processo fermentativo, enzimas e produtos do catabolismo das vias
metabdlicas devem ser sintetizados e estar integrados de modo a se obter maximos
rendimentos do produto de interesse. Para isso, as vias metabdlicas devem ser
coordenadas de modo a garantir que somente quantidades necessarias de subprodutos
sejam formadas, evitando o gasto energético desnecessario pela célula, como também, a
interferéncia desses compostos nas vias fermentativas de biossintese do produto. Dessa
forma, a regulacdo do metabolismo microbiano pode ser usada como ferramenta para
melhoria do processo fermentativo através da manipulacdo adequada das variaveis de
processo, bem como da forma de operacdo do biorreator.

Segundo Martin e Demain (1980), a producdo de metabolitos secundarios
geralmente € maior em condicGes de limitacdo de um ou mais nutrientes. Isto sugere
que ha um substrato especifico e limitante que atua como repressor da producdo de
metabdlitos secundarios durante os estagios iniciais de crescimento. Vale ressaltar que a
regulacdo das vias metabdlicas de biossintese de AC por S. clavuligerus sdo complexas
e nao estdo totalmente elucidadas. No entanto, sabe-se que estdo sob controle das
concentragOes de fontes de nitrogénio e de carbono e fosfato.

Repressdo e inibicdo sdo dois mecanismos distintos do controle regulatério do
metabolismo secundario de antibidticos. A repressdo envolve o controle da expressao
génica das enzimas da rota biossintética do produto. Este controle pode ocorrer pela
interferéncia na transcricdo da informacdo genética do DNA em ,RNA como também

pode ocorrer pela interferéncia na traducdo da informacdo genética do nRNA em
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proteina. A inibicédo se refere ao controle da atividade enzimatica de sintetases da rota
de sintese do produto.

Sabe-se, por exemplo, que a biossintese de candicidina é regulada pelo fosfato
por ambos os tipos de controle: (i) em altas concentracdes, o fosfato reprime a sintese de
sintetases envolvidas na rota de biossintese da candicidina através do controle da
expressdo génica; (ii) o fosfato inibe a sintese de candicidina apds a formacdo das
sintetases através do controle da atividade enziméatica das enzimas envolvidas na
biossintese deste produto (MARTIN e DEMAIN, 2012). Em alguns casos, o produto
final inibe uma parte da via sua de sintese, limitando a sua producdo. E o caso das
cefalosporinas que inibe sua producdo em Paecilomyces persicinus (MARTIN e
DEMAIN, 2012).

A glicose usualmente interfere na biossintese de antibioticos. O mecanismo
molecular de regulacdo pela glicose pode ser amplamente encontrado em varios
sistemas microbianos ¢ ¢ denominado “regulacdo catabdlica pela fonte de carbono”
(SANCHEZ e DEMAIN, 2002). A sua regulacdo estd relacionada ao controle da
velocidade de crescimento celular. Soltero e Johnson (1954) relataram que uma lenta
alimentacdo de glicose ao fermentador reduz a velocidade de crescimento celular e
elimina a interferéncia da glicose na sintese de penicilina. Analogamente, a formagéo
dos antibidticos candicidina e cadihexina foi estimulada por uma lenta alimentacéo de
glicose no meio (MARTIN e McDANIEL, 1974). Outros estudos ja demonstraram o
efeito negativo do rapido consumo da fonte de carbono na sintese de antibioticos, como
a penicilina por Penicillium sp (REVILLA et al., 1984) e cefalosporina por S.
clavuligerus (AHARONOWITZ e DEMAIN, 1978).

Em alguns casos, a regulacdo catabolica pela fonte de carbono esté relacionada a
repressdo da expressdo génica de uma da enzima da via de biossintese do produto. Na
producdo de actinomicina por Streptomyces antibioticus, a glicose reprime a sintese de
fenoxazinona sintase, uma das enzimas da via biossintética do antibiético (DEMAIN,
1982). Vining et al. (1986) relatam que a repressao também pode ocorrer pelo acimulo
de metabdlitos intermediarios das vias catabolicas.

Pode citar também a repressdo de formacdo de AC por fosfato. Romero et al.,
(1984) investigaram a regulacdo exercida pelas fontes de fosfato, sendo que o fosfato
inorganico exerceu um efeito inibitorio na biossintese de AC.

As principais fontes de carbono utilizadas nos processos fermentativos para

producdo de AC por S. clavuligerus sdo o glicerol e 6leos. Rius e Demain (1997)
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avaliaram o efeito da concentracéo de glicerol na fermentacdo de AC e verificaram que
altas concentracdes (2 a 3% m/v) inibem a biossintese do antibiotico. Chen et al. (2002)
investigaram o efeito da alimentacdo de glicerol na producdo de AC em cultivos em
mesa incubadora rotativa a 28°C. Os autores verificaram que quando o glicerol estava
presente na faixa de 10-20 g/L havia um aumento da producao.

Recentemente, Ortiz et al. (2007) estudaram a complementacdo do meio de
cultivo, contendo glicerol, com do 6leo de soja na produgdo de AC por S. clavuligerus
ATCC 27064. Os resultados indicaram que o 6leo foi consumido somente depois do
consumo de glicerol, sugerindo um crescimento diauxico. Segundo 0s mesmos autores,
o cultivo com dleo em batelada simula um cultivo em batelada alimentada, pois a
hidrélise do 6leo pela acdo de lipases gera glicerol como produto, assim o glicerol é
lentamente disponibilizado no meio favorecendo a producéo de AC. Ao ser lentamente
disponibilizada, a fonte de carbono ndo causa efeito repressor das vias metabdlicas. No
entanto, o uso de 6leos nos meios de cultivos ndo é desejavel, pois exige um alto
requerimento de oxigénio durante a oxidacdo das moléculas, eleva a viscosidade do
meio e 0 aumento de etapas de recuperacao do produto (SAUDAGAR et al., 2008).

As fontes de nitrogénio comumente utilizadas em meios de cultura para o
crescimento celular, como os sais de aménio, também apresentam efeito negativo sobre
0 metabolismo secundario (DEMAIN e FANG, 1995). A presenga de ions aménio em
quantidade suficientemente elevada, reprime as enzimas envolvidas na assimilacdo de
outras fontes de nitrogénio como aminoacido e ureia (WHITE, 1995).

Gouveia et al. (2001) estudaram a otimizagdo da composic¢édo do meio de cultura
para producdo de AC por S. clavuligerus. Neste estudo foram avaliados os efeitos de
diferentes fontes de N obtidas comercialmente como proteina isolada de soja, extrato de
levedura, peptona bacterioldgica e agua de maceracdo de milho (milhocina). Observou-
se que os maiores rendimentos se deram quando proteina isolada de soja foi utilizada no
cultivo.

Mayer e Deckwer (1996) investigaram os efeitos de farinha de soja ou extrato de
farinha soja como fonte de nitrogénio nos meios de cultivo de S. clavuligerus na
producdo AC. Nos cultivos em extrato de farinha soja, observou-se que a produgéo de
AC teve inicio ja durante a fase de crescimento celular, enquanto que nos cultivos
obtidos de farinha de soja a producdo de AC ocorreu mais tardiamente, na fase de
producdo do metabdlito secundario. No entanto, as quantidades finais de produto foram

menores em extrato de farinha de soja, possivelmente devido & maior degradacao
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durante a fase estacionaria. Em outro trabalho, Ortiz et al. (2007) verificaram, em
experimentos em incubador rotativo, que a producdo de AC em meio de cultura com
farinha de soja foi muito maior que em meio contendo proteina isolada de soja.

A quantidade de Nitrogénio no meio de cultivo deve ser suficiente para
assegurar um bom crescimento, no entanto o excesso de ions amonio, produto de
catabolismo proteico, pode inibir a biossintese bem como degradar o AC (ROMERO et
al., 1994). De acordo com Roubos et al. (2002), concentracfes elevadas de ions aménio
no meio levam a um aumento consideravel na taxa de degradacdo de AC.

Visser-Lwirink et al. (2006) avaliaram o efeito de sais de amoénio na producdo de
AC. Observaram um aumento na producdo quando a concentracdo de ions amonio foi
mantida igual ou superior a 50 mg/L. Entretanto, a concentracdo de ions amonio deve

ser baixa o suficiente para ndo causar efeitos toxicos as células.

2.5. Considerac0es sobre o processo de producédo e purificacdo de AC

O processo fermentativo para obtencdo do AC pelo micro-organismo S.
clavuligerus é bastante complexo e sujeito a inimeros mecanismos de controle. Além
disso, € influenciado por parametros de processo como condicdes de cultivo, tipo de
meio de cultura, cepa utilizada, etc. Portanto, é importante considerar que fatores como
pH, temperatura, concentracdo de reagentes e micronutrientes afetam os parametros
cinéticos que definem as velocidades de crescimento celular, consumo de substrato e de
producdo do AC.

Quanto ao processo de producdo do AC, é interessante considerar algumas
caracteristicas:

- micro-organismo produtor tem sido motivo de muitos estudos quanto as
melhorias de suas caracteristicas fisiologicas para a producdo de metabdlitos. Isso se
deve aos estudos de genética microbiana e da evolucdo de metodologias de
conservacdo. No caso do micro-organismo produtor de AC, S. clavuligerus, a
liofilizacdo € a melhor técnica de conservacdo, uma vez que o metabolismo microbiano
é interrompido evitando os efeitos indesejaveis de mutacBes genéticas aleatdrias que
comprometam o rendimento de producdo da cepa selecionada;

- as condig¢des nutricionais do meio de cultivo, principalmente fontes de
carbono, nitrogénio e fosfato, devem fornecer ao micro-organismo as melhores

condicBes de producdo evitando os efeitos da repressdo ou inibi¢do da biossintese do



19

produto. Também € importante considerar 0s micronutrientes como o0s sais de potassio e
magnésio, necessarios ao metabolismo celular.

- agitacdo — normalmente o valor de agitacdo é determinado para garantir a
homogeneizacdo do meio, bem como uma concentracdo de oxigénio dissolvido.
Entretanto, ndo deve assumir altos valores, pois, neste caso, ocorreria a ruptura do
micélio devido a tensdo de cisalhamento. Em biorreatores da bancada (5 a 10 L),
assume-se como 800 rpm um valor de agitagdo adequado e para mesa incubadora
rotativa, 250 rpm.

- aeracdo — em escala de bancada, geralmente mantida em torno de 1 vvm
(volume de ar por volume de meio por minuto).

- variaveis de processo como pH e temperatura desempenham um papel
definitivo no desempenho do processo. Adiante sera apresentado uma breve revisdo

sobre estes dois topicos;

2.5.1. Temperatura

A escolha da temperatura de operacdo durante um processo de bioconversdo
deve ser feita com muito cuidado, j& que afeta diretamente alguns parametros
importantes de processo, ao exercer um forte efeito no crescimento, metabolismo e
viabilidade celular e, em alguns casos, na degradacao do produto.

Os estreptomicetos sdo micro-organismos mesoéfilos e, portanto, as temperaturas
Gtimas de crescimento situam-se entre 25 e 40°C (BALLOWS et al., 1991), dependendo
da cepa. O intervalo de temperatura tradicionalmente utilizado na produgéo de AC
situa-se entre 28 e 30°C (JIANG et al., 2004; BAPTISTA-NETO et al., 2005;
TEODORO et al., 2006). Num estudo mais recente, Marques et al. (2009) avaliaram a
influéncia da temperatura na faixa de 24 a 40°C em cultivos de S. clavuligerus
DAUPFE 3060 e concluiram que a temperatura de 32°C foi obtida a maior velocidade
de formagdo de AC, de 0,107 h™ enquanto 0 mesmo parametro foi de 0,074 h™ a 28°C.

Pesquisas recentes sugerem que 0 uso de baixa temperatura durante 0s processos
fermentativos pode ser vantajoso ao aumentar a viabilidade das células e a resisténcia
celular ao cisalhamento; reduzir a velocidade especifica de crescimento celular; além de
suprimir a liberacdo de compostos do metabolismo da fonte de carbono responsaveis
pelos efeitos de repressdo catabdlica (LUDWIG et al., 1992; CHUPPA et al., 1997;
FURUKAWA e OSHUYE,1998; KAUFMANN et al., 1999; HENDRICK et al., 2001).
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Além disso, 0 uso de temperaturas mais baixas durante o processo de producgéo
reduz a degradacdo dos compostos termolabeis, como é o caso de AC, favorecendo o
acumulo do produto no caldo de fermentagdo. Bersanetti et al. (2005) investigaram a
degradacdo do AC em diferentes temperaturas na faixa de 10 a 40°C e verificaram que a
estabilidade do AC diminuiu com o aumento da temperatura. Neste mesmo trabalho, o
tempo de meia vida (t;2) da molécula deste produto obtido de caldo de cultivo a 30°C e
pH 7,0 foi de 16,7 h, enquanto que a 20°C este valor foi de 29,6 h. Portanto, a
degradacdo do AC em cultivos a 30°C ¢ significativa quando comparada a 20°C e esta

relacionada aos baixos rendimentos do processo tradicional.

2.5.2. pH

O pH é outra variavel importante a ser avaliada em cultivos, tanto no que se
refere a cinética de crescimento microbiano quanto a estabilidade e atividade bioldgica
da maioria das proteinas produzidas e secretadas pelo micro-organismo.

Devido a sua estrutura molecular altamente susceptivel as hidrolises acida e
béasica, grande parte dos compostos beta-lactdmicos sdo estaveis em condi¢des neutras
de pH. Almeida et al. (2003) e Bersanetti et al. (2005) investigaram a estabilidade do
AC em solugdes aquosas tamponadas sob diferentes condi¢des de pH e concluiram que
0 AC é altamente instavel em valores de pH’s superiores a 7,0 e inferiores a 5,0. Ainda,
segundo Bersanetti et al. (2005), a maxima estabilidade do AC ¢ alcancada em valores
préximos a 6,2. Valores de pH mais utilizados em bioprocessos para producéo de AC,
que alia baixa degradacdo e crescimento 6timo do microrganismo produtor, situa-se na

faixa de 6,5 a 7,0, sendo mais empregado o valor de 6,8.

2.5.3. Recuperacgéo de AC

Os topicos anteriores mostraram que a obtencdo industrial de AC utiliza culturas
submersas de S. clavuligerus em tanques convencionais agitados e aerados operados de
forma descontinua (BUTTERWORTH, 1984). A etapa de producdo é tradicionalmente
conduzida em temperaturas na faixa de 25 a 30 °C e emprega meios de cultura
convencionais contendo proteina de soja e glicerol como fontes de nitrogénio e carbono,

respectivamente, além de sais essenciais ao crescimento celular.
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No processo de recuperacdo de AC, o caldo € tratado para obtencdo final da
molécula de AC na forma de sal de clavulanato. Ao final da fermentacéo, as células do
micro-organismo produtor sdo removidas do caldo de cultivo através de etapas de
centrifugacdo, seguida de micro e ultra-filtracdo do caldo a baixa temperatura.
Posteriormente, o AC pode ser removido do caldo fermentado livre de células através de
sistemas de extracdo liquido-liquido ou do uso de materiais adsorventes.

A extracdo liquido-liquido por meio de solventes organicos € o processo mais
utilizado na industria de separacdo de antibioticos de caldo de cultivo, como a penicilina
G (TREYBAL, 1980). O processo de separacdo e purificacdo do AC através de extracao
liquido-liquido envolve uma série de etapas e ja estd detalhadamente descrito em vérias
patentes (BOX, 1978, 1980; COLE et al., 1978). Como fase organica sdo comumente
utilizados os solventes acetato de etila, n-butanol, metilisobutilcetona e acetato de n-
butila. Apés ser extraido para a fase organica o AC é re-extraido para uma fase aquosa
em condicBGes neutras de pH e o extrato aquoso é concentrado e liofilizado. Como
resultado obtém-se um sal de clavulanato, em geral clavulanato de potassio.

Nas Ultimas décadas, os processos de adsorcdo em fase solida vém sendo muito
utilizados na industria quimica como uma ferramenta para isolar e purificar produtos
biotecnoldgicos e tém sido muito utilizados nas operacdes para obtencdo do AC. De
acordo com Belter (1988), as duas opera¢des unitarias mais utilizadas para concentrar e
isolar produtos de solucdes diluidas sdo a extracdo em fase liquida e a adsorcdo em fase
solida, sendo que esta Gltima tem uma maior seletividade.

O processo de adsorcdo envolve a separacdo de uma substancia de uma fase
acompanhada por seu acimulo ou concentracdo na superficie da outra. A fase que esta
adsorvendo é o adsorvente e o material adsorvido na superficie desta fase € o adsorbato
(SLENKO, 1985).

Diferentes tempos de adsorcdo sugerem a existéncia de diferentes graus de
interacdo entre os compostos e o sélido adsorvente. Isso acontece porque existem dois
tipos de interacdo que podem ocorrer neste processo: adsorcdo quimica e adsorcdo
fisica. Na adsorcédo fisica ou fisissorcdo, as moléculas do adsorvente e do adsorbato
interagem por interacbes de van der Waals, que apesar de serem interacdes de longo
alcance, sdo fracas e ndo formam ligacdes quimicas e por iSso € um processo reversivel,
podendo o adsorvente ser usado outras vezes e o adsorbato ser recuperado com uma
concentracdo superior a do efluente antes do tratamento. Na adsor¢do quimica ou

quimissorgdo ocorre ligacdo quimica entre o solido adsorvente e o adsorbato, isto €, ha



22

troca ou compartilhamento de elétrons entre eles. O adsorbato € fixado mais fortemente
na superficie do adsorvente. As moléculas ndo sdo atraidas para todos os pontos da
superficie e dirigem-se para 0s centros ativos. A adsor¢do quimica ocorre em uma unica
camada e € um processo praticamente irreversivel devido a alteracdo da natureza
quimica do adsorbato (CIOLA, 1981).

O tipo de adsor¢do depende das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas,
tais como: carga superficial, hidrofobicidade, massa molar, ponto isoelétrico (pl) e
estabilidade (GHOSH et al., 1996).

O AC se caracteriza por apresentar carga elétrica em condi¢cdes de pH neutro
(pK4;=2.5), 0 que permite com que 0 processo de adsor¢do por troca ibnica seja o
método mais satisfatorio e amplamente empregado para purificacdo do AC (SILVA et
al., 2009).

A maior parte dos trabalhos envolvendo a recuperacdo de AC pela técnica de
adsor¢cdo menciona que resinas trocadoras de anions com grupamentos de amonio
quaternério ligados a matriz sdo mais eficientes na remoc¢édo do AC do caldo. Mayer et
al. (1996) investigaram o uso de resina XAD, uma resina hidrofobica, para purificacdo
do AC a partir do caldo de fermentacdo. Os estudos indicaram uma fraca interacdo entre
0 AC e a superficie apolar dessas resinas. Os resultados foram comparados com testes
feitos com uma resina tradicional de troca idnica contendo grupamentos de amonio
quaternario na superficie, Amberlite IRA 400, e constataram um melhor desempenho da
IRA 400 com eficiéncia de adsor¢cdo de 65%. No entanto, ao ancorar grupamentos de
amonio quaternario na superficie da XAD, o desempenho de adsorcdo do AC foi melhor
em relacdo a resina IRA 400.

2.6. Fermentacao extrativa

A remocgao de produtos “in situ” se refere aos métodos utilizados para a remogao
seletiva de produtos das proximidades do biocatalisador tdo logo ele é formado. A
fermentagdo extrativa € um tipo de processo com remocdo de produto, que envolve a
retirada do metabdlito de interesse por algum tipo de agente que “capta” o produto do
caldo de producédo enquanto dura o processo fermentativo.

E muito comum em bioprocessos observar os efeitos de inibi¢do pelo produto,
guando o excesso de produto afeta negativamente o metabolismo celular. Um exemplo

classico é a producédo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Sabe-se que o
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etanol interfere no metabolismo e estrutura celular alterando o funcionamento dos
sistemas de transporte, sinalizagdo celular da glicose e atividade de enzimas da via
glicolitica. Além disso, o etanol interfere na polaridade da membrana citoplasmatica e
aumenta sua fluidez, prejudicando o equilibrio osmotico e comprometendo a integridade
da membrana (ALEXANDRE e CHARPENTER, 1998; BISSON, 1999; LLOYD et al.,
1993). Laluce (1993) observou que leveduras isoladas de destilarias mostraram reducao
do rendimento de suas atividades fermentativas quando a concentracdo de etanol no
meio de cultivo estava acima de 8% v/v. Além disso, em concentracdes acima de 4%
v/v foram observadas grandes perdas em biomassa.

Nesse contexto, a fermentacdo extrativa € utilizada para aumentar a
produtividade e o rendimento de bioprocessos ja existentes via trés efeitos principais:

(1) minimizacdo da interferéncia do produto nas células produtoras, permitindo
sua expressdo continua sob nivel de expressdo maximo. Alguns produtos afetam a
fisiologia e 0o metabolismo celular como também inibem a sua propria biossintese
(inibig&o pelo produto);

(2) minimizacdo de perdas do produto, seja pela limitacdo de tempo de
exposicdo do produto em condicdes desfavoraveis de temperatura e pH, como também
da acdo de enzimas e subprodutos toxicos;

(3) reducdo das etapas de separacdo e purificacdo do produto (downstream)
(FREEMAN et al., 1993).

Para a implementacdo de um processo de remocao de produto € determinante o
conhecimento das caracteristicas quimicas da molécula de interesse. A identificacdo das
propriedades quimicas do produto ira impor qual técnica de remocdo é mais adequada
para a execucdo do processo. Em processos fermentativos, o produto pode ser removido
do biorreator por diferentes técnicas: evaporacdo, formacdo de complexos reversiveis,
extracdo liquido-liquido, membranas seletivas (dialise) e adsorcdo em fase solida. No
caso da extracdo liquido-liquido € adequado escolher um solvente seletivo com alta
capacidade de retencdo de produto e relativamente atoxico para 0 micro-organismo.

Em um dos primeiros processos de remogdo de produtos, Kita et al. (1968)
abordaram o uso de resina de troca i6nica IRA 400 na remogdo de acido salicilico de
caldo fermentativo e atingiram rendimentos 5 vezes maiores gque O Processo
convencional. Além disso, ja foram reportados com sucesso a implementacéo do uso de
resina de troca i6nica na remocao de cido lactico e acido hexandico em processos de
fermentacdo extrativa (SRIVASTAVA et al., 1992; VACCARI et al., 2000).
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As operacOes de fermentacdo extrativa utilizando fase sélida pode incluir a
resina no meio de cultivo desde o inicio da fermentacdo. Assim, a medida que o produto
vai sendo produzido, ele é imediatamente retido na resina e privado do contato celular.
Em outro método, o caldo de fermentacéo livre de células circula continuamente por
uma coluna recheada com fase solida.

A revisdo bibliografica mostrou que o processo de producdo de AC j& foi
bastante estudado, ressaltando que os efeitos de represséo e/ou inibicdo causados pela
fonte de carbono no metabolismo de biossintese do AC pelo micro-organismo produtor,
como também os efeitos de inibicdo causados pelo produto sdo pontos criticos deste
processo que podem afetar o rendimento final. Associado a isso, a elevada instabilidade
da molécula de AC em condi¢des de alta temperatura e de pH &cidos e basicos e a
exposicdo a ions e moléculas presentes no caldo também contribuem para o baixo
rendimento.

Nesse sentido, este trabalho apresenta como novos métodos de operacdo deste
processo a conducdo da fermentacdo em baixa temperatura e 0 uso de fermentacao
extrativa na tentativa de incrementar a producdo e produtividade e contribuir para a
implementacdo de procedimentos mais eficazes relacionados ao processo de producao
de AC.
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Capitulo 3

PRODUCAO DE ACIDO CLAVULANICO POR
Streptomyces clavuligerus EM BATELADA SEM E
COM PULSOS DE GLICEROL SOB DIFERENTES
CONDICOES DE TEMPERATURA

Os resultados referentes a este capitulo foram publicados na revista
Biochemichal Engineering Journal, v.69, p.1-7, 2012.
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RESUMO

O é&cido clavulanico (AC) é um potente inibidor de beta-lactamases produzido
por Streptomyces clavuligerus. Como outros compostos beta-lactdmicos, o AC é
quimicamente instavel a temperaturas elevadas. A decomposicdo de AC durante a
fermentacdo bacteriana reduz a sua concentracdo no caldo, o que resulta em baixos
rendimentos. Este estudo investigou o uso da reducdo de temperatura para se obter alta
producdo de AC durante cultivos de S. clavuligerus. Cultivos em batelada e cultivos em
batelada com pulsos de glicerol foram realizados em diferentes temperaturas em mesa
incubadora rotativa a 250 rpm e pH 6,8. Primeiramente, trés cultivos em batelada,
utilizando glicerol como fonte de carbono foram realizadas a temperaturas de 30
(controle), 25, e 20°C. Em seguida, trés cultivos em batelada foram realizados com
reducdes de temperatura de 30 para 25°C, de 30 para 20°C e de 25 para 20°C, ap0s o
esgotamento de glicerol. A producdo de AC geralmente aumentou em cultivos com
reducdo de temperatura e alimentacdo de glicerol. Uma concentracdo maxima de AC de
1534,3 mg/L foi obtida em cultivo mantido a temperatura constante de 20°C com um
pulso de glicerol. Nestas condicGes, tanto a velocidade de consumo de glicerol como a
de degradacdo AC foram baixas. Os resultados obtidos demonstram o potencial da
reducdo de temperatura na otimizacdo da producdo de AC por S. clavuligerus.

3.1. Introducéo

A producdo de enzimas beta-lactamases € o mecanismo mais comum de
resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactdmicos, tais como penicilinas e
cefalosporinas. Estas enzimas sdo secretadas por uma ampla gama de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas patogénicas. As beta-lactamases catalisam a hidrolise do
anel beta-lactdmico causando o rompimento da ligacdo amida. Como resultado, os
antibidticos tornam-se ineficazes contra o crescimento bacteriano. O &cido clavuléanico
(AC) é um metabdlito beta-lactdmico secundario produzido por Streptomyces
clavuligerus, que tem uma potente atividade inibidora de beta-lactamases (ROUBOS et
al., 2002). AC tem sido utilizado clinicamente em combinagdo com antibidticos
sensiveis ao ataque de beta-lactamases no tratamento de doencas provocadas por varias
bactérias patogénicas.

Tal como todos os compostos beta-lactamicos, 0 AC é quimicamente instavel
em valores de pH’s acido e basico, como também em altas temperaturas. Estudos
anteriores demonstraram que a temperatura tem um efeito importante sobre a
degradacdo de AC (BERSANETTI et al., 2005; MARQUES et a., 2009)

O AC ¢ tradicionalmente produzido por S. clavuligerus utilizando meio de

cultura complexo contendo derivados de soja e glicerol ou lipideos como fontes de
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nitrogénio, carbono e energia (CHEN et al., 2002; BAPTISTA-NETO et al., 2002;
TEDORO et al., 2006; DOMINGUES et al., 2010). O glicerol é a fonte de carbono mais
amplamente utilizada e na via biossintéetica de AC, ele é convertido a D-gliceraldeido-3-
fosfato, o precursor metabolico principal do AC (KHALEELI e TOWNSEND, 1999).
Chen et al. (2002) observaram que a biossintese de AC é inibida por concentracdes de
glicerol superiores a 15 g/L, enquanto Rius e Demain (2002) concluiram que
concentragdes de glicerol acima de 2 % m/v em meio de cultura suprimiram a produgéo
do composto. Cultivos em batelada alimentada utilizando glicerol tem sido usados para
aumentar a produtividade dos processos microbianos e estratégias de alimentacdo tém
sido empregadas para controlar a inibicéo e repressao pelo substrato a fim de melhorar a
producdo de AC (DOMINGUES et al., 2010). Isto baseia-se no fato de que a inibigdo
do substrato € causada por elevadas concentracbes do mesmo, com uma elevada
velocidade de assimilacdo de substrato fazendo com que o acimulo de intermediarios
metabdlicos inibam ou reprimam a producdo de metabodlitos secundarios, tais como o
AC. No entanto, a velocidade de assimilacdo de substrato pode ser controlada usando
uma temperatura reduzida, mesmo quando a concentracdo do substrato disponivel é
elevada.

Tem sido relatado na literatura que temperaturas operacionais mais baixas em
processos fermentativos resultam em reducdo do crescimento, reducdo do metabolismo
e melhoria da viabilidade celular, com efeitos varidveis sobre a produtividade em
cultivos em batelada( FURUKAWA et al., 1998) . Em cultivos de células de animais,
um aumento na producdo de proteina recombinante foi conseguido baixando a
temperatura do processo (YOON et al., 2003). Constantinides et al. (1970) relataram
um aumento de 15 % na producdo de penicilina com uma temperatura reduzida em
cultivos em batelada.

Muitos estudos tém sido realizados sobre as necessidades nutricionais das
culturas de S. clavuligerus e as influéncias do pH e temperatura na degradacdo do AC
(CHEN et al., 2002; BERSANETTI et al., 2005) . No entanto, a influéncia da
temperatura sobre o crescimento celular e consumo do substrato durante o processo de
producdo de AC tem recebido pouca atencdo, apesar da importancia da temperatura na
otimizacgdo da produgdo de biomoléculas utilizando culturas de células. Investigagdes
tém sugerido que uma reducao da temperatura do processo resulta em maior viabilidade
celular, com uma diminuicdo na velocidade de crescimento especifico e supresséo da
liberagdo de produtos residuais (WEIDDMAN et al., 1994; CHUPPA et al., 1998).
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Adicionalmente, um fator importante e benéfico do processo a baixas temperaturas € o
aumento da solubilidade do oxigénio na fase aquosa.

O AC é tradicionalmente produzido em cultivos realizados em 28 ou 30°C
(BAPTISTA-NETO et al.,, 2005). Embora esta faixa de temperatura favoreca o
crescimento de S. clavuligerus, ndo é apropriada para um consumo lento da fonte de
carbono, que pode minimizar os efeitos de inibig&o, e nesta faixaa degradagéo do AC se
torna mais pronunciada do que a 20°C (BERSANETTI et al., 2005).

Considerando o importante efeito da temperatura sobre o crescimento celular, o
consumo de substrato e na degradacdo do AC, o presente trabalho investigou a
producédo de AC por S. clavuligerus em cultivos realizados sob diferentes condicOes de
temperatura. Cultivos em batelada e cultivos em batelada com pulsos de glicerol foram
realizados a temperatura constante e com reducao da temperatura ap6s a fase inicial de
crescimento celular, a fim de avaliar os efeitos sobre as velocidades de consumo de

glicerol, producéo e degradacdo de AC.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064, conservado na forma de células vegetativas suspensas em solucao
crioprotetora contendo 10% v/v de glicerol a -70°C.

3.2.2. Meios de cultura

Meio de cultura de reativacdo
Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativagdo proposto por
Rosa et al. (2005), descrito na Tabela 3.1. O pH foi ajustado em 6,8 e 0 meio de cultura

esterilizado a 121°C e 1 atm por 15 minutos.
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Tabela 3.1 - Meio de cultura de Rosa et al. (2005)

Concentracéao
Componentes (o/L)
Glicerol 21
Peptona bacterioldgica 10
Extrato de levedura 1
Extrato de malte 10
Tampéao MOPS 21
K2HPO, 0,8
MgS0O,.7H,0 0,75
Solucgéo de sais* (ImL/L)

* Composicdo (g/L de agua destilada): MnCl,.4H,0, 1,0; FeSO4.7H,0, 1,0;
ZnS0,4.7H,0, 1,0; 4gua destilada.

Meios de cultura de crescimento e produgédo
Os meios de cultura de in6culo e de producdo tiveram a mesma composicdo e

foram baseados no meio proposto por Teodoro et al. (2006), (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Meio de cultura de Teodoro et al. (2006) modificado.

Concentracao
Componentes (g/L)
Glicerol 15
Proteina isolada de soja 25
Tampédo MOPS 21
K,HPO, 0,8
MgSO,4.7H,0 0,75
Solugéo de sais* (ImL/L)

O meio de cultura original proposto por Teodoro et al. (2006) contém 6leo de
soja (1 g/L) na sua composicao. Neste estudo, o 6leo de soja foi retirado da constitui¢do
dos meios de cultura de producdo e de inoculo para garantir que os resultados em
termos de producdo de AC fossem exclusivamente em funcéo do consumo de glicerol

como Unica fonte de carbono.
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3.2.3. Ensaios de producéo de AC

O procedimento para execugdo dos cultivos em mesa incubadora rotativa foi
descrito por Rosa et al. (2005) e consiste de trés etapas: reativacdo do micro-organismo,
crescimento e producdo, sendo que os meios de cultura estdo representados nas Tabelas
3.1e3.2.

3,5 mL de suspensdo de células vegetativas foram transferidas dos tubos
criogénicos para frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio de reativacédo
e incubados em mesa incubadora rotativa a 250 rpm, 30°C durante 24 horas (fase de
reativacdo). Frascos Erlenmeyer (500 mL) contendo 45 ml do meio in6culo foram
inoculados com 5 mL de caldo de reativacdo e incubados nas mesmas condicOes
anteriores (fase de crescimento). Na fase de producdo, a suspensdo de indculo (na
proporcéo de 10% v / v) foi transferida sob agitacdo, para um baldo de 3 L contendo o
meio de producéo. Volumes de 50 mL deste meio foram bombeados individualmente
para frascos Erlenmeyer (500 mL) e incubados a 250 rpm sob as seguintes condi¢es:
(Figura 3.1).

Cultivos em batelada (B) a temperatura constante: trés cultivos em batelada
foram realizadas a temperaturas constantes de 30 (B30-30), 25 (B25-25) e 20°C (B20-
20).

Cultivos em batelada com pulsos de glicerol (BP) a temperatura constante:
doze cultivos em batelada com 1, 2, 3 ou 4 pulsos de glicerol (BP) foram realizados a
temperaturas constantes de 30 25 e 20°C, nomeados como BP30-30-1, BP30-30-2,
BP30-30-3, BP30-30-4, BP25-25-1, BP25-25-2, BP25-25-3, BP25-25-4, BP20-20-1,
BP20-20-2, BP20-20-3 e BP20-20-4, respectivamente. A sigla BP30-30-1 representa
um cultivo em batelada a 30°C na etapa de crescimento (trofofase) com 1 pulso de
glicerol e manutencdo da temperatura de 30°C ap0s o pulso.

Cultivos em batelada (B) com reducéo de temperatura: de trés cultivos em
batelada foram conduzidos a 30 ou 25°C durante a fase de crescimento celular, em
seguida, a temperatura do cultivo foi reduzida para 25 (B30-25) ou 20°C (B30-20 e B25
-20), respectivamente.

Cultivos em batelada com reducgéo de temperatura e pulsos (BP) de glicerol:
doze cultivos em batelada foram realizados com a reducéo da temperatura (30 a 25, 30 a

20 e de 25 para 20°C) e com 1, 2, 3 ou 4 pulsos de glicerol (BP). Eles foram
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denominados como BP30-25-1, BP30-25-2 BP30-25-3, BP30-25-4, BP30-20-1, BP30-
20-2, BP30- 20-3, BP30-20-4, BP25-20-1, BP25-20-2 BP25-20- 3 e BP25-20-4,
respectivamente.

Para os cultivos com pulsos de glicerol, um volume pré-determinado de solucéo
de glicerol (100 g/L) era adicionado a cada vez que a sua concentracdo no caldo atingiu
valores menores que 2,0 g/L, a fim de manter a concentragdo de entre 9,0 e 12,0 g/L
apos o primeiro pulso. As condi¢des de cultivo encontram-se resumidos na Tabela 3.3.
Ao longo das fermentacdes amostras de caldo (1 ml) foram retiradas a cada 12 horas,
aproximadamente, centrifugadas a 3.720 x g durante 15 minutos. Os sobrenadantes
foram usados para andlises das concentracdes de AC e glicerol. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata, somando um total de 90 cultivos. O cultivo em batelada

realizado a 30°C ( B30-30) foi utilizado como controle.

Figura 3.1 - Procedimento experimental para cultivos de S. clavuligerus em mesa incubadora
rotativa.

3,5mL A 5mL é 5mL é
i > > _

Criotubo con'Eendo 50 mL de meio de 45 mL de meio de 45 mL de meio de
35mL soluggo de  ostivacao, agitado a 250 ivacio. agi produgao, agitado a
células vegetativas de ¢ao, ag reativacéo, agitado a 250 .
g rpm por 24 h e 30°C. rpm por 24 h e 30°C, 250 rpm em diferentes
S. clavuligerus em temperaturas.
solucéo de glicerol

10% v/v armazenado "
a -80°C. REATIVACAO CRESCIMENTO

3.2.4. Ensaios de degradacdo de AC

Em paralelo aos ensaios de producdo de AC, foi avaliada a degradacdo do AC
nos caldos de fermentagdo em temperaturas constantes de 30, 25 e 20°C. Cinco
amostras de caldo de fermentacéo (50 mL de caldo de cultura) provenientes dos cultivos
BP30-30-4 BP30-25-4 e BP30-20-4 foram retiradas em tempos intermediarios entre o
até o final do cultivo. As amostras foram centrifugadas, esterilizadas por filtragdo

através de uma membrana de 0,22 um estéril e utilizados nos ensaios de degradacéo
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AC. Estudos cinéticos de hidrolise de AC foram realizados em frascos de Erlenmeyer de
100 mL contendo 25 mL de caldo fermentado a temperaturas constantes de 20, 25 e
30°C. Amostras de 0,5 mL de caldo de cultivo foram retiradas periodicamente e a

concentracdo de AC (Cac, mg/L) foi determinada.

3.2.4. Calculo dos parametros de cultivo

Velocidade de consumo de glicerol (rg)

Com base nos valores obtidos de concentracdo de substrato (Cg) em funcdo do
tempo (t) dos cultivos, foram calculadas as velocidades médias de consumo do substrato
no instante t (Equacéo 3.1):

rg = <=0 (g/Lh) (Equagio 3.1)

onde:
Coo : concentracdo inicial de glicerol no inicio do cultivo (g/L);
Co(t): concentragdo de glicerol no tempo “t” de exaustdo no caldo de cultivo (g/L);

t: tempo de exaustdo do glicerol (h).
Coeficiente de rendimento global de substrato (glicerol) a células (Y x/c)

O coeficiente de rendimento global de glicerol em células foi obtido
utilizando-se a Equacdo 3.2. Para esse calculo foram utilizados valores médios das
concentracdes celulares e de substratos determinados em triplicatas. Foram

considerados os valores maximos de concentracédo celular.

Y — CXmax_CXO
)

(9x/9c) (Equagdo 3.2)
onde:

Cxmax : concentragdo méxima de célula no tempo “t” de cultivo (gx/L);

Cxo : concentracdo celular no inicio do cultivo (gx/L);

Cq(t): concentracéo de glicerol no tempo “t” do cultivo (ge/L);
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Cco: concentracdo de glicerol no inicio do cultivo (ge/L).
Coeficiente de rendimento de células em produto (AC) (Y acix)

Valores do coeficiente de rendimento de células em produto (Yac/x) foram
obtidos através da equacdo 3.3. Foram considerados os tempos em que foram obtidas as
concentragfes maximas de AC.

Cacmax—Caco

Cro—Co(D (9ac/9x) (Equagéo 3.3)

Yac/x =

onde:

Cacmax: concentracdo méxima de AC no tempo “t” de cultivo (mgac/L);
Caco: concentracdo de AC no inicio de cultivo (mgac/L);

Cx(t) : concentracdo celular no tempo ‘t’ de cultivo (gx/L);

Cxo : concentracdo celular, em massa seca, no inicio do cultivo (gx/L).
Coeficiente de rendimento de substrato (glicerol) em produto (Y ac/c)

Valores do coeficiente de rendimento de substrato (glicerol) em produto (AC)
foram obtidos através da equacdo 3.4. Foram considerados os tempos em que foram
obtidas as concentracbes maximas de AC.

Cacmax—Caco

Yac/e = (oo (9aclx) (Equacio 3.4)

onde:

Cacmax: concentracdo méaxima de AC no tempo “t” de cultivo (mgac/L);

Caco: concentracdo de AC no inicio de cultivo (mgac/L);

Cq(t): concentracdo de glicerol no tempo “t” do cultivo (ge/L);Cco: concentracdo de

glicerol no inicio do cultivo (ge/L)

Calculo da produtividade maxima em AC (Pacmax)
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A produtividade maxima em acido clavulanico (Pacmax) foi calculada de acordo

com a equacao 3.5.
_ CACmax ~
Pacmax = — (mg/L.h) (Equagéo 3.5)

onde:
Cacmax : concentracao maxima de AC obtida no tempo ‘t’ (mg/L);

t : tempo “t” de cultivo onde Cac=Cacmax (h).

3.2.5. Obtencao das velocidades de producéo AC e de degradacédo de AC

A constante de degradacdo de AC (kgac) foi obtida através de um modelo de

pseudo-primeira ordem (Equacéo 3.6):

dCAC/dt = _deC ) CAC (Equagéo 36)

InS4C = J .-t (Equagcdo 3.7)
Cac

Cac = Caco- e Kaac t (Equagéo 38)

onde:
Caco : concentracdo inicial de AC no caldo de cultivo (mg/L);
Cac : concentracao de AC no caldo de cultivo no tempo ‘t” (mg/L);

kaac : constante de degradacio de AC (h™).

Os valores kgqac foram estimados por regressao linear dos dados experimentais.
Cinco amostras de caldo de fermentacdo a partir dos cultivos BP20-20-4, BP25-25-4 e
BP30-30-4 foram utilizados para determinar kyac € foi obtido o valor médio para cada
temperatura.

Substituindo os valores de kgac € Cac Na Equacdo 3.12 foi possivel calcular a
velocidade de degradacdo de AC (rgac, mg/L/.h). A partir dos dados experimentais de
acimulo de AC (d,c/d;, mg/L/h) e do kgac (h™), foram calculados os valores das
velocidades de degradacdo de AC (rgac, mg/L/h) e liquida de producdo de AC pelas

células (rac, mg/L/h) a partir do balango de massa para 0 AC em cultivo em batelada.
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Balanco de massa para o AC no cultivo em batelada:

sai (AC)=entra (AC)+gera (AC)-consome (AC)-acumula (AC) (Equagéo 3.9)
No processo em batelada, tem-se que:

sai (AC)=entra (AC)=0

Logo:
acumula (AC)=gera (AC)-consome (AC) (Equacéo 3.10)
dC,. /dt =T, — T (Equagdo 3.11)
ou
dC,. /dt =T, —K,c -Cuc (Equagdo 3.12)
onde:

dC,c/dt: acimulo de AC no caldo de cultivo ou velocidade global (observada) de
producdo de AC (mg/L/h)

T, - velocidade liquida média de producéo de AC(mg/L/h)

Tyac. velocidade média de degradacédo de AC (mg/L/h)

Kgac: constante cinética média de degradagéo de AC entre o inicio e o final de cada
pulso de glicerol (h™)
EAC: concentracdo média de AC no intervalo de tempo entre cada pulso de glicerol

(mg/L)

3.2.6. Metodologia Analitica

Anélise da concentracédo celular

Dada a dificuldade de se obter medidas diretas da concentracdo celular em
cultivos de micro-organismos filamentosos como S. clavuligerus em meio de cultura
contendo particulas insollveis, adaptou-se uma metodologia proposta por Mayer e
Deckwer (1996) que mais se aproxima dos resultados esperados para crescimento
celular ao longo do tempo durante os cultivos.

Medidas da absorbancia a 600 nm (Absgy) de suspensbes celulares de S.
clavuligerus em meio liquido soltvel contendo Soytone® (mesma composi¢do que o0

meio descrito na Tabela 3.2, contendo Soytone® em substitui¢do da proteina isolada de
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soja) foram relacionadas com a concentracdo celular obtida por massa seca (Cx, g/L)
através de um modelo linear. Para determinacdo da massa seca, a suspensdo celular foi
centrifugada a 3250 x-g e 4°C por 15 min e a massa celular foi lavada duas vezes com
solucdo salina (NaCl 0,9% m/v), seca em estufa a 75°C e a massa de células medida em

balanca analitica. Os ensaios foram realizados em triplicata (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Curva de calibracéo para a concentracao celular em funcédo de medidas de Absgyg: (m)
pontos experimentais com desvios padréo; (—) reta estimada pela regresséo linear dos dados
experimentais.
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Para a medida de Absgyo em caldo de cultivo contendo particulas insolUveis
foram realizados testes para decantacdo gravimétrica das particulas. Apo6s a decantacao
das particulas por 45 s, a fase de topo contendo as células foi recolhida para as leituras
de Absggo, agitadas em Vortex durante 30 s para desagregacdo das células e procedida a
leitura de absorbancia em espectrofotometro a 600 nm. A concentragdo celular foi
estimada pelo modelo linear obtido para meio contendo Soytone®.

Ha muitos tipos de analises utilizadas para medir as concentracfes de células em
meios de cultivos livre de particulas sélidas, no entanto, hd pouca informacéo
disponivel sobre as medidas de concentragdes de células na presenca de particulas
solidas. No presente trabalho, foram também testados outras técnicas para a
determinacédo da concentracdo de células na presenca de particulas sélidas. Foram feitas
medidas de proteina total (GUERLAVA et al., 1998; OOIJIKAS et al., 1998) extracédo e
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quantificacdo de DNA e também a contagem de col6nias em placas (ESPEJO et al.,
1987). No entanto, a extracdo da proteina por meio de lavagem néo elimina de forma
eficiente todas as proteinas do meio, gerando resultados superestimados da
concentracdo celular. Também ndo foi possivel medir o crescimento celular
quantificando o conteido de DNA, uma vez que a camada de lipoproteina formada no
processo de extracgdo inviabiliza a extragdo de DNA total a partir de pequenas amostras
e a contagem de colonias sobre placas gerou resultados falsos, pois Streptomyces sp.
tende a formar pellets em meios liquidos. As medicdes mais confiaveis da concentracdo
de células em meios de cultura que contém particulas solidas foram, portanto, obtidas
usando a metodologia adaptada de Mayer e Deckwer (1996) descrita acima.

Os resultados desta etapa do trabalho foram publicados no XIX Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica (2012)- COBEQ , Buzios-RJ.

Anélise da concentracéo de AC

A concentracdo de AC no caldo de fermentacdo foi determinada por analise
espectrofotométrica em comprimento de onda de 311 nm apds derivatizacdo (Bird et al.,
1982). AC contido no produto farmacéutico Clavulin® (Glaxo SmithKline -
Farmacéutica, Rio de Janeiro, Brasil ) foi utilizado como padrdo. Foram preparadas
solugdes contendo AC nas concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/L.

Inicialmente, deve ser obtida a relacdo entre concentracdo e absorbancia a 505
nm e concentracdo de glicerol (curva de calibracdo). O procedimento experimental para
obter a curva de calibragéo foi o seguinte:

Foram preparadas duas solugdes diferentes (A e B) em tubos de ensaio, contendo
0,5 mL das solucdes contendo AC nas concentracdes citadas. Na solucdo A, adicionou-
se 2,5 mL de agua destilada. Na solucédo B, adicionou-se 2,5 mL de solucéo de imidazol
(60 g/L, pH 6,8).

As reacOes foram conduzidas em banho termostatico a 30°C durante 15 min.

Apbs o resfriamento, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 311 nm

utilizando cubetas de quartzo e obtidas as relages entre absorbancia e concentracéo de
AC.

As concentragdes de glicerol nas amostras de caldo fermentativo foram obtidas a

partir da curva de calibragéo.
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Analise da concentracéo de glicerol

A concentracdo de glicerol no sobrenadante foi determinada por método
enzimatico usando um kit colorimétrico enziméatico de GPO-PAP triglicérides
(Laborlab, Brasil). A reacdo enzimatica gera um complexo de cor que pode ser
determinado em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 505 nm.

Inicialmente, deve ser obtida a relagdo entre concentracdo e absorbancia a 505
nm e concentragéo de glicerol (curva de calibragéo). Para isso, foram feitas diluicOes de
uma solucdo de glicerol 1 g/L de modo a se obter concentracgdes finais de 0,1; 0,3; 0,5;
0,7;e1,0 g/L. A 1 mL dessas solucdes foram adicionados 10 pL do reagente enzimatico
para triacilglicerideos. A formacao de cor ocorre ap6s 15 min em temperatura ambiente,
sendo estavel por 1h. A medida de absorbéancia foi relacionada com a concentracéo de
glicerol da amostra por regressdo linear dos resultados obtidos (absorbancia x
concentracdo de glicerol). Esse procedimento foi realizado para cada lote diferente de
reagente enzimatico utilizado nos experimentos.

As concentragdes de glicerol nas amostras de caldo fermentativo foram obtidas a

partir da curva de calibracéo.

3.3. Resultados e Discussao

Na Tabela 3.3 constam as condi¢cdes experimentais e 0s principais resultados

obtidos nos cultivos realizados em batelada (B) e batelada com pulsos de glicerol (BP).
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Tabela 3.3 — Condi¢des experimentais e resultados dos cultivos em batelada (B) e batelada com

pulsos de glicerol (BP)

T To Cacmax P acmax fe] Yxic  Yacie Y acix
Cultivo  (°C) (°C) Pulsos (mg/L) (mg/L/h) (g/L/h) (9/g) (mg/g) (mg/g)
B30-30 30 30 0 168,7 2,7 0,268 055 11,6 10,4
B25-25 25 25 0 631,6 6,4 0,230 050 40,4 55,9
B20-20 20 20 0 1266,2 7,5 0,102 0,37 585 106,8
B30-25 30 25 0 488,0 58 0,298 052 32,0 32,2
B30-20 30 20 0 382,7 31 0,284 047 20,8 32,5
B25-20 25 20 0 683,4 9,5 0,325 042 353 63,2
BP30-30-1 30 30 1 200,2 1,8 0,320 0,47 8,1 14,8
BP30-30-2 30 30 2 267,6 2,3 0,373 0,38 7,3 7,8
BP30-30-3 30 30 3 321,0 2,4 0,386 0,37 7,1 14,0
BP30-30-4 30 30 4 440,1 2,7 0,369 0,32 8,9 20,5
BP25-25-1 25 25 1 1051,9 9,5 0,284 0,39 475 89,7
BP25-25-2 25 25 2 1184,6 9,7 0,276 0,39 359 115,7
BP25-25-3 25 25 3 1169,0 10,5 0,247 0,40 33,7 149,7
BP25-25-4 25 25 4 1122,1 9,2 0,196 0,59 30,7 125,2
BP20-20-1 20 20 1 1534,3 5,3 0,102 0,53 45,0 162,6
BP20-20-2 20 20 2 1495,1 4.8 0,088 0,53 40,3 178,4
BP20-20-3 20 20 3 1465,4 51 0,082 0,53 42,8 169,7
BP20-20-4 20 20 4 1460,0 51 0,082 0,54 43,0 171,2
BP30-25-1 30 25 1 495,0 59 0,338 0,29 19,9 50,8
BP30-25-2 30 25 2 708,7 4,9 0,342 0,34 17,6 52,6
BP30-25-3 30 25 3 1175,6 8,1 0,331 0,25 2472 89,0
BP30-25-4 30 25 4 1074,9 51 0,308 0,25 15,9 113,6
BP30-20-1 30 20 1 534,6 3,3 0,314 0,29 16,6 47,6
BP30-20-2 30 20 2 1034,2 3,9 0,196 0,35 216 87,1
BP30-20-3 30 20 3 1012,0 3,9 0,152 0,35 195 97,6
BP30-20-4 30 20 4 908,2 3,0 0,170 0,36 22,6 72,0
BP25-20-1 25 20 1 1149,1 7,5 0,198 0,27 36,4 1112
BP25-20-2 25 20 2 1042,0 10,0 0,198 0,48 26,0 1124
BP25-20-3 25 20 3 988,7 6,7 0,183 0,31 31,8 111,0
BP25-20-4 25 20 4 1009,6 5,0 0,156 0,34 26,5 108,1

Ti: temperatura inicial; Tg: temperatura ap6s exaustao de glicerol.
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Onde:

Ti: temperatura inicial do cultivo;

Te: temperatura do cultivo apds exaustdo do glicerol;
Cacmax. concentracdo maxima de AC;

Pacmax: produtividade maxima de AC;

re. velocidade de consumo de glicerol,

Y xsc: coeficiente de rendimento de glicerol em células;
Y acsc: coeficiente de rendimento de glicerol em AC;

Y ac/x: coeficiente de rendimento de células em AC.

3.3.1. Cultivos em batelada a temperatura constante

Trés cultivos em batelada de S. clavuligerus ATCC 27064 em meio contendo 15
g/L de glicerol foram realizados em triplicata a temperaturas de 30 (B30-30), 25 (B25-
25) e 20°C (B20-20), respectivamente. O cultivo realizado a 30°C foi considerado como
controle e os resultados foram comparados com os do mesmo. A Figura 3.3 ilustra o

efeito da temperatura na producéo de AC.
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Figura 3.3 - Perfis de concentracdo ao longo do tempo nos cultivos em batelada a 30°C (B30-30),
25°C (B25-25) e 20°C (B20-20): (a) AC (Cac) e (b) glicerol (Cg) e células (Cy).
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A concentracdo maxima de AC (Cacmax) aumentou com a diminuicdo da
temperatura. No cultivo em batelada a 30°C (B30-30), a Cacmax N0 caldo foi de 168,7
mg/L as 57 h de processo e no cultivo a 25°C (B25-25), a producédo de AC foi 3,8 vezes
maior do que a cultivo controle (631,6 mg/L as 75h de cultivo). O valor de Cacmax NO
cultivo a 20°C (B20-20) foi de 1266,2 mg/L as 169 h, aproximadamente 7,5 vezes mais

elevada do que o cultivo controle. As velocidades de consumo de glicerol (rg) foram
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semelhantes nos cultivos a 25 e 30°C, cerca de 0,250 g/L/h, 2,5 vezes maior do que o
valor obtido a 20°C (0,102 g/L/h). Segundo a literatura (REVILLA et al., 1973;
BAPTISTA-NETO et al., 2005; ), quando a concentragdo de glicerol é maior do que 20
também que quando rg é elevada, a producdo de AC pode estar sendo limitada.

O efeito da temperatura sobre o crescimento celular também foi significativo. A
concentragdo celular atingiu o valor mais elevado quando o cultivo foi conduzido a
30°C e foi muito similar aos resultados observados no cultivo a 25°C, enquanto que a
20°C a velocidade de crescimento celular e a concentracdo de células durante o periodo
de fermentagdo foram menores. Apesar do menor crescimento a 20°C, o decaimento de
células devido a morte celular foi reduzida pelo efeito da baixa temperatura e,
provavelmente, estendeu a viabilidade celular contribuindo para o maior acumulo de
AC observado. O coeficiente de rendimento celular em relacdo ao glicerol (Yxc)
reduziu cerca de 0,33 vezes a 20°C (0,37 g/g) em relagcdo aos 30°C (0,55 g/g). Por outro
lado, o coeficiente de rendimento do AC em relagédo ao glicerol (Y ac/c) foi favorecido
pela temperatura reduzida a 20°C (58,5 mg/qg), cerca de 5,2 vezes maior do que o valor
obtido a 30°C (11,6 mg/qg). Estes resultados indicam que a temperatura que favorece o
crescimento de células de S. clavuligerus e que favorece o acimulo de AC no caldo de
cultivo foram bastante diferentes e deve ser considerada para o processo de melhoria da
producdo de AC.

3.3.2. Cultivos em batelada com reducéo de temperatura

Uma vez constatado que as temperaturas ideais para o crescimento de células e
formacdo de AC sdo diferentes, foi proposto um outro conjunto de ensaios com 0 uso de
reducdo de temperatura durante o curso do cultivo, esperando que beneficiasse o
crescimento celular no inicio do processo e, posteriormente, a reducdo de temperatura
favorecesse a producéo liquida de AC. O efeito de reducdo da temperatura na producéo
de AC foi entdo investigado alterando a temperatura do processo apds ter alcangado o
maximo crescimento celular e assim minimizar o efeito da massa total de células de
acordo com as diferentes condicfes de temperatura. A Figura 3.4 mostra o perfil das
concentragfes de AC, glicerol e células em cultivos B30-30 (controle) e empregando

reducdo da temperatura, B30-25, B30-20 e B25-20 na fase de producéo.
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Figura 3.4 - Perfis de concentracéo ao longo do tempo nos cultivos controle (B30-30) e com reducdo
de temperatura 30 para 25°C (B30-25), 30 para 20°C (B30-20) e 25 para 20°C (B25-20): (a) AC
(Cac) € (b) glicerol (Cg) e células (Cy).
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Na fase inicial, as culturas foram mantidas a 30 e 25°C até o consumo total de
glicerol. As velocidades de consumo de glicerol (rg) nos cultivos a 30 e 25°C foram
muito semelhantes (aproximadamente 0,45 mg/L/h) e a exaustdo de glicerol ocorreu
proximo a 50 h de cultivo. Neste momento, a temperatura foi reduzida para valores de
25 e 20°C. Em todos os cultivos com reducdo de temperatura a producdo de AC mostrou
um aumento repentino quando a temperatura foi reduzida e o glicerol foi esgotado no
caldo, provavelmente devido a eliminacdo do efeito de inibi¢do ou repressdo associado
a fonte de carbono e também a reducdo da degradacdo de AC pela baixa temperatura.

Embora estes valores Cacmax tenham sido menores do que os obtidos em cultivos em
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batelada a temperatura constante (B25-25 e B20-20), a reducdo da temperatura
aumentou Cacmax por cerca de 2,2 vezes no cultivo B30-20 e 2,9 vezes no cultivo B30-
25 em relagédo ao cultivo controle (B30-30) . No cultivo B25-20 , Cacmax fOi 4 vezes
maior em relacdo ao controle.

Os crescimentos celulares (Cxmax, 9/L) nos cultivos B30-30, B30-25, B30-20 e
B25-20 foram muito semelhantes atingindo valores maximos de 9,12; 9,15; 9,53e 9,7
g/L, respectivamente, embora o decaimento devido a morte celular ocorreu mais
lentamente ap6s a mudanca de temperatura para 20°C, como ja discutido para 0s ensaios
anteriores.

Nos cultivos com a redugdo da temperatura, todos os parametros relacionados
com a producdo de AC (Cacmax, Pacmax: Yacic€ Yacix) foram melhorados se comparado
com o controle (B30-30), mas ndo se comparados com o0s cultivos conduzidos a
temperatura reduzida constante, B25-25 e B20-20. A maior producdo liquida de AC foi
de 683,4 mg/L no cultivo B25-20 e deveu-se principalmente a reducdo da degradacéo a
baixa temperatura, uma vez que um valor alto de rg na fase inicial representa uma

desvantagem para a producdo de AC por S. clavuligerus.

3.3.3. Cultivos em batelada com pulsos de glicerol

Glicerol é essencial para a biossintese de AC e é umas das melhores fontes de
carbono para o processo de producdo de AC (ELSON e OLIVER, 1978, BAGGALEY
et al., 1997; IVES e BUSHELL, 1997). Chen et al. (2002) relataram que a biossintese
de AC durante fermentacdo em incubador rotativo por S. clavuligerus foi prolongada
com alimentacéo de glicerol e a produg&o aumentou para 270 mg.L™ se comparado com
o controle (115 mg/L) que ndo recebeu alimentacdo de glicerol. Neste trabalho, o efeito
da alimentacdo por pulsos de glicerol na producdo de AC por S. clavuligerus foi
estudada sob temperaturas constantes de 30, 25 e 20°C e com reducdo de temperatura de

30 para 25°C, 30 para 20°C e 25 para 20°C, apds o consumo de glicerol inicial.
3.3.3.1. Cultivos em batelada com pulsos de glicerol a temperatura constante

Nos ensaios em batelada a 30°C, o primeiro pulso se deu em 48 h de cultivo.
Em seguida, pulsos adicionais de glicerol foram dados quando a concentragdo de

glicerol no meio era inferior a 4 g.L™*. O segundo pulso foi dado as 66 h de cultivo, o
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terceiro as 84 h e o quarto em 108 h. As Figuras 3.5, 3.6, 3.7 e 3.8 representam 0s
resultados de producéo de AC, crescimento celular e consumo de glicerol obtidos para
0s cultivos em batelada com pulsos a 30°C BP30-30-1, BP30-30-2, BP30-30-3 e BP30-

30-4, respectivamente.

Figura 3.5 — Perfis de concentragédo de (Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol a 30°C (BP30-30-1).

500 — - . : . : . : . : 16 ;
i.ic i |
CAc 114 10
X
400 |- A
7.70(; —12 _8
410
~ 300 17 1e _
E] 183 | 4
£ 1721 3
2200— 46 o {4 x
@) | O (@)
44 )
100 - T i
—42
40
— 40
O_ I II III | ] II I I I I
0 50 100 150 200 250

tempo (h)

Figura 3.6 — Perfis de concentragdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 2 pulsos de glicerol a 30°C(BP30-30-2).
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Figura 3.7 — Perfis de concentragdo de AC (Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol a 30°C(BP30-30-3).
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Figura 3.8 — Perfis de concentragdo de (Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 4 pulsos de glicerol a 30°C(BP30-30-4).
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Em todos os cultivos a 30°C com pulsos de glicerol a produgdo de AC aumentou
com 0 aumento no numero de pulsos, confirmando o observado por Chen et al. (2003).
As velocidades de consumo de glicerol foram muito semelhantes nos ensaios e variaram
entre 0,320 e 0,386 g/L/h, valor superior ao obtido no cultivo controle (0,268 g/L/h)
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(Tabela 3.3). Apesar das concentracdes maximas de AC obtidas terem aumentado com
0 numero de pulsos, em geral as produtividades méaximas (Pacmax) do processo foram
inferiores a observada no cultivo controle (2,7 mg/L/h) variando entre (1,7 e 2,7
mg/L/h). As méximas concentragdes celulares (Cxmax) foram observadas em 66 h de
cultivo e atingiram valores meédios de aproximadamente 9,7 g/L nos cultivos a 30°C. Os
coeficientes de rendimento de glicerol em AC (Yacic) foram inferiores ao obtido no
cultivo controle (11,6 mg/g). Isso sugere que o glicerol foi rapidamente consumido e
mais direcionado ao metabolismo primario celular em detrimento da biossintese de AC.
No entanto, nota-se pelos resultados de rendimento de células em produto (Y ac/x) que,
em geral, os valores foram superiores ao controle (10,4 mg/g), indicando que para uma
mesma massa de células foram produzidas maiores quantidades de AC. Esse efeito esta
provavelmente associado ao aumento da viabilidade celular dado pelo excesso de fonte
de carbono nos cultivos com pulsos de glicerol.

A Figura 3.8 ilustra 0 melhor resultado obtido para producdo de AC a 30°C que
ocorreu no ensaio com 4 pulsos de glicerol (BP30-30-4). A maxima concentracdo de
AC foi de 440,1 mg/L, cerca de 2,6 vezes maior que a observada no ensaio controle.

Na sequéncia sdo apresentados os resultados dos perfis de concentracdo de AC,
células e glicerol ao longo do tempo nos ensaios em batelada com pulsos de glicerol e
temperatura constante a 25°C, ilustrados nas Figura 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12.
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Figura 3.9 — Perfis de concentragdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol e temperatura de 25°C (BP25-25-1).

1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

C,.(mg/L)

~H-E—H-E—1n

T . 16

—n—C, J1

100 150

tempo (h)

200 250

C, (@)

410

C, (g/L)

Figura 3.10 — Perfis de concentracédo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 2 pulsos de glicerol e temperatura de 25°C (BP25-25-2).
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Figura 3.11 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol e temperatura de 25°C (BP25-25-3).
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Figura 3.12 — Perfis de concentracéo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 4 pulsos de glicerol e temperatura de 25°C (BP25-25-4).
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Em todos os cultivos a 25°C, pulsos adicionais de glicerol foram dados como
descrito anteriormente nas 472, 712, 1112 e 1622 h de cultivo.

As velocidades de consumo de glicerol para este conjunto de ensaios foram
proximas a do cultivo controle (0,268 g/L/h) com varia¢des entre 0,196 e 0,284 g/L/h,

sendo que nos cultivos com 1 e 2 pulsos o consumo foi mais rapido. Os valores de
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Cacmax aumentaram com o numero de pulsos até o segundo pulso quando se atingiu o
valor maximo observado (1184,6 mg/L — BP25-25-2). No entanto, as Cacmax de 1169,0
e 1122,1 mg/L observadas nos cultivos com 3 (BP25-25-3) e 4 (BP25-25-4) pulsos de
glicerol, respectivamente, ficaram muito préximas a observada no cultivo BP25-25-2,
rendendo altos valores de produtividade volumeétrica maxima (Pacmax)-

As maximas concentragdes celulares (Cxmax) para os cultivos com pulsos de
glicerol a 25°C atingiram valores proximos a 9 g/L as 65 h de cultivo, valor um pouco
inferior aos cultivo a 30°C (9,7 g/L). No entanto a baixa temperatura desacelerou a
velocidade de morte celular. Nesse sentido, observou-se um alto coeficiente de
rendimento células em AC (Y ac/x), resultando em valores de até 14 vezes maiores que 0
cultivo controle (B30-30).

Os resultados dos cultivos com pulsos de glicerol a temperatura constante de
20°C estdo ilustrados nas Figuras 3.13, 3.14 e 3.15. Neste conjunto de ensaios, 0
decréscimo da concentracdo de AC acumulada em caldo de cultivo se deu antes do final
do terceiro pulso, portanto o perfil das concentracfes de AC, células e glicerol do ensaio
BP20-20-4 se assemelha aos resultados obtidos para o ensaios BP20-20-3. Os resultados

principais do ensaio BP20-20-4 estdo apresentados na Tabela 3.3.

Figura 3.13 — Perfis de concentracdo de (Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol e temperatura de 20°C (BP20-20-1).
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Figura 3.14 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo
nos cultivos em batelada com 2 pulsos de glicerol e temperatura de 20°C (BP20-20-2)
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Figura 3.15 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no

cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol e temperatura de 20°C (BP20-20-3).
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Neste conjunto de ensaios, 0s pulsos de glicerol foram dados nas 1272, 2162 e
3672 h de cultivo. A concentracdo méxima de AC (Cacmax) de 1534,3 mg/L foi
observada para o cultivo com um pulso de glicerol (BP20-20-1) as 288 h de cultivo.
Este resultado provavelmente esta relacionado a reducdo da inibicdo ou repressao

causados pela fonte de carbono e evidenciados pela reduzida velocidade de consumo de
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glicerol pelas células (0,102 g/L/h).

As concentragOes celulares nos cultivos a 20°C aumentaram até a exaustdo da
concentracdo de glicerol inicial atingindo cerca de 8,4 g/L, seguida de um rapido
decréscimo até o final dos cultivos. No entanto, o coeficiente de rendimento de glicerol
em células (Yxc) para todos os cultivos a 20°C (em média 0,53 g/g) é muito proximo do
resultado obtido para o cultivo controle (0,55 g/g). Isso sugere que a fonte de carbono
foi mais utilizada para manutengdo do metabolismo celular em detrimento do
crescimento de células, o que provavelmente gerou células mais vidveis ao longo do
tempo, refletindo nos maiores coeficientes de rendimento de célula em AC (Y ac/x, cerca
de 170 mg/qg).

Apesar de ter sido observado os maiores valores de Cacmax, @S produtividades
volumétrica maxima (Pacmax) dos cultivos com pulsos a 20° foram baixos (em torno de
5,3 mg/L/h) em relacdo aos cultivos em batelada com pulsos a 25°C. Isto € resultado do

maior periodo de duragdo das fermentacdes a 20°C.

3.3.3.2. Cultivos em batelada com pulsos de glicerol e reducéo de temperatura

Baseado na hipdtese de que a quantidade inicial de glicerol foi consumida
rapidamente pelo metabolismo primario durante a fase de crescimento celular a 30°C,
prejudicando a producdo de AC, esse conjunto de ensaios em batelada com reducéo de
temperatura foi desenvolvido para avaliar a producdo de AC nestas condicdes. A
hipbtese era que o0 uso da baixa temperatura minimizasse os efeitos de degradacao
levando ao maior acimulo de AC no caldo de fermentacao.

Os graficos dos perfis de concentracdo de AC, células e glicerol ao longo do
tempo para os ensaios em batelada com pulsos de glicerol e com reducéo de temperatura
de 30 para 25°C estdo ilustrados nas Figuras 3.16, 3.17, 3.18 e 3.19.
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Figura 3.16 — Perfis de concentragdo de (Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol e com reducao de temperatura de 30 para 25°C

(BP30-25-1).
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Figura 3.17 — Perfis de concentracéo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 2 pulsos de glicerol e com redugdo de temperatura de 30 para 25°C
(BP30-25-2).
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Figura 3.18 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol e com reducao de temperatura de 30 para 25°C

(BP30-25-3).
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Figura 3.19 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 4 pulsos de glicerol e com reducéo de temperatura de 30 para 25°C
(BP30-25-4).
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Em todos os cultivos com pulso de glicerol e reducdo de temperatura de 30 para
25°C, a reducdo de temperatura ocorreu em 49 h de cultivo, ap6s a exaustdo de glicerol

no caldo de cultivo. Pulsos adicionais de glicerol foram dados como descrito
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anteriormente nas 712, 892 e 1222 h de cultivo.

As velocidades de consumo de glicerol para este conjunto de ensaios foram
superiores a do cultivo controle, com variacdes entre 0,308 e 0,342 g/L/h. As
concentragdes maximas de AC aumentaram com o numero de pulsos até o terceiro
pulso quando se atingiu o valor maximo. A concentracdo maxima de AC obtida no
ensaio BP30-25-3 foi superior a obtida no cultivo BP30-25-4, sugerindo que o glicerol
em excesso possa estar atuando como inibidor na biossintese de AC. Ainda assim,
observa-se que em todos os cultivos com reducdo de temperatura para 25°C a
concentracdo maxima de AC foi bastante superior a do cultivo controle, atingindo
valores de mais de 1 g/L. Além disso, os coeficientes de rendimento de glicerol em AC
(Y acic) foram muito superiores ao obtido no cultivo controle.

As células atingiram méaxima concentracdo em caldo de cultivo logo ap6s a
exaustdo da concentracdo inicial de glicerol em todos os cultivos, atingindo valores
médios de 9 g/L. Com o efeito da reducdo da temperatura, a concentragdo celular foi
reduzida no caldo de fermentacdo chegando a valores entre 6 e 8 g/L no final dos
cultivos.

O cultivo BP-30-25-3 apresentou os melhores resultados desse conjunto de
experimentos (Figura 3.18). Pode-se observar que a producdo maxima de AC foi de
1115,6 mg/L, aproximadamente 6,6 vezes superior a obtida no cultivo controle. Além
disso, também foi observada uma alta produtividade volumétrica em AC de 8,1 mg/L/h.
A velocidade de consumo de glicerol foi de 0,331 g/L/h, cerca de 1,23 vezes maior que
a verificada no cultivo controle. Novamente, as altas velocidades de consumo de
glicerol observadas geram produtos de degradacdo intracelular que inibem a sintese de
AC. A producdo de AC obtida no cultivo BP-30-25-4 foi semelhante a obtida no cultivo
BP-30-25-3, no entanto maior quantidade de fonte de carbono foi utilizada.

Para os demais cultivos com pulsos de glicerol, a reducdo de temperatura de 30
para 20°C ocorreu em 50 h de cultivo quando houve a exaustdo de glicerol no caldo de
fermentacdo (Figura 3.20, 3.21, 3.22 e 3.23). Os demais pulsos foram dados nas 682,
1602 e 2392 h de cultivo.
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Figura 3.20 — Perfis de concentracdo de (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol e com reducao de temperatura de 30 para 20°C

(BP30-20-1).
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Figura 3.21 — Perfis de concentracéo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 2 pulsos de glicerol e com redu¢ao de temperatura de 30 para 20°C
(BP30-20-2).
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Figura 3.22 — Perfis de concentracao de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol e com reducao de temperatura de 30 para 20°C

(BP30-20-3).
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Figura 3.23 — Perfis de concentracéo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 4 pulsos de glicerol e com redu¢ao de temperatura de 30 para 20°C

(BP30-20-4).
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Neste conjunto de ensaios, a velocidade de consumo de glicerol foi inferior as
dos demais ensaios com reducdo de temperatura e pulsos de glicerol, sugerindo que a
baixa temperatura regulou a velocidade de consumo de glicerol. Como observado na
Tabela 3.3, as concentracdes maximas de AC, produtividades maximas (Pacmax) € 0S
coeficientes de rendimento glicerol em AC (Yac/c) obtidos nesses cultivos foram
superiores as obtidas no cultivo controle, ressaltando a importancia da temperatura no
processo de otimizacgdo do AC.

Nestes ensaios, a concentracdo celular maxima também foi observada logo apos
a exaustdo da concentracdo inicial de glicerol, seguida de um declinio causado pela
reducédo da temperatura. No entanto, com o aumento de pulsos de glicerol, observou-se
uma tendéncia de crescimento celular apds chegar a uma concentragdo minima por volta
das 150 h de cultivo, sugerindo que a reducdo de temperatura causa uma alteracdo na
fisiologia celular prejudicando o acumulo de células no caldo de fermentacdo. No
entanto, o excesso de fonte de carbono parece restabelecer a velocidade de crescimento
celular.

Nestas condicGes, os melhores resultados foram obtidos no cultivo com 2 pulsos
(BP30-20-2). A Figura 3.21 ilustra os resultados obtidos nesse ensaio. A producao
maxima de AC foi de 1034,2 mg/L, o que representa 6,1 vezes a producdo maxima
obtida no cultivo controle. Durante um longo periodo, 150 as 250 h de cultivo, a
concentracdo de AC foi mantida em altos niveis, provavelmente devido a menor
degradacdo de AC no caldo de fermentacdo nesta temperatura e a reducdo dos efeitos de
inibicdo pela fonte de carbono, uma vez que a velocidade de consumo de glicerol foi
0,196 g/L/h.

Em seguida sdo apresentados os resultados dos cultivos com pulsos de glicerol e
reducdo de temperatura de 25 para 20°C (Figuras 3.24, 3.25, 3.26 e 3.27).
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Figura 3.24 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 1 pulso de glicerol e com reducao de temperatura de 25 para 20°C

(BP25-20-1).
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Figura 3.25 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 2 pulsos de glicerol e com reducéo de temperatura de 25para 20°C

(BP25-20-2).
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Figura 3.26 — Perfis de concentracao de AC ((Cac), células (Cy) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 3 pulsos de glicerol e com reducdo de temperatura de 25 para 20°C

(BP25-20-3).
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Figura 3.27 — Perfis de concentracdo de AC (Cac), células (Cx) e glicerol (Cg) ao longo do tempo no
cultivo em batelada com 4 pulsos de glicerol e com redu¢ao de temperatura de 25 para 20°C
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O efeito da temperatura na concentracdo de células (Cx) foi o mesmo observado
nos demais ensaios j& discutidos. A concentracdo celular atinge um valor maximo
(aproximadamente 9,5 g/L) logo ap6s a exaustdo da concentracdo inicial de glicerol
(fase de crescimento), seguida de um decréscimo continuo ao longo do tempo apos a
reducdo de temperatura de 25 para 20°C. Nestas condicGes, as maximas concentracoes
de AC observadas foram proximas a 1 g/L e os melhores resultados de producéo de AC
foram obtidos no cultivo com 1 pulso (BP25-20-1). A Figura 3.24 ilustra os resultados
obtidos nesse ensaio. A producdo maxima de AC foi de 1149,1 mg/L, 0 que representa

6,8 vezes a producdo maxima obtida no cultivo controle.

3.4. Ensaio de degradacéo de AC

Com o objetivo de se determinar qual a melhor condi¢do de temperatura que
aliasse uma melhor producdo com menor degradacdo de AC no caldo de cultivo, foi
realizado um estudo da cinética de hidrdlise desse antibidtico em diferentes
temperaturas e em diferentes tempos ao longo do processo fermentativo.

Foram retiradas amostras nos cultivos em batelada com reducéo de temperatura
ao final de cada um dos quatro pulsos em cada temperatura avaliada (BP30-20-4, BP30-
25-4 e BP30-30-4) para posterior estudo de degradacdo. As amostras foram
assepticamente centrifugadas e filtradas em membranas de 0,22 um para serem
utilizadas nos ensaios de hidrdlise. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Para fins comparativos, o ensaio utilizado como controle foi o realizado a 30°C, sendo
o0s demais resultados comparados com os obtidos nesse.

As constantes de degradacdo de AC relativas a0 modelo de degradagdo de
pseudoprimeira ordem (kgac, h™) foram estimadas pelo ajuste do modelo n&o linear aos
dados experimentais obtidos. Os ajustes obtidos para o calculo das constantes de
hidrdlise (kqac) no sobrenadante dos caldos de cultivo podem ser visualizados nas
Figuras 3.28, 3.29 e 3.30 e Tabelas 3.4, 3.5 e 3.6, juntamente com os coeficientes de

correlagéo referentes aos ajustes.
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Figura 3.28 — Perfis da degradacéo de AC ao final de cada pulso de glicerol no cultivo BP30-30-4:
78 h (r*=0,990), 96 h (r?=0,98), 120 h (r?=0,96) e 144 h (r?=0,990).
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Tabela 3.4 — Constantes de degradacio de AC (kgac) ao final de cada pulso de glicerol no cultivo

BP30-30-4.
tempo (h) Kgac (h™) r2
78 0,01264+0,00059 0,990
96 0,01678+0,00133 0,98
120 0,01062+0,00107 0,96

144 0,01218+0,00054 0,990
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Figura 3.29 — Perfis da degradacéo de AC ao final de cada pulso de glicerol no cultivo BP30-25-4:
72 h (r*=0,94), 96 h (r?=0,92), 129 h (r’>=0,90) e 177 h (r*=0,81)
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Tabela 3.5 — Constantes de degradacdo do AC (kgac) ao final de cada pulso de glicerol no cultivo
BP30-25-4.

tempo (h) Kgac (0 r2
72 0,00114+0,00007 0,94
96 0,00216+0,00023 0,92
129 0,00422+0,00038 0,90

177 0,00458+0,00071 0,81
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Figura 3.30 — Perfis da degradacéo de AC ao final de cada pulso de glicerol no cultivo BP30-20-4:
81 h (r’=0,86), 129 h (r?=0,92), 168 h (r’=0,83) e 216 h (r’=0,91).
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Tabela 3.6 — Constantes de degradacdo de AC (kgac) ao final de cada pulso de glicerol no cultivo

BP30-20-4.
tempo (h) Kgac (W) r2
81 0,00200+0,00028 0,86
129 0,00189+0,00018 0,92
168 0,00197+0,00031 0,83
216 0,00104+0,00010 0,91

Observa-se que a constante de degradacdo de AC (kgac) no caldo de
fermentacdo aumenta com o aumento de temperatura como ja retratado em outros
trabalhos (ROUBOS et al., 2002; BERSANETTI et al., 2004; MARQUES et al., 2009),
confirmando que a molécula de AC assim como outros compostos beta-lactdmicos é
altamente instavel em temperaturas mais elevadas.

Para fins comparativos, pode-se representar a degradacdo em cada um
dos cultivos por uma constante de degradacdo global de AC (Kgyac global) como a

média das constantes de degradacdo obtidas ao longo dos cultivos nas diferentes
temperaturas, uma vez que os valores ndo tiveram uma variagdo muito grande. A

Tabela 3.7 apresenta os valores de kqac globais juntamente com os desvios-padrao.
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Tabela 3.7 - Constantes globais de degradacéo de AC (Kgac globais) obtidas nos caldos de cultivo
em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Kgac global (h™)
30 0,01306+0,00263
25 0,00303+0,00016
20 0,00173+0,00046

Bersanetti et al. (2004) investigaram o efeito da temperatura entre 10 e 40°C sob
condi¢des controladas de pH de 6,2 e 7,0, na degradacdo de AC em caldos de
fermentacdo utilizando um meio de cultura similar ao utilizado neste estudo. Os autores
observaram que a hidrdlise de AC é maior quanto maior a temperatura para ambas as
condicGes de pH estudadas e que a molécula de AC é mais estavel em pH em torno de
6,2. As constantes cinéticas de hidrolise (kqac) obtidas por Bersanetti et al. (2004) para
as temperaturas de 20, 25 e 30°C em pH 6,2 foram 0,0218, 0,0256 e 0,0294 h™,
respectivamente. A 30°C, a constante de degradacdo de AC foi 2,2 vezes superior a
obtida neste estudo.

No trabalho de Bersanetti et al. (2004), todos os caldos de cultivo utilizados para
0 estudo de degradacdo de AC em diferentes temperaturas foram obtidos de cultivos
realizadas a 28°C, enquanto que neste estudo os caldos utilizados foram provenientes de
cultivos obtidos nas mesmas condic¢des de temperaturas que os ensaios de degradagéo
foram realizados (20, 25 e 30°C). A temperatura do processo fermentativo influencia o
metabolismo celular que gera diferentes concentracBes dos produtos metabdlicos
extracelulares liberados para o de caldo de cultivo. Esta diferenca pode justificar as
maiores constantes de degradacdo obtidas por Bersanetti et al. (2005) para as demais
temperaturas, 20 e 25°C, cerca de 12,7 e 8,5 vezes superiores aos valores obtidos neste
estudo para as mesmas condices.

Em outro trabalho, Marques et al. (2009) investigaram o efeito da temperatura
(24-40°C) na degradacdo de AC durante a fermentagdo de S. clavuligerus DAUPFE
3060 utilizando um meio de cultura complexo proposto por Maranesi et al. (2005).
Nesse trabalho, os autores verificaram que a degradacdo de AC aumentou com o
aumento de temperatura, no entanto os valores estimados das constantes cinéticas de
hidrolise (kgac) de AC a 25 e 30°C foram iguais a 0,030 e 0,039 h™, cerca de 13e 2,3
vezes superiores aos valores da constante de degradacdo global obtidos neste estudo

para as mesmas condic¢Ges de temperatura, o que aliado a outros fatores j& comentados,
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pode ser causado pela diferenca na composicao dos meios de cultura.

Neste estudo observou-se que a constante de degradacdo de AC no meio de
fermentacdo a 30°C foi 4,3 vezes superior que a mesma observada a 25°C e
aproximadamente 7,5 vezes superior que a obtida a 20°C. A maior estabilidade de AC
observada nas temperaturas de 20 e 25°C em relacdo a 30°C (controle) ndo se deve
apenas ao efeito da baixa temperatura na minimizacdo da degradacdo da molécula de
AC, como também ao efeito dos componentes presentes no caldo de fermentacéo. Sabe-
se que o metabolismo microbiano é mais lento em baixas temperaturas, o que leva ao
menor acumulo enzimas e outros metabdlitos que interferem na estabilidade da
molécula de AC, como o ion aménio resultante do metabolismo de proteinas e que, de
acordo com Roubos et al. (2002), aumenta consideravelmente a velocidade de
degradacdo de AC. Embora a constante global de degradacdo de AC a 25°C tenha sido
1,8 vezes superior que a obtida a 20°C, observando os desvios-padrdo conclui-se que
esse valores sdo estatisticamente iguais, 0 que sugere que nesta faixa de temperatura a
hidrélise de AC ndo é tdo pronunciada. Possivelmente, nas condi¢des de baixa
temperatura e baixas concentracdes de componentes tdxicos, condi¢bes que aliadas
levam a maior estabilidade de AC na faixa de temperatura de 20 a 25°C em relacdo ao
controle.

De posse dos valores médios de (kqac), foi possivel ainda obter os perfis das
velocidades de degradacdo (rgac ) € das velocidades liquidas médias de geracdo de AC
(rac ) (Equacbdes 3.6 e 3.7) durante o decorrer dos cultivos e avaliar os efeitos
individuais de temperatura em rgac € rac. Este procedimento foi aplicado para o cultivo
controle (B30-30) e para os cultivos com melhores resultados em termos de producdo de
AC (B20-20 e B20-20-1) (Figura 3.31).



68

Figura 3.31 - Perfis de velocidades de producéo de AC (rAC) e degradacéo (rdAC) durante o0s
cultivos B30-30, B20-20 e BP20-20-1.
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As maximas velocidades de degradacdo AC (rgacmax) foram semelhantes para
todos os cultivos. Nos cultivos em baixa temperatura (20°C), as maiores concentracdes
acumuladas de AC compensaram os menores valores de kgac no célculo de rgac € 0
contrario foi observado no cultivo B30-30, resultando nos perfis semelhantes de rgac
para os cultivos a 20 e 30°C. No entanto, as relacOes obtidas entre as velocidades
méaximas de degradacdo e de producdo de AC (rqacmax/feacmax) foram muito mais baixas,
cerca de 0,2 para os cultivos realizados 20°C, em compara¢do com o valor de 0,38
obtido para o cultivo controle. Comparando os resultados dos cultivos B20-20 e BP20-
20-1, observou-se que houve uma diminuigdo na rac apos o pulso de glicerol no cultivo
BP20-20-1 (as 125 horas). No entanto, os valores de rac ainda permaneceram elevados

em relacdo aos de rgac durante as subsequentes 100 h de cultivo, resultando no elevado
acumulo de AC no caldo.

3.5. Conclusodes

A producdo de AC por S. clavuligerus em cultivos em mesa incubadora rotativa
foi aumentada através da manipulacdo da temperatura de operacdo. A producéo liquida
maxima de AC foi obtida para o cultivo BP20-20-1, de 34,3 mg/L, com uma
produtividade de 5,3 mg/L/h. Tal resultado pode ser atribuido ao lento consumo da

fonte de carbono e reducéo da velocidade de degradacéo de AC a 20°C.
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A comparacao entre as velocidades de producéo de AC (rac) e degradacdo (rgac)
mostrou que a baixa temperatura teve maior influéncia sobre a producdo de AC em
relacdo a de reducdo da degradagdo do AC, contribuindo para um grande acimulo de
produto.

Os resultados demonstraram que S. clavuligerus pode crescer bem a baixa
temperatura, com uma duracdo prolongada da viabilidade celular e que a degradacao de
AC é reduzida em menores temperaturas.

O efeito benéfico da menor temperatura em cultivos para a producédo de AC por
S. clavuligerus pode ser particularmente atraente para aplicacGes industriais, uma vez

que temperatura é uma varidvel de facil manipulacdo e controle.



Capitulo 4

CULTIVOS DE Streptomyces clavuligerus
EMALTA CONCENTRA(;AO DE
GLICEROL PARA PRODU(;AO DE
ACIDO CLAVULANICO
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RESUMO

O é&cido clavulanico (AC) é um composto beta-lactamico que possui atividade inibidora
contra enzimas beta-lactamases. A influéncia da concentracdo de glicerol (15, 30 e 60
g/L) e da temperatura de operacdo (20 e 25°C) na producdo de AC utilizando uma
linhagem selvagem de Streptomyces clavuligerus (ATCC 27064) foi investigada em
ensaios em mesa incubadora rotativa. A maior concentragdo de AC (1543 mg/L) e
maior produtividade (7,41 mg/L/h) foram obtidas a 20°C para concentracédo de glicerol
de 30 g/L em 208 h de cultivo. Acima destas concentragdes a producao de AC no caldo
foi significativamente afetada pela fonte de carbono.

4.1. Introducéo

Desde 1930, com o avento da introducdo da penicilina na ciéncia médica para o
tratamento de doencas infecciosas, vem se observando um crescente aumento da
resisténcia bacteriana aos antibidticos beta-lactdmicos. O tratamento contra as bactérias
resistentes € hoje mais dificil do que no passado. A descoberta e aplicacdo do acido
clavulanico foram importantes para diminuir a resisténcia a estes antibioticos. Por isso,
esse composto tem sido aplicado com sucesso na &rea clinica (BAGGALEY et al.,
1997). O AC ¢ um potente inibidor da classe de enzimas “serina” beta-lactamases,
responsaveis pela resisténcia bacteriana a classe de antibidticos beta-lactamicos, e é
utilizado como sal de potassio em associacdo com amoxicilina, prescrito como co-
amoxiclav (Augmentin®) ou como ticarcilina (Timentin®).

O AC ¢é tradicionalmente produzido por via fermentativa do micro-organismo
Streptomyces clavuligerus. Muitos estudos tém focado a manipulacdo de meios de
cultura e controle de alimentacdo em operacdes de processo continuo ou batelada
alimentada para a melhoria dos rendimentos de producdo do AC (MAYER e
DECKWER, 1996; CHEN et al., 2002; 2003; NETO et al., 2005; TEODORO et al.,
2006; 2010). Em sua maioria, 0os meios de cultura empregados para producdo de AC
contém glicerol como fonte de carbono e energia. No entanto, Chen et al. (2002)
observaram que concentragdes de glicerol maiores que 20 g/L em fermentacOes
conduzidas a 28°C geram um menor acumulo de AC no caldo de cultivo, devido aos
efeitos de represséo e inibicdo causados pelo excesso de fonte de carbono. Mayer e
Deckwer (1996) avaliaram o efeito de diferentes velocidades de alimentacéo de glicerol,
como fonte de carbono em cultivos utilizando a linhagem mutante de S. clavuligerus

DSM 738. Neste trabalho, os autores mantiveram o controle de alimentacdo da fonte de
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carbono de modo a obter uma concentracédo de glicerol de 1 a 4 g/L no caldo resultando
em concentragdes de AC de 400-500 mg/L em 90 h de cultivo.

Em trabalho anterior, Costa e Badino (2012) concluiram que as maiores
velocidades de producdo de AC (rp) foram alcancadas em fermentagdes conduzidas em
temperaturas mais baixas. Esse resultado foi atribuido principalmente a reducdo dos
efeitos de repressao e inibicdo pela fonte de carbono que foram controlados por uma
lenta velocidade de assimilacdo pelas células atribuida a baixa temperatura. Diante
disso, procurou-se avaliar também os efeitos da alta concentracdo de glicerol na
producdo de AC em cultivos a baixa temperatura, esperando constatar que fermentacoes
conduzidas a baixa temperatura e altas concentragdes de glicerol ndo causasse efeitos
negativos na biossintese de AC uma vez que, em baixa temperatura, os efeitos negativos
dos catabdlitos gerados do metabolismo do glicerol sdo reduzidos. Alem disso, a maior
disponibilidade de fonte de carbono poderia prolongar a viabilidade das células. A
hipotese elaborada foi que o efeito desses fatores aliados poderia refletir numa maior
producdo de AC.

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos em cultivos em batelada
com alta concentracdo de glicerol e baixa temperatura e os resultados comparados com

os de cultivo em batelada a 30°C (ensaio controle).

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064, conservado na forma de células vegetativas a —70°C e suspensas em

solucdo crioprotetora contendo 10% v/v de glicerol.

4.2.2. Meios de cultura

Meio de cultura de reativagao

Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativagéo proposto por
Rosa et al. (2005), descrito na Tabela 4.1. O pH foi ajustado em 6,8 e 0 meio de cultura
esterilizado a 121°C e 1 atm por 15 minutos.
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Tabela 4.1 - Meio de cultura de Rosa et al. (2005)

Concentracéao
Componentes (o/L)
Glicerol 21
Peptona bacterioldgica 10
Extrato de levedura 1
Extrato de malte 10
Tampéao MOPS 21
K2HPO, 0,8
MgS0O,.7H,0 0,75
Solucgéo de sais* (ImL/L)

* Composicao (g/L de agua destilada): MnCl,.4H,0, 1,0; FeS0,4.7H,0, 1,0;
ZnS0,4.7H,0, 1,0; 4gua destilada.

Meios de cultura de crescimento e produgéo
Os meios de cultura de in6culo e de producdo tiveram a mesma composicdo e

foram baseados no meio proposto por Teodoro et al. (2006), (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Meio de cultura de Teodoro et al. (2006) modificado.

Concentracao
Componentes (g/L)
Glicerol 15/30/60
Proteina isolada de soja 25
Tampédo MOPS 21
K,HPO, 0,8
MgSO,4.7H,0 0,75
Solugéo de sais* (ImL/L)

Como ja mencionado no capitulo anterior, 0 meio de cultura original proposto
por Teodoro et al. (2006) contém o6leo de soja (1g/L) na sua composi¢do. Neste estudo,
0 0Oleo de soja foi retirado da constituicdo do meio de cultura de producéo e indculo para
garantir que os resultados em termos de producdo de AC fossem exclusivamente em

funcdo do consumo de glicerol como Unica fonte de carbono.
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4.2.3. Procedimento experimental

O procedimento para execugdo dos cultivos em mesa incubadora rotativa foi
descrito por Rosa et al. (2005) e consiste de trés etapas: reativacdo do micro-organismo,
crescimento e producdo, sendo que os meios de cultura estdo representados nas Tabelas
4.1e4.2.

Primeiramente, 3,5 ml de suspensdo de células vegetativas de S. clavuligerus
mantidos em criotubos foram inoculados em Erlenmeyers de 500 ml contendo 50 ml de
meio de reativacdo e estes incubados por 24 h a 30°C e 250 rpm (etapa de reativacédo)
em mesa incubadora rotativa, modelo G25 (New Brunswich Scientific Co.). Em
seguida, 5 ml de suspenséo foram transferidos para Erlenmeyers de 500 ml contendo 45
ml de meio de cultura de inéculo, de mesma composicdo do meio de cultura de
producdo. Estes foram incubados por 24 h a 30°C e 250 rpm (etapa de crescimento).
Esta etapa foi repetida para dar inicio da fase de producao, exceto que os cultivos foram
incubados em diferentes temperaturas para avaliagdo dos resultados (25 e 20°C) (Figura
4.1).

Figura 4.1 - Procedimento experimental para cultivos de S. clavuligerus em mesa

incubadora rotativa.
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REATIVACAO CRESCIMENTO

Ensaios:

B25: T=25°C — Cgo=15¢g/L
B20: T=20°C - Cg=15g/L
B25(30): T=25°C - C,0=30 g/L
B20(30): T=20°C - C,0=30 g/L
B20(45): T=20°C - C0=60 g/L
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Os cultivos em batelada foram realizados em triplicata.

4.2.4. Metodologia Analitica

Analise da concentracéo de glicerol

A concentracdo de glicerol foi determinada por método enzimatico utilizando
um Kit para triacilglicerideos (Triglycerides GPO-PAP, Liquid Stable Monoreagent,
Laborlab, Brasil). A curva de calibracdo foi obtida com solugdo de glicerol diluida em

agua em concentracOes crescentes até 1 g/L.

Anélise da concentracéo de AC

A concentracdo de AC foi analisada pelo método espectrofotométrico proposto
por Bird et al. (1982) que mede a absorbancia do produto da reacdo de derivatizacdo do
AC com imidazol em comprimento de onda de 311 nm. A curva de calibracdo foi obtida
com solucdo de Clavulin® na forma de clavulanato de potassio diluido em agua em

varias concentracdes crescentes até 50 mg/L.

Analise da concentracéo celular

O método proposto por Mayer e Deckwer foi usado para determinar a
concentracdo de células na presenca de particulas sélidas. A concentracao de células em
massa seca em cultivos empregando meio soltvel foi medida e correlacionada com a
densidade 6ptica a 600 nm (DOgo), 0 que gerou um modelo linear que descreve a
relacdo entre concentracdo de células em termos de massa seca e DOggo. Nas culturas
com meio contendo particulas insolGveis (isolado de proteina de soja , IPS) , o caldo foi
decantado durante 45 s (0 tempo necessario para precipitar o IPS) e a DOgqo foi medida .
O valor de concentracdo celular foi obtido a partir da equacdo de regressao linear

descrita acima.

Andlise da concentracédo de ions NH,"

A concentracdo do fon NH," foi medida pelo método do fenato (Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater; 21°ed. 2005, 4500 F. 4-114),
que se fundamenta na reagdo do ion NH;" com o fenol produzindo um composto azul

conhecido como azul de iodiofenol. A cor resultante € lida em espectrofotdmetro em
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comprimento de onda de 630 nm. A curva de calibragdo foi obtida com solugdo de

acetato de NH," diluido em agua em concentragdes crescentes até 1 mg/L.

4.3. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos permitiram avaliar alguns aspectos do efeito do aumento
da concentracdo de glicerol na produgdo de AC em cultivos conduzidos a baixa
temperatura. Foram realizados ensaios em mesa incubadora rotativa utilizando 15 ou 30
g/L de glicerol, a fim de verificar se a concentracdo de glicerol realmente inibiria a
producdo de AC mesmo em baixas temperaturas, como observado em outros estudos
conduzidos em temperaturas mais altas. O pH e as concentracdes celulares, de glicerol,
de ions NH," e de AC foram medidos periodicamente ao longo do cultivo.

Na Figura 4.3 sdo apresentadas as curvas de crescimento de S. clavuligerus nas
temperaturas de 25 e 20°C para os cultivos realizados com concentracGes de glicerol de
15 (B20; B25) e 30 g/L (B25(30); B20(30)).

Figura 4.3 — Curvas de crescimento de S. clavuligerus durante os cultivos B25; B25(30); B20
e B20(30).
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Como esperado, o crescimento celular foi mais lento a 20°C em comparagéo a
25°C apos as 25 h de cultivo e a maxima concentragdo celular (Cxmax) em fermentacoes
contendo 15 g/L de glicerol foi obtida no ensaio conduzido a 25°C (9,01 g/L em 65 h),

enquanto que a 20°C este valor atingiu 8,68 g/L em 90 h de cultivo. No entanto, o
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aumento da concentracdo de glicerol prolongou o crescimento celular e aumentou a
concentracdo celular final maxima (Cxmax). A partir das 72 h de cultivo, a concentragao
celular foi maior para o cultivo B20(30) em relacdo ao cultivo B20, atingindo valores de
9,5 g/L em 90 h, o que parece razodvel uma vez que o0 excesso de fonte de carbono é
utilizado para crescimento celular.

Como pode ser observado na Figura 4.4, a velocidade de consumo de glicerol
(rg) dos cultivos com maior concentragdo de glicerol a uma mesma temperatura
(B25(30) e B20(30)) foi maior que a obtida para o cultivo com menor concentracédo de
glicerol (B25 e B20) (Tabela 4.3). Isso se deve ao maior crescimento celular observado
para os ensaios com maior concentracdo de glicerol. No entanto, para os cultivos a 20°C
esse parametro foi quase a metade do observado a 25°C, o que proporcionou uma lenta
assimilacdo da fonte de carbono pelas células reduzindo os efeitos negativos da fonte de

carbono.

Figura 4.4 — Perfil do consumo de glicerol ao longo do tempo durante os cultivos B25; B25(30); B20
e B20(30).
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As variacbes de pH e de concentracdo de fons NH," nos cultivos podem ser

visualizadas nas Figuras 4.5 e 4.6.
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Figura 4.5 — Variacéo de pH ao longo do tempo durante os cultivos B25; B25(30); B20 e B20(30).
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Figura 4.6 — Variagdo de NH," ao longo do tempo durante os cultivos B25; B25(30); B20 e B20(30).
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Nos cultivos com maior concentracdo de glicerol, o pH se manteve estavel por
mais tempo. O excesso de fonte de C também reduziu o acimulo fons NH4" no caldo de
cultivo, uma vez que reduz a necessidade de metabolizar proteina como fonte de
carbono. Enquanto o glicerol estd presente no meio, a proteina € metabolizada em
baixos niveis, se dispondo apenas como fonte de N para o crescimento e manutencao

celular. Quando o glicerol acaba, as células passam a utilizar a proteina para essas
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necessidades. O metabolismo de aminoacidos gera NH3 que, em meio aquoso, pode ser
encontrado na forma de fons NH,*, que se acumula no caldo e contribui para a
degradacdo da molécula de AC de acordo com ROUBOS et al. (2002).

O efeito das concentracdes de glicerol de 15 e 30 g/L na producdo de AC pode

ser observado na Figura 4.7.

Figura 4.7 — Perfil da concentracéo de AC ao longo do tempo durante os cultivos B25; B25(30); B20
e B20(30).
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Observa-se que nas duas temperaturas testadas a concentracdo de AC aumentou
com o aumento da suplementacdo de glicerol em meio de cultivo. Este efeito
provavelmente esta associado ao aumento de biomassa e da viabilidade celular nesses
cultivos. Além disso, o aumento de pH e o excesso de ions NH," nos cultivos em baixa
concentracdo de glicerol podem ter acelerado a degradacdo da molécula de AC,
contribuindo para 0 menor acimulo no caldo.

Considerando uma mesma temperatura, a concentragdo de glicerol em meio de
cultivo aumentou Cacmax € a produtividade em AC no processo. A maior Cacmax de
1543 mg/L foi observada em 208 h de cultivo no ensaio B20(30), que gerou também a

maior produtividade observada, 7,41 mg/L.h (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Parédmetros de fermentacgdo dos cultivos B25; B25(30); B20 e B20(30).

B25 B25(30) B20 B20(30) B30 (15)
Cacmax (MY/L) 615 902 1189 1543 169
P acmax (Mg/L/h) 6,80 7,33 7,10 7,41 2,7
rs (g/L/h) 0,244 0,280 0,111 0,141 0,268
Y acis (Mg/g) 775 77,2 166,0 201,0 11,6
Y (9/9) 0,62 0,41 0,47 0,25 0,55
Y acix (MQ/g) 68,7 77.1 132,0 162,4 11,6

A massa de glicerol convertida em produto (Yac/c) Se manteve semelhante nos
cultivos B25 e B25(30), no entanto a massa de glicerol convertida em células (Yxsc) foi
menor no cultivo B25(30), indicando que o excesso de fonte de carbono foi utilizado
para outras reacGes do metabolismo celular.

De um modo geral, as produtividades do processo e 0s coeficientes de
rendimento Yacis, Yxic € Yac/x foram melhorados com a reducdo da temperatura em
relacdo as fermentacGes conduzidas a 30°C, como observado no trabalho de Costa e
Badino (2012), bem como com o aumento da concentracao de glicerol.

O objetivo deste trabalho foi conhecer o efeito da velocidade de consumo de
glicerol (rg) presente em altas concentragdes na producdo de AC. Verificou-se que, para
a temperatura de 25°C, os valores de rg permaneceram semelhantes ao do cultivo a
30°C, indicando que neste caso, 0 maior acumulo de AC observado a 25°C deve ser
atribuido a reducdo da degradacdo da molécula durante o cultivo. A menor degradacgéo
deve estar relacionada a reducdo da temperatura, além do controle de pH e da menor
concentracdo de ions NH," que aceleram sua hidrélise. Para a temperatura de 20°, os
valores de rg foram significativamente menores para ambas as condi¢fes testadas,
rendendo um maior acumulo de AC no caldo de cultivo. Isso confirma hipotese
elaborada de que, além dos efeitos citados, a velocidade de consumo de glicerol esta
associada aos efeitos de inibicdo e repressdo causados pela rapida metabolizacdo do
glicerol pelas células e que nestas condicOes, a presenca da fonte de carbono em maior
concentracdo (30 g/L) ainda ndo reprimiu ou inibiu a sintese de AC.

Com base nos resultados obtidos anteriormente foi realizado cultivo a 20°C
contendo 60 g/L de glicerol (B20(60)). Os resultados podem ser visualizados na Figura
4.8.
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Figura 4.8 — Perfil de pH e de concentracées de AC, glicerol e células ao longo do tempo durante o
cultivo B20(60).
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Neste cultivo, 0 pH se manteve estavel e o crescimento celular apresentou o
mesmo perfil das demais fermentacdes, atingindo concentragdo maxima de 11,42 g/L. O
valor de rg (0,143 mg/L.h) se manteve préximo ao do obtido para o cultivo B20(30)
(0,141 g/L.h), no entanto a producdo de AC foi significativamente afetada pelo excesso
de glicerol. A maxima concentracdo de AC atingiu valores de 279 mg/L as 117 h de
cultivo seguida de uma rapida queda no caldo, provando que nestas condi¢des o glicerol
afeta negativamente a biossintese de AC. Pode-se dizer que o binémio concentracdo de
glicerol e temperatura varia para cada condicdo testada. Chen et al. (2002) observaram
que em concentracdes superiores a 20 g/L o glicerol atuou como repressor da sintese de
AC em cultivos a 28°C. Este trabalho mostrou que deve-se considerar a temperatura de
operacdo do processo de producdo de AC e a velocidade de consumo da fonte de
carbono para apontar a concentracdo de glicerol que atua como limitante. No entanto,
estudos mais detalhados sdo necessarios para esclarecer os efeitos da concentracdo de

glicerol sob o metabolismo de sintese de AC e sob a fisiologia celular.
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4.4. Conclusoes

A producdo de AC em mesa incubadora rotativa foi potencializada com o
aumento da concentracdo de glicerol no meio de cultivo até 30 g/L. A maior producéo
de AC, de 1543 mg/L, foi obtida para o cultivo B20(30), com produtividade de 7,4
mg/L/h. Os resultados confirmaram que o glicerol é um repressor da sintese de AC, no
entanto a concentracdo limitante desta varidvel depende das condigdes de temperatura
do cultivo e da composicdo do meio utilizado.

E importante lembrar que os maiores valores de concentracdo méaxima de AC
(Cacmax) Obtidas nos ensaios em batelada e batelada com pulsos de glicerol em
diferentes temperaturas se limitaram a valores proximos a 1500 mg/L (TEODORO et
al., 2010; COSTA e BADINO, 2012). Isso pode ser um indicativo de que nesses niveis
de concentracdo, o AC cause danos celulares ou atue como inibidor da sua prépria
biossintese, limitando uma maior producdo de AC e justificando a necessidade da
avaliacdo de fermentacédo extrativa proposta nesta tese.



Capitulo 5

EFEITOS DO ION AMONIO e DO pH

NA DEGRADACAO DE ACIDO CLAVULANICO
EM SOLUCAO AQUOSA E EM CALDO DE
CULTIVO
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RESUMO

O Acido clavulanico (AC) é um importante inibidor de beta-lactamases produzido por
via fermentativa. Durante o bioprocesso de producgdo, muitos fatores influenciam No
acumulo do AC no caldo de cultivo. O efeito do pH (6,5 e 7,5) e da concentracdo de
ions amonio (0; 300; 500; 700 e 1000 mg/L) na degradagdo de AC foi investigado em
solucdes aquosas de AC preparadas com medicamento comercial (Clavulin®). A
degradacéo de AC a 25°C em caldos de cultivos com diferentes tempos de fermentacéo
foi relacionada com os efeitos do pH e da concentracdo de ions amonio resultantes da
metabolizacdo de derivados proteicos pelas células. Os maiores valores de constantes de
degradacdo (0,0098 h™) foram obtidos para pH=7,5 e concentracdo de fons aménio de
1000 mg/L.

5.1. Introducéo

Acido clavulanico (AC) é um importante inibidor de beta-lactamases e é
produzido por via fermentativa por indlstrias farmacéuticas ha varios anos. Por ser
quimicamente instavel, o mesmo se decompfe ainda na etapa de producao,
comprometendo os rendimentos do processo. O conhecimento dos fatores que levam a
degradacdo da molécula de AC é essencial para definir condicdes operacionais que
amenizem a perda do produto durante o processo de producéo deste antibiotico.

Ainda ha pouca informacdo disponivel na literatura cientifica a respeito da
degradacdo do AC. A maioria dos estudos de cinética da degradacdo do AC estdo
focados com particular interesse para os efeitos da temperatura e pH em ensaios em
solucdo aquosa de AC (HAGINAKA et al., 1981 ; MAYER E DECKWER, 1996).
BERSANETTI et al. (2005) exploraram a degradacdo do AC em caldos de cultivo e
observaram que a hidrolise de AC em caldo de fermentagdo é muito maior que em
solucdo aquosa do medicamento comercialmente obtido. Os autores também concluiram
que a degradacdo de AC segue uma cinética de pseudo-primeira ordem. Marques et al.
(2010) estudaram os efeitos da temperatura na degradacdo de AC em caldos de cultivo e
obtiveram constantes de degradacéo de AC (kgp) iguais a 0,028 h™ a 28°C e 0,036 h a
32°C.

Haginaka et al. (2001) sugeriram que a degradacdo de AC ¢ altamente
dependente do pH seguindo uma curva do tipo parabdlica da degradacdo em funcdo do
pH, com um minimo de pH igual a 6,4. Isto significa que o AC ¢ altamente instavel em
meios acidos e basicos. Além disso, a temperatura também tem um consideravel efeito
na degradacdo do AC. Bersanetti et al. (2004) investigaram a degradacdo do AC em
diferentes temperaturas (10 a 40°C) e verificaram que a estabilidade do AC diminuiu
com o0 aumento da temperatura. Roubos et al. (2002) verificaram que o AC também ¢é
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instdvel em meios de cultivo que contém alta concentracdo de nitrogénio na forma de
sais de aménio e aminoacido.

Em processos fermentativos, a aménia (NH3) é um subproduto comum do
metabolismo microbiano e é derivada do catabolismo dos aminoacidos livres resultantes
da degradacdo das proteinas. Em meio aquoso, a aménia € hidrolisada formando ion
amonio (NH4") e fons hidroxila (OH"). As reagdes que envolvem a formacio de amonia
se iniciam com o metabolismo de degradacdo dos aminoacidos, conhecidas como
reacOes de transaminacdo. No citosol, 0s grupos amino da maioria dos aminoacidos sao
transferidos para o grupo aceptor, o alfa-cetoglutarato, para formar glutamato e um alfa-
cetoacido. Os esqueletos carbdnicos dos aminoacidos (alfa-cetoacidos) sao
encaminhados para as reagdes do ciclo do &cido citrico e o fon NH;" é enviado para as
reacOes do ciclo da ureia (Figura 5.1) (LEHNINGER, 2003).

Figura 5.1 — Esquema do catabolismo dos aminoécidos (Adaptado de Lehninger, 2003).
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No capitulo 4 foi mostrado que apds o esgotamento da fonte de carbono no meio
de cultura, ha um grande actimulo de ion NH," no caldo de fermentagdo nos processos
de producédo de AC. No entanto, poucos relatos na literatura mostram o efeito de altas
concentragOes deste produto no acimulo do AC. Por isso, faz-se necessario obter mais
informagdes a respeito dos fatores que levam a degradacdo da molécula de AC durante

0 processo de producéo a fim de se reduzir as causas de baixos rendimentos.
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Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de diferentes
concentragdes de fons NH," (0; 300; 500; 700 e 1000 mg/L) em duas condigBes de pH
(6,5 e 7,5) na degradacao da molécula AC.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Ensaio de degradacédo de AC em solucédo aquosa

Estudos de degradacdo de AC foram realizados a 25°C em cinco concentragdes
de fons NH,4" (0; 300; 500; 700 e 1000 mg/L) e dois valores de pH (6,5 e 7,5).

Foram preparadas solugbes aquosas contendo 250 mg/L de AC a partir do
medicamento Clavulin®. As solugfes foram tamponadas com tampdo MOPS na
concentracdo de 10 g/L e o pH ajustado em 6,5 e 7,5, respectivamente. Os estudos de
hidrolise de AC em solucdo aquosa foram conduzidos em Erlenmeyers de 100 mL
contendo 25 mL de solugdo de AC. Uma massa de acetato de amonio, previamente
autoclavada, foi adicionada a solucdo aquosa de AC de modo a se a obter concentragdes
de fons NH," iguais a 0; 300; 500; 700 e 1000 mg/L. Os frascos foram incubados em
mesa incubadora rotativa a 25°C e 200 rpm. A concentracdo de AC foi medida
periodicamente a cada 20 h por um periodo total de 100 h. Os ensaios foram feitos em

duplicata.

5.2.2. Ensaio de degradacédo de AC em caldos de cultivo

Caldos de cultivos em batelada a 25°C com concentragdo inicial de glicerol de
15 g/L (B25) foram utilizados para estimar as constantes de degradagéo de AC (kgp €M
h™) de caldo de fermentagdo. Amostras de caldo de cultivo nos tempos de 32, 48, 82 e
122 h foram centrifugadas, esterilizadas em membranas de 0,22 um e usadas nos
ensaios de degradacgdo de AC. A concentracdo de ions NH," no caldo de cultivo foram
medidas pelo método do fenato.

Os estudos de hidrdlise foram conduzidos em Erlenmeyers de 100 mL contendo
25 mL de sobrenadante de cultivo. Os frascos foram incubados em mesa incubadora
rotativa a 25°C e 200 rpm. A concentracdo de AC foi medida periodicamente a cada 20

h por um periodo total de 170 h. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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5.2.3. Determinacédo da constante de degradacéo do AC (Kgac)

A constante de degradacdo de AC (kgqac) foi obtida através de um modelo de

pseudo-primeira ordem (Equacéo 5.3):

dCyc/dt = —kaac * Cac (Equacéo 5.1)

N4 = koot (Equacéo 5.2)
Cac

Cac = Cacp - e Faact (Equacéo 5.3)

onde:
Caco : concentracdo inicial de AC no caldo de cultivo [mg/L];
Cac : concentragdo de AC no caldo de cultivo no tempo ‘t’ [mg/L];
kep : constante de degradacéo de AC [h™].
Os resultados experimentais obtidos de kqp em solugdo aquosa e em caldo de

fermentagdo foram comparados.

5.2.4. Metodologia Analitica

Andlise da concentracéo de ions NH"

A concentracio do ion NH," foi medida pelo método colorimétrico do fenato
(Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater; 21°ed. 2005, 4500 F.
4-114). A formacdo da coloracdo se fundamenta na reacdo do ion NH," com o fenol
produzindo um composto azul, conhecido como azul de indofenol. A absorbancia da cor
do produto resultante foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
630 nm. A curva de calibracdo foi obtida com solucdo de acetato de NH," diluido em

agua em concentracOes crescentes até 1 mg/L.

Anélise da concentracéo de AC

A concentragdo de AC foi analisada pelo método espectrofotométrico proposto
por Bird et al. (1982) que mede a absorbancia do produto da derivatizacdo do AC com
imidazol em comprimento de onda de 311 nm. A curva de calibragdo foi obtida com
solugdo de Clavulin® na forma de clavulanato de potéssio diluido em &gua em
concentracgdes crescentes até 60 mg/L.
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5.3. Resultados

5.3.1. Ensaio de degradacédo de AC em solucédo aquosa

As Figuras 5.2a e 5.2b ilustram os resultados de degradacdo de AC a 25°C
obtido de solugéo aquosa de Clavulin® em concentragdes de fons NH," iguais a 0; 300;
500; 700 e 1000 mg/L em valores de pH’s 6,5 e 7,5. A degradacdo do AC devido ao
efeito do pH foi considerada para a concentragdo de NH," igual a O (ensaios controles).

As linhas representam o ajuste linear aos dados experimentais usados para calcular kgac.

Figura 5.2 — Grafico de In(Caco/Cac) em fungdo do tempo para determinagéo da constante de
degradacdo de AC (kgac) em solucédo aquosa com diferentes concentracdes de NH," em: (a) pH 6,5 e
(b) pH 7,5. As retas representam os ajustes do modelo linear aos dados experimentais.
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A Tabela 5.1 apresenta os valores de constante de degradacdo de AC (kgac) em

solugéo aquosa de Clavulin® em diferentes pHs e concentracdes de NH,".

Tabela 5.1 — Constantes de degradacdo do AC (kdAC) para solugdo aquosa em diferentes
concentracdes de NH4+ em solugdo aquosa de Clavulin®

[NH,4'] (mg/L)

pH 6,5 0 300 500 700 1000
Kaac (W) 0,0015+0,0003  0,0021+0,0001  0,0024+0,0002  0,0031+0,0001  0,0036+,0002
r? 0,98 0,990 0,93 0,98 0,93
[NH,4'T (mg/L)

pH 7,5 0 300 500 700 1000
Koac (W) 0,0044+0,0001  0,0055+0,0001  0,0068+0,0001  0,0079+0,0001  0,0098+0,0001
r? 0,99 0,99 0,99 0,98 0,97

Como esperado, considerando apenas o efeito do pH, observa-se que as
constantes cinéticas de degradacdo de AC (kgac) aumentaram progressivamente,
alcancando valores de 0,0015 h™ em pH 6,5 e 0,0044 h™ em pH 7,5, 0 que corresponde
a diminuicdo na meia-vida de 667 h a 232 h. Bersanetti et al. (2005) estudaram a
degradacdo de AC em solucdo aquosa e obtiveram valor de kgac @ 25 °C e pH 6,2 de
0,0053 h™, cerca de 2,86 vezes maior que o obtido neste estudo para pH 6,5. A causa
desta variacdo pode ter sido o tampdo utilizado para manutencdo do pH da solugéo
aquosa durante os experimentos. Bersanetti et al. (2005) utilizaram tampé&o fosfato (40

mM), enquanto neste estudo o tampdo utilizado foi o MOPS na concentragdo de 10 g/L
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(47 mM). Apesar das concentracOes utilizadas serem proximas, ndo se tem
conhecimento dos efeitos individuais dos componentes do sistema-tampdo na
degradacdo da molécula do AC, o que pode justificar a diferenca entre os valores de Kgp
encontrados no presente trabalho e no de Bersanetti et al. (2005) obtidos para condi¢des
préximas de pH e temperatura.

O valor de kgac também aumenta progressivamente com a concentracdo de ions
NH;* presente na solucdo aquosa, até um valor maximo de 0,0036 h™ em pH 6,5 e
0,0098 h™ em pH 7,5 na concentracdo de 1000 mg/L de NH,". Observou-se que para as
duas condigdes de pH testadas, o efeito da concentragdo de ions NH," na degradagio de
AC foi significativa na faixa de concentracdo de 500 mg/L de NH,", chegando a
representar um aumento de 60 e 54% da degradacdo em relacdo aos ensaios controle
(sem adic&o de fons NH4") em pHs 6,5 e 7,5, respectivamente. Na méaxima concentragio
de fons NH,4" avaliada (1000 mg/L), os aumentos chegaram a 120 e 153% em pHs 6,5 e

7,5, respectivamente.

5.3.2. Ensaio de degradacédo de AC em caldos de cultivo

A degradacdo do AC foi também avaliada em caldos de cultivo correspondentes
a diferentes tempos de cultivo em batelada a 25°C (B25). De posse dos valores para Kgp
em diferentes concentragdes de ions NH," e valores de pH para solucdo aquosa, foi
possivel compara-los com os resultados de degradacdo do AC em caldo de fermentacao
obtidos de cultivos em batelada a 25°C.

O pH, as concentracdes iniciais de AC (Caco) € de fons NH;" ([NH4']) presentes
nas amostras de caldos de cada tempo de cultivo avaliados, bem como as constantes de
degradacédo de AC (kgac) obtidas pelo ajuste do modelo linear aos dados experimentais

estdo apresentadas na Tabela 5.2 € 5.3.

Tabela 5.2 — Condic8es experimentais das amostras de caldo do cultivo B25.

[NH,'] Caco

Tempo (h) pH (mg/L) (mg/L)
32 6,84 60,0 63,2

48 6,74 89,0 204,1

82 6,94 324,0 459,1

122 7,33 918,1 446,0
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A Figuras 5. 3 ilustra os resultados de degradacdo de AC a 25°C obtidos em
caldo de cultivo de diferentes tempos de fermentacdo (32, 48, 82 e 122 h).

Figura 5.3 — Grafico de In(Caco/Cac) em fungédo do tempo para determinagéo da constante de
degradacdo de AC (kdAC) em caldos de cultivo. As retas representam os ajustes do modelo linear
aos dados experimentais.
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As constantes de degradacdo de AC (kgac) obtidas pelo ajuste do modelo linear

aos dados experimentais estdo apresentadas na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Constantes de degradacdo do AC (kyac) para amostras de caldo de cultivo em
diferentes tempos de fermentac&o.

Tempo (h)  [NH,"] (mg/L) kaac (h™) r
32 59,2 0,0059:0,0003 0,93
48 89,0 0,0035:0,0001 0,95
82 324,0 0,0037+0,0003 0,94
122 918,1 0,0079:0,0002 0,96

Assim como os resultados obtidos nos ensaios em solucdo aquosa e de acordo
com os relatos da literatura cientifica, os valores de kgac aumentaram a medida em que
aumenta o pH e a concentragdo de fons NH4". No entanto, a amostra referente ao tempo
de 32 h com concentragéo de fons NH4" de 60 mg/L e pH 6,84 resultou num maior valor
de kgac em (0,0059 h*) quando comparada com os valores obtidos em pH 6,5 e 7,5
contendo concentragdo de fons NH," de 300 mg/L, 0,0021 e 0,0055 h™,
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respectivamente. Isto sugere que outros componentes presentes no meio de cultivo
também atuam como agentes de hidrélise de AC. Outra explicacdo para o resultado
observado é a re-metabolizacdo do AC pelo préprio micro-organismo para produzir
outros metabolitos secundarios ou também a modificacdo estrutural da molécula de AC
para que ndo cause danos celulares durante a fase de crescimento (MAYER e
DECKWER, 1996).

Os resultados de kyac para as amostras dos tempos 48 e 82 h foram semelhantes,
apesar das concentragdo de jons NH," ser 3,64 vezes maior para o tempo de 82 h e o pH
ser maior. No entanto, estes resultados estdo dentro da faixa esperada de kyac obtidos
para solugio aquosa. No tempo de 122 h com concentracio de fons NH," de 918 mg/L e
pH 7,33 o valor de kgac=0,0079 h™ estd dentro da faixa esperada como mostra 0s
resultados obtidos para solucdo aquosa (0,0036 h™ para pH 6,5 e 0,0098 h™* para pH
7,5).

No que diz respeito as possiveis razfes para degradacdo de AC pode-se
considerar que o resultado da acdo de metabolitos ou enzimas produzidas pelo micro-
organismo produtor ou compostos de meio de cultura, bem como a re-metabolizacéo do
AC sdo mais evidentes na fase de crescimento celular (82 h). J& na fase estacionaria, 0s
principais fatores de degradacdo da molécula s&o o pH e a concentragdo de fons NH," .
Ao final da etapa de crescimento, a concentracio de fons NH;" em caldo de cultivo
aumenta significativamente e sua contribuicdo para degradacdo de AC nesse ambiente

deve ser considerada.

5.4. Conclusdes

AC é mais estavel em pH 6,5 que em pH 7.5, tanto em solucdo agquosa quanto
em caldo de cultivo.

A presenca de fons NH," no caldo de fermentagéo tem um efeito significativo na
degradacéo do AC.

As constantes de degradacdo de AC em caldo de cultivo s@o maiores a medida
que se prolonga o tempo do processo. A amonia liberada pelo metabolismo proteico e
acumulada no caldo de cultivo tem um importante efeito na degradacdo da molécula de
AC durante o processo de producdo deste composto.
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RESUMO

Acido clavulanico (AC) é um composto beta-lactamico produzido pelo metabolismo
secundario de Streptomyces clavuligerus, que possui um amplo espectro contra a acédo
de enzimas beta-lactamases. Materiais adsorventes alternativos tém sido utilizados em
muitos processos de recuperacdo de biomoléculas como acUcares, aminoacidos,
antibidticos e etanol, entre outras. Neste estudo, foram avaliados os potenciais de
remocao de AC por trés materiais alternativos (carvao ativado, hidrotalcita calcinada,
clinoptilolita) e uma resina de troca ibnica Amberlite IRA 400, conhecida por sua
eficiéncia na remocdo de AC, com potencial aplicacdo para estudos de fermentagédo
extrativa. O pH, o tempo de equilibrio e o potencial de remocdo pelos adsorventes
foram avaliados na remoc¢édo de AC de caldo de cultivo. A resina IRA 400 mostrou ser
mais adequada para aplicacdo em fermentacdo extrativa de AC por causar pequena
variacdo de pH no caldo de cultivo e atingir rapidamente o equilibrio, além de
apresentar boa capacidade de adsorcéo de AC.

6.1. Introducéo

A fermentacdo extrativa pode representar uma solucdo tecnoldgica para a
limitacdo da produtividade de processos causada pelo acimulo de produto no caldo de
fermentacdo. Como o proprio nome sugere, 0 conceito se aplica a um método que
integra simultaneamente as etapas de producdo e extragdo da molécula de interesse.

Durante o processo de producdo de AC por S. clavuligerus, as condigdes tipicas
de temperatura (28-30°C), os componentes do caldo de cultivo, condi¢bes de pH e as
préprias células, aceleram a decomposi¢do do produto e levam a baixa produtividade
(MAYER e DECKWER, 1996; ROUBOS et al., 2002). Outros aspectos importantes
que devem ser considerados no bioprocesso é a limitacdo da sintese de produto que
pode ser causada por altas concentracdes no caldo de cultivo e o efeito citotdxico
causado pelo produto, que pode causar danos a viabilidade celular. Um exemplo tipico é
a producdo de etanol por leveduras. Altas concentraces deste produto no meio levam a
reducdo da viabilidade celular e a diminuicdo do rendimento do processo (BAI et al.,
2008).

Em relacdo a producdo de AC, Teodoro et al. (2010), estudando a producédo de
AC em biorreator convencional de 10 L operado em batelada alimentada com
alimentacdo de glicerol e ornitina, obtiveram uma producdo maxima proxima de 1,6
g/L. Durante a realizagdo do presente trabalho de doutorado, observou-se que nos
ensaios de producdo de AC, as méximas producgdes atingiram valores de 1543 mg/L em

cultivos a 20°C com concentracdo de glicerol de 30 g/L em ensaios conduzidos em mesa
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incubadora rotativa. Outras alternativas propostas no presente trabalho otimizaram a
producdo de AC, no entanto os valores obtidos ndo ultrapassaram a producdo de 1500
mg/L de AC. Esta limitacdo pode ser um indicativo de que o AC seja citotoxico a partir
deste limite de concentragdo, caracterizando um processo de inibicao pelo produto. Para
examinar esse efeito, esta etapa do trabalho propds investigar a remocdo do AC do
caldo durante o cultivo a partir do uso de adsorventes adequados. Num primeiro
momento, foi testada a eficiéncia de diferentes tipos de adsorventes com potencial para
remocao de AC. Em seguida, foi realizado um processo de fermentacdo extrativa para
avaliar o efeito da remocéo de AC na concentracdo celular e na sua prépria biossintese.

Dentre os processos comumente utilizados nas operagdes de separacdo e
purificacdo de AC destaca-se 0 processo de adsorcdo em fase sélida. De acordo com
Gubulin (1990), o processo de adsorcdo € um fendbmeno em que uma fase fluida
(adsortivo) é colocada em contato com uma fase sélida (adsorvente) e na interface de
separacdo entre as duas fases ocorre uma fonte de atracdo entre o adsorvente e as
espécies quimicas (adsorbatos) presentes na fase fluida.

O AC se caracteriza por apresentar carga elétrica em condi¢des de pH neutro
(pK;=2,5), 0 que permite com que 0 processo de adsorcdo por troca ibnica seja o
método mais satisfatorio e amplamente empregado para purificacdo do AC (SILVA et
al. 2009). Apesar de ser uma técnica muito utilizada em operacfes de purificacdo de
AC, ndo se tem relatos na literatura da utilizacdo de resinas de troca i6nica como
ferramenta para de remocao de AC ‘in situ’ durante o processo fermentativo.

Amberlite IRA 400 é uma resina de troca anidnica, macroporosa, altamente
basica, carregada positivamente com grupo funcional aménio quaternario e que possuli
ampla aplicacdo nos processos de purificacdo e remoc¢do de anions. Estudos anteriores
de separacdo e purificacdo de AC ja documentaram a eficacia da resina IRA 400 na
adsorcdo desse composto (ALMEIDA et al., 2003). Adsorventes alternativos como
carbono ativado, hidrotalcita e zeélita tém sido muito utilizados na separacao,
purificacdo e imobilizacdo de biomoléculas como acucares, aminoacidos e antibioticos
(CHANG et al., 2006; FORTE e MAUGERI, 2007)

O carvao ativado é um material com uma elevada area superficial e alta
porosidade. Na superficie do carvdo existem radicais acidos e basicos, estes ultimos
estdo associados a superficies com grandes quantidades de oxigénio e possuem a

propriedade de trocar anions. A literatura aborda alguns estudos de adsorcdo de
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antibidticos como é&cido 6-aminopenicilanico e ciprofloxacina no tratamento de
efluentes (DUTTA et al., 1999; CARABINEIRO et al., 2012).

As hidrotalcitas sdo hidréxidos mistos lamelares que contém cations trivalentes e
divalentes, normalmente o aluminio ou magnésio intercalados com um anion, em geral
carbonatos e sulfato. Nestas estruturas, parte dos cétions divalentes (M?*) sdo
substituidos por cétions trivalentes (M**). Esta substituicdo gera um excesso de cargas
positivas nas lamelas, que é compensado por anions interlamelares e lhe confere a
capacidade de trocar anion. Esse material possui uma grande area superficial, boa
estabilidade térmica e alta capacidade de troca idnica. Por causa dessas caracteristicas
diferenciadas, as hidrotalcitas tém recebido consideravel atencdo quanto a suas
aplicagdes (GOH et al., 2008). Na maioria das suas aplicacdes, as hidrotalcitas séo
utilizadas na forma calcinada, constituida de uma solucao solida de éxidos metélicos e a
desidratacdo das suas lamelas pelo processo de calcinacdo permite uma troca ibnica
mais eficiente.

Zeolitas sdo solidos inorganicos cristalinos que contém aluminio, silicio e
oxigénio arranjados em uma estrutura altamente regular. Elas podem ser de origem
natural ou sintéticas e apresentam alta microporosidade para adsorver moléculas de
acordo com tamanho de poro. A ampla superficie interna, estabilidade térmica e suas
propriedades de troca idnica fazem com que as zedlitas sejam materiais muito utilizados
na purificacdo de aclcares e proteinas (CHANG et al.,, 2006; SEETHARAM e
SAVILLE, 2002; AHMED et al., 1998).

No presente trabalho investigou-se o potencial de remocdo de AC de caldo de
cultivo utilizando resina de troca ionica IRA 400 e outros materiais alternativos como
carvao ativado, hidrotalcita calcinada e zedlita (clinoptilolita), objetivando selecionar a

melhor fase sélida para aplicacdo no processo de fermentacdo extrativa de AC.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Adsorventes e tratamentos

Quatro tipos de materiais (carvdo ativado, hidrotalcita calcinada e zedlita e
resina Amberlite IRA 400) foram examinados para adsorcdo de AC de caldos de

cultivo. Os materiais e 0s procedimentos de utiliza¢do estdo descritos a seguir:
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1. Zeolita natural Clinoptilolita (tipo SiO, e Al,O3; 0,4-1,0 mm de
granulometria) adquirida da Inddstria Celta Brasil Ltda., tratada com NaCl 4% m/v
durante 10 min e secos em estufa a 70°C.

2. Carvéo Ativado (granulado, 1-2 mm, Synth), lavado com &gua destilada e
seco em estufa a 70°C.

3. Hidrotalcita (Pural ®MG70, composta de 70% de MgO) cedida pelo Dr.
Marcus Bruno Soares Forte (Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas). O material foi calcinado a 500°C por 4 h.

4. Amberlite IRA 400. A resina foi tratada com solucdo NaCl 10% m/v por 1 h
para carregar os grupos anidnicos. Em seguida, foi adequadamente lavada com H,O
ultrapura até pH atingir a neutralidade.

6.2.2. Cinética de adsorcao

Para determinar o tempo necessario para atingir o equilibrio de adsorcdo, 15 g de
adsorvente previamente tratados foram incubados com 100 mL de caldo de cultivo
contendo aproximadamente 350 mg/L de AC e pH inicial igual a 7,0 em reatores
encamisados a 25°C e 600 rpm de agitacdo. Amostras foram periodicamente retiradas,
centrifugadas a 2700-x g por 2 min e as concentra¢des de AC determinadas pelo método
de Bird et al. (1982).

Os perfis de adsorcdo foram avaliados em termos de concentragédo relativa ao
equilibrio (Cac/Caco) e capacidade de adsorg¢do do equilibrio (geq) determinada pela

equacdo (Equacéo 6.1):

3=

q = (Caco — Cac)- (Equacéo 6.1)
onde:

Cac: concentracdo do AC no tempo t; (mg/L)

Caco: concentragdo do AC no tempo t=0; (mg/L)

V: volume da solugéo; (L)

m: massa do adsorvente; (m)
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O adsorvente foi selecionado com base nos resultados destes experimentos e

utilizado para os testes seguintes.

6.2.3. Isotermas

As isotermas foram obtidas para se determinar a capacidade maxima de adsor¢éo
de AC no equilibrio. Para isso, foram utilizados 0,2 g do adsorvente selecionado na
etapa anterior para 5 mL de solucdo aquosa de AC e caldo de cultivo, com
concentracdes de AC variando na faixa de 150 a 1250 mg/L de AC. As solucGes foram
incubadas em mesa incubadora rotativa a 150 rpm até atingir o equilibrio. A
concentracdo de AC do equilibrio no sobrenadante foi medida. As capacidades de
adsorcéo do adsorvente no equilibrio (geq) foram estimadas a partir do balan¢o de massa
(Equacdo 6.2):

Maco = MAcfinal

CACO' V = CACeq V + qeq . (Equa(;é.o 62)

onde:

Caco: concentracéo inicial de AC (mg/L)

V: volume (mL)

Caceq: concentragdo de AC no equilibrio (mg/L)
m: massa de resina (g)

(eq- Capacidade de adsorgédo de AC no equilibrio (mg/g)

A capacidade de adsorcéo no equilibrio (qeq) foi expressa em mg de AC por g de
resina. Os resultados experimentais para as isotermas a 25°C foram ajustados de acordo
com 0 modelo de adsorcéo de Langmuir (Equagéo 6.3).

__ Amax'CAceq

Qeq = (Equacéo 6.3)

ki+Caceq

onde:

Omax: Capacidade maxima de adsorcdo de AC no equilibrio (mg/g)
Caceq: concentragdo de AC no equilibrio (mg/L)

k_: constante de adsorcdo de Langmuir (mg/L)
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6.2.4. Analise da concentracdo de AC

A concentragdo de AC foi analisada pelo método espectrofotométrico proposto
por Bird et al. (1982) que mede a absorbancia do produto da derivatizacdo do AC com
imidazol em comprimento de onda de 311 nm. Clavulin® na forma de clavulanato de

potéssio foi utilizado como padréo.

6.3. Resultados

6.3.1. Ensaios de adsorc¢do de AC

O primeiro passo no desenvolvimento de um processo de fermentagdo extrativa
¢ a selecdo de potenciais adsorventes. Neste estudo, quatro adsorventes foram
escolhidos para andlise, com base nas suas caracteristicas de recuperacdo e de custo.
Um tempo curto de equilibrio de adsorcéo é desejavel, a fim de minimizar o tempo de
contato do caldo com o adsorvente durante a fermentacdo extrativa. Os adsorventes
testados foram o carvéo ativado, uma zedlita (clinoptilolita), hidrotalcita calcinada e a
resina de troca anidnica Amberlite IRA 400, em concentragdes de 15 % m/v, usando
caldo de fermentacdo isento de células como a fase liquida. Os desempenhos dos
adsorventes foram avaliados com base nas variagdes de concentracdo de AC na fase
liquida e do pH ao longo de um periodo de 120 min, uma vez que sabe-se que o pH
afeta a degradacdo do AC. Bersanetti et al. (2005) relataram que o AC é mais estavel a
pH 6,2 e é altamente instavel em pHs superiores a 8,0. O pH do caldo de fermentagéo
encontra-se na faixa de 6,8 a 7,2, sendo que para padronizar os experimentos, o pH
inicial dos caldos de fermentacdo usados foi ajustado em 7,0.

A adicdo de carvédo ativado e hidrotalcita calcinada ao caldo de fermentagdo
provocou o aumento de pH durante o processo de adsorcdo a 25 °C (Figura 1). No
ensaio realizado com carvao ativado o pH atingiu o valor de 7,5 ap6s aproximadamente
10 min, e uma baixa capacidade de adsorcdo de AC de 23% (Cac/Caco=0,77) foi
observada ap6s 120 minutos (Figura 6.1). Hidrotalcita calcinada apresentou alta
capacidade de adsor¢do de AC, com 65% de adsorcao (Cac/Caco=0,35) obtida apos 120
min. No entanto, o pH mostrou um aumento brusco ap6s a adicdo do adsorvente,
alcancando o valor de 8,5 apds 10 min. Este efeito também foi observado em outros

estudos que empregam hidrotalcita calcinada em sistemas de adsorcdo (SEIDA et al.,
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2001; FORTE et al., 2012). A hipdtese de que o aumento do pH poderia ter degradado
AC por hidrélise basica foi baseada no fato de que o equilibrio ndo foi atingido mesmo
ap6s 120 min. E também conhecido que o aumento de pH ndo é desejavel durante a
fermentacao extrativa, devido ao efeito negativo sobre o crescimento celular.

Quando clinoptilolita foi utilizado como adsorvente, o0 pH permaneceu
praticamente inalterado, em torno de pH 7,0, e uma capacidade de adsorcdo CA
constante e muito baixa de apenas 6,5% (Cac/Caco=0,935) foi observada apds 30
minutos (Figura 6.1).

No ensaio de adsor¢do com Amberlite IRA 400, o pH caiu drasticamente durante
0S primeiros minutos e, em seguida, manteve-se em torno de 6,5. Este foi o melhor
valor obtido para os diversos adsorventes, mostrando que este adsorvente foi 0 mais
apropriado para minimizar a degradacdo do AC. IRA 400 também mostrou o0s
resultados mais promissores em termos de remocdo CA, uma vez que foi capaz de
adsorver 78% da AC (Cca/Cca0=0,22) sendo que a remocdo com este adsorvente
alcancou o equilibrio no menor tempo (<20 min). A resina Amberlite IRA 400 foi,

portanto, selecionada para estudos posteriores fermentacéo extrativa de AC.
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Figura 6.1 —Adsorc¢éo de AC em carvdo ativado, hidrotalcita calcinada, clinoptilolita e IRA 400,
utilizando-se 15 g de resina para 100 mL de caldo de cultivo em reator em batelada a 25°C e 600

rpm: (a) cinéticas de adsorcao e (b) perfis de pH.
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6.3.2. Etapa de dessorcédo de AC em IRA 400
A proxima etapa foi avaliar a recuperagdo do AC da resina IRA 400. Para isso,
apos a etapa de adsorcdo a resina foi lavada duas vezes com 100 mL de agua ultrapura e
a eluicdo foi realizada utilizando 100 mL de NaCl 10% m/v, mantendo-se a temperatura
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de 25 °C. Amostras foram retiradas periodicamente e foram medidos a concentracéo de

AC e 0 pH ao longo do processo. A etapa de dessorcao esta ilustrada na Figura 6.2.

Figura 6.2 — Perfis de Cac (Mg/L) e de pH durante dessorcédo de AC da resina IRA 400 a 25°C em
processo conduzido em batelada.
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Pelo grafico da Figura 6.2 observou-se que a etapa de eluicdo foi mais lenta que
a de adsorgdo e em 2 h houve a eluicdo de cerca de 70% da massa de AC adsorvida na
resina (Macrecuperada/ MAcadsorvida=0,70).

A recuperacdo parcial de massa de AC recuperada pode ser devido a forte
atracdo eletrostatica entre as moléculas de AC e os sitios carregados da resina que
dificultam a eluicdo. Outra possivel explicacdo também pode ser atribuida a degradacéo
do AC, uma vez que houve uma aumento repentino no pH durante a etapa de dessorcao,
atingindo valores de 8,8. A cinética de dessor¢do do AC em caldo de cultivo mostrou

que o tempo necessario para se atingir o equilibrio foi de 100 min.

6.3.3. Isotermas de adsorc¢éo utilizando resina IRA 400

As isotermas de adsor¢do foram obtidas para se obter a relacdo entre a massa de
AC adsorvida e a concentracdo de AC em solucdo no equilibrio. Os resultados
apresentaram uma indicagéo da capacidade maxima de adsorcdo do adsorvente, antes da
sua utilizacdo posterior em fermentacéo extrativa.

As isotermas de adsor¢cdo em resina IRA 400 a 25°C foram obtidas utilizando

solucdo aquosa de AC (Clavulin®) e caldo de cultivo (Figura 6.3). O tempo atribuido
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para se alcancar o equilibrio foi estimado a partir dos resultados do ensaio de cinética de
adsorcdo de AC. Nos ensaios de isoterma, utilizou-se um tempo de 40 min para garantir
que o equilibrio de adsor¢do fosse alcancado. O modelo de Langmuir ajustou-se
satisfatoriamente aos resultados experimentais, como previamente documentado por
Barboza et al. (2003). Os valores dos parametros de isoterma (capacidade maxima de
adsorcéo, gmax, € Ki) foram estimados por ajuste do modelo de Langmuir aos valores

experimentais de geq € Caceq-

Figura 6.3 - Isotermas de adsor¢do de AC em IRA 400 usando solucéo aquosa de Clavulin® e caldo
de cultivo a 25°C e pH 7,0. A linha representa o ajuste do modelo de Langmuir aos pontos
experimentais.
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O modelo de Langmuir permitiu uma descri¢cdo conveniente do processo de
adsorcdo (Figura 6.3). Os componentes do caldo de cultivo reduziram a capacidade
maxima de adsor¢do (gmax) de AC de 48,55+1,20 mgac/Uresina €M Solugdo aquosa para
14,92+1,00 mgac/Qresina €M caldo de cultivo. Estes valores podem ser comparados a
outros registrados na literatura para processos de purificacdo de antibidticos. Silva et al.
(2009) estudaram a adsorcdo de AC de solucdo aquosa de Clavulin® a 20°C em resina

de troca idnica Streamline QXL e obtiveram valor de max de 27,17 mgac/Qresina-
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6.4. Conclusdes

O objetivo principal deste trabalho foi fazer uma avaliagdo preliminar da
capacidade de adsorcdo de alguns adsorventes alternativos com potencial uso em
processos de fermentacdo extrativa. Observou-se que todos o0s adsorventes testados
(clinoptilolita, carvao ativado, hidrotalcita calcinada e resina Amberlite IRA 400)
apresentaram determinado potencial de remocdo de AC.

A resina IRA 400 apresentou menor tempo para atingir o equilibrio de adsor¢ao
(15 min) e menor variagdo de pH durante esta etapa, o que Ihe conferiu o melhor
potencial de aplicacdo em estudos de fermentacdo extrativa. As maximas capacidades
de adsorcao de AC foram de 48,55+1,20 Mgac/Qresina €M Solucdo aquosa de Clavulin® e
de 14,92+1,00 mgac/Qresina €M caldo de cultivo, corroborando com a literatura de que o
caldo de cultivo contém componentes ibnicos que competem com o AC pelo sitio ativo

da resina e reduzem a capacidade maxima de adsorcao.



Capitulo 7

FERMENTACAO EXTRATIVA DE ACIDO
CLAVULANICO UTILIZANDO
RESINA DE TROCA IONICA
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RESUMO

A integracdo entre processos fermentativos e de remog¢do de produto € uma proposta
alternativa para a obtencdo de altos rendimentos do produto. O acido clavuléanico (AC) é
um inibidor de beta-lactamases amplamente utilizado na pratica médica. O AC é um
produto obtido por via fermentativa e a regulacdo da sua biossintese ainda é pouco
conhecida. H& indicios de que sua producédo seja limitada pelo acimulo deste no caldo
de cultivo. Portanto, a remoc¢édo do produto durante etapa de fermentacéo (fermentacéo
extrativa) pode ser uma alternativa para a melhoria do processo. Neste trabalho,
investigou-se o efeito da remocao de AC por resina comercial de troca idnica IRA 400
em fermentacdes conduzidas a 20°C em diferentes concentracdes de glicerol como fonte
de carbono. Os resultados indicaram um aumento de 48% na concentracdo maxima de
AC, em comparagdo com cultivos nas mesmas condigdes realizadas sem a remogéo do
produto. Em cultivos com pulso de glicerol de 15 g/L e outro de concentragéo inicial de
glicerol de 30 g/L, valores de concentragdo de AC maxima acumulada foram 3,34 e
3,56 vezes maiores em relacdo ao controle (768 mg/L). Observou-se que a remocao do
produto aumentou a velocidade de producdo de AC pelas células, indicando que o AC
em concentracdes maiores que 500 mg/L atua como inibidor da sua biossintese.

7.1. Introducéo

O uso clinico continuo de antibidticos beta-lactdmicos causou o aparecimento de
um amplo espectro de bactérias resistentes a estes compostos, sendo esta relacionada
principalmente & produgdo enzimas beta—lactamases pelos micro-organismos
resistentes. Como resultado, os inibidores de beta-lactamases tém emergido como um
modo de superar o problema da resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos.
O é&cido clavulanico (AC), um inibidor que tem sido utilizado com sucesso na prética
clinica, € um metabdlito secundario produzido pelo actinomiceto de Streptomyces
clavuligerus (BAGGALEY et al., 1997) e usado em combina¢do com antibidticos beta-
lactdmicos que sejam sensiveis ao ataque das beta -lactamases. O AC atua inibindo
especificamente 0s centros ativos dessas enzimas, evitando a perda funcional do
antibidtico beta-lactdmico e, assim, mantém sua acdo antimicrobiana. AC é utilizado
sob a forma do seu sal de potassio em conjunto com amoxicilina, prescrita clinicamente
como Amoxicilina (Augmentin®) e em conjunto com a ticarcilina, como Timentin®.

O tipo selvagem S. clavuligerus normalmente produz entre 0,1 e 1 g/L de AC em
cultivo em batelada utilizando meios complexos com glicerol ou &cidos graxos como a
principal fonte de carbono e derivados de soja como fonte de nitrogénio (MAYER e
DECKWER 1996; GOUVEIA et al., 1999; BAPTISTA-NETO et al., ; 2005; CHEN et
al., 2001; 2003; WANG et al., 2005; TEODORO et al., 2006; 2010; ORTIZ et al., 2007;
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COSTA e BADINO, 2012). A inibicéo pelo produto é um problema comum durante os
processos fermentativos e pode causar baixos rendimentos em produto. Trabalhos
anteriores mostraram que uma concentracdo de AC elevada (1,3 g/L) no caldo de
fermentacao diminuiu a velocidade de crescimento microbiano (ROUBOS et al., 2002).
Num trabalho recente utilizando o tipo selvagem S. clavuligerus, a produ¢do méaxima
AC (Cacmax) de cerca de 1,6 g/L foi relatada por TEODORO et al. (2010) em cultivos
em batelada alimentada em biorreatores de bancada, utilizando alimentacéo de glicerol e
ornitina, bem como por Costa e Badino (2012) em cultivos em batelada com pulsos de
glicerol sob baixas temperaturas. Este valor limitante de Cacmax registrado na literatura
pode ser um indicativo da inibigdo da producédo de AC pelo proprio produto.

O uso de fermentacdo extrativa com a inclusdo de uma resina adsorvente no
meio de producdo é um método eficaz para reduzir a inibicao pelo produto e aumentar o
rendimento do processo. As vantagens da fermentacdo extrativa incluem a diminuicao
dos efeitos toxicos do produto sobre o crescimento microbiano, a redugdo da inibicéo
pelo produto (LEE et al., 2003) e, portanto, a melhoria do rendimento em produto. Além
disso, a incorporacdo de uma etapa de remocao do produto durante a fermentacéo reduz
0 tempo no qual o produto é exposto a condi¢cdes prejudiciais de pH, temperatura e
oxidacdo, o que é vantajoso no caso de produtos instaveis, como o AC.

Resinas adsorventes tém sido utilizadas com sucesso em fermentagcbes com
diferentes micro-organismos para a melhoria da producdo de bioprodutos, incluindo
pristinamicina, teicoplanina e rubradirina (MARSHALL et al., 1990; LEE et al., 2003;
JIA et al., 2006). Resinas adsorventes foram usadas por Singh et al. (2003) para
melhorar a producdo de teicoplanina e reduzir a toxicidade auto-flngica. Liu et al.
(2012) relataram uma melhoria significativa na producdo de thailandepsina A por
Burkholderia thailandensis E264 apds a otimizacdo sistematica das condicdes de
fermentagdo e inclusdo de resina Diaion HP -20 para reduzir os efeitos de inibigéo pelo
produto. Jia et al. (2006) relataram um aumento de 1,25 vezes na producdo
pristinamicina em fermentacao de Streptomyces pristinaespiralis apos a adicdo de uma
resina polimérica JD-1.

Uma vez que a molécula de AC estd carregada negativamente em pH neutro,
trocadores i6nicos podem ser utilizados com grande eficacia em processos de
recuperacdo da molécula. No capitulo anterior foram apresentados os resultados do
estudo de adsorcdo de AC utilizando diferentes materiais trocadores i6nicos

(hidrotalcita calcinada, carvéo ativado, clinoptilolita e resina Amberlite IRA 400). Os
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resultados indicaram a resina Amberlite IRA 400 como apresentando o melhor potencial
de aplicacdo nos estudos de fermentacdo extrativa.
Neste estudo foi avaliado os efeitos da remocéo de AC por IRA 400 durante a

fermentacdo sob diferentes condicBes de operacdo do processo.

7.2. Materiais e Métodos

7.2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064, conservada na forma de células vegetativas suspensas em

solucdo crioprotetora com 10% v/v de glicerol a -70°C.

7.2.2. Meios de cultura

Meio de cultura de reativacao

Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativacdo proposto por
Rosa et al. (2005), descrito na Tabela 7.1. O pH foi ajustado em 6,8 e 0 meio de cultura
esterilizado a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

Tabela 7.1 - Meio de cultura de Rosa et al. (2005)

Concentracao
Componentes (g/L)
Glicerol 21
Peptona bacterioldgica 10
Extrato de levedura 1
Extrato de malte 10
Tampédo MOPS 21
K;HPO, 0,8
MgSO,4.7H,0 0,75
Solucdo de sais* (ImL/L)

* Composicdo (g/L de agua destilada): MnCl,.4H,0, 1,0; FeSO,.7H,0, 1,0; ZnS0O,.7H,0, 1,0; 4agua

destilada.
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Meios de cultura de crescimento e producao
Os meios de cultura de inéculo e de producao tiveram a mesma composigdo e

foram baseados no meio proposto por Teodoro et al. (2006) (Tabela 7.2).

Tabela 7.2 - Meio de cultura de Teodoro et al. (2006) modificado.

Concentracéao
Componentes (o/L)
Glicerol 15/30
Proteina isolada de soja 25
Tampéao MOPS 21
K;HPO, 0,8
MgS0,.7H,0 0,75
Solucdo de sais* (ImL/L)

O meio de cultura original proposto por Teodoro et al. (2006) contém dleo de
soja (1g/L) na sua composicdo. Neste estudo, o 6leo de soja foi retirado da constitui¢do
do meio de cultura de producéo e inoculo para garantir que os resultados em termos de
producdo de AC fossem exclusivamente em funcdo do consumo de glicerol como unica

fonte de carbono.

7.2.3. Tratamento da resina Amberlite IRA 400

Amberlite IRA 400 foi tratada com solucdo NaCl 10% m/v por 1 h para
carregar 0s grupos anionicos. Em seguida, foi adequadamente lavada com H,O ultra-
pura até o pH atingir a neutralidade.

7.2.4. Fermentacao Extrativa

O procedimento para execugdo dos cultivos em mesa incubadora rotativa foi
descrito por Rosa et al. (2005) e consiste de trés etapas: reativagdo do microrganismo,
crescimento e producdo, sendo que os meios de cultura estdo representados nas Tabelas
71e7.2.

Primeiramente, 3,5 mL de suspensdo de células vegetativas de S. clavuligerus

mantidos em criotubos foram inoculados em Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL
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de meio de reativacéo e estes incubados por 24 h a 30°C e 250 rpm em mesa incubadora
rotativa, modelo G25 (New Brunswich Scientific Co.). Frascos Erlenmeyers ( 500 ml )
contendo 45 mL do meio in6culo foram inoculados com 5 mL de caldo de semente
cultivada e incubados a 250 rpm durante 24 h a 30 ° C. Para a fase de producdo da
fermentacdo , a suspensdo de indculo foi transferida sob agitagdo em uma proporcao de
10 % v/v a um baldo de 3 L contendo 0 meio de producdo. Aliquotas (60 mL) de meio
inoculado foram transferidos para frascos de 500 mL de Erlenmeyer individuais e
incubou-se a 250 rpm e 20 ° C.

Para a extracdo de AC durante os cultivos, 30 mL de caldo de fermentacao foi
centrifugado a 3725 x g e 4 °C durante 15 min . As celulas foram devolvidas aos frascos
de agitagdo contendo o meio de fermentacdo, enquanto que os sobrenadantes foram
transferidos para novos frascos contendo 3 g (10 % m/v) de resina Amberlite IRA 400,
previamente tratada como descrito anteriormente e lavadas com agua deionizada estéril.
A resina foi lavada com agua estéril para reduzir a probabilidade de contaminacédo do
cultivo, uma vez que o seu material ndo permite autoclavagem. Os frascos foram
incubados em incubador rotativo a 25°C e 250 rpm durante 0 tempo necessario para
atingir o equilibrio, conforme determinado nas experiéncias de cinética de adsor¢édo
apresentadas no Capitulo 6. A resina foi entdo separada do caldo por decantagdo e o
caldo foi devolvido para os Erlenmeyers de modo a dar continuidade ao processo
fermentativo. Este procedimento foi realizado cada vez que a concentracdo de AC no
caldo atingiu 500 mg/L. Esta concentracdo foi escolhida com base no trabalho de
Brethauer, 2007, que estudou o efeito da concentracdo de AC no crescimento celular.
Neste trabalho, valores de concentracdo de AC até 500 mg/L ndo causaram dano a

viabilidade celular. Todas as fermentacfes extrativas foram realizadas em triplicata.

7.2.4. Cultivos

Foram realizados quatro conjuntos distintos de cultivos para estudo da remocéo
de AC em experimentos de fermentacdo extrativa. As condi¢es estdo apresentadas a
sequir:
= B(15): T=20°C - Cs=15 g/L. (Ensaio controle, sem remog¢éo de AC)
= FE(15): T=20°C - Cg0=15 g/L ( Com remocéo de AC)
= FE(15+15): T=20°C - Cgp=15 g/L+15 g/L. Apds esgotamento do

glicerol inicial foi adicionado um volume de solugéo de glicerol de 150
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g/L, autoclavada, de modo a se obter no caldo uma concentracdo de
glicerol de 15 g/L.
= FE(30): T=20°C - C0=30 g/L (Com remocéo de AC).

7.2.5. Metodologia Analitica

A concentracdo de AC no caldo de fermentacdo foi determinada por analise
espectrofotométrica em comprimento de onda de 311 nm de acordo com o método
proposto por Bird et al. (1982). AC contido no produto farmacéutico Clavulin® (Glaxo
SmithKline Farmacéutica, Rio de Janeiro, Brasil ) foi utilizado como padrao.

A concentracdo de glicerol no sobrenadante foi determinada por um método
enzimatico usando um kit de teste de GPO-PAP triglicérides (Laborlab, Brasil).

O método proposto por Mayer e Deckwer (1996) foi usado para determinar a
concentracdo de células (Cx) na presenca de particulas solidas. A concentracdo de
células em massa seca em cultivos empregando meio solivel foi medida e
correlacionada com a densidade 6ptica a 600 nm (DOgqo), 0 que gerou um modelo linear
que descreve a relacdo entre a célula de massa seca e DOggo. Nas culturas com meio
contendo particulas insolGveis (proteina isolada de soja, PIS), o caldo foi decantado
durante 45 s, tempo necessario para precipitar a PIS e a densidade otica foi medida a
600 nm (DOggo). O valor de concentracdo celular foi obtido a partir da equagdo de
regressao linear entre Cx e DOgoo.

7.3. Resultados e Discussao

O AC ¢é um metabodlito secundario produzido durante a fase estacionaria de
crescimento microbiano e ha indicios de que sua biossintese seja inibida pelo produto.
Portanto, a sua remoc¢do do caldo de fermentacdo durante a fermentacdo pode
representar uma operacao importante no processo de melhoria da sua producdo. Nos
experimentos seguintes, a remocdo de AC durante as fermentagOes extrativa foi
realizada toda vez a concentragdo de AC no caldo atingiu um valor entre 500 e 600
mg/L. Uma aliquota de caldo de fermentacdo (30 mL) foi centrifugada, as celulas foram
devolvidas ao Erlenmeyer e o sobrenadante foi colocado em contato com 10 % m/v de

resina IRA 400 durante 20 min. O caldo de cultura foi em seguida separado da resina
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por decantacdo, retornado para frasco de fermentacdo e novamente incubado em
agitador rotativo, a fim de continuar o processo de fermentagéo . O efeito da remocéo de
AC nos diferentes cultivos realizados, FE(15), FE(15+15) e FE(30), foi comparado com
os resultados obtidos utilizando fermentacdo convencional, sem remocdo do produto
(B(15) - cultivo convencional).

No capitulo 6 foram apresentados os valores obtidos de capacidade méxima de
AC (gmax) em caldo de cultivo (14,92+1,00 mgac/Qresina) Obtidos dos ensaios de
isoterma. No entanto, a proporcdo de massa de resina e massa de AC extraida do caldo
de cultivo em experimentos preliminares de fermentacdo extrativa ndo mostrou ser
eficaz na remocgdo da quantidade de massa AC pretendida, provavelmente devido a
presenca de células e outros componentes do caldo. Por esse motivo, outro experimento
foi realizado para avaliar a carga de resina adequada para o0s experimentos de
fermentacdo extrativa. A quantidade de IRA 400 para extrair uma quantidade
satisfatoria de AC a partir do caldo foi escolhido com base nos resultados ilustrados na
Figura 7.1. Quando a concentracdo de CA atingiu 500 mg/L, a adigdo de 10% m/v de

IRA 400 resultou na extracdo de aproximadamente 60% de AC presente no caldo.

Figura 7.1- Concentracgdes de AC no equilibrio (CACeq) a partir do caldo (m) e (o) CA a partir da
solugdo aquosa, em funcéo da quantidade de IRA 400.

600 T T T T T T T T T

—m— Caldo de cultivo
500 - —0— Solugéo aquosa de AC

400 -

300 -

200

Ceq (mg/L)

100 |

% IRA 400

Comparando os resultados da fermentagdo convencional com a fermentacdo
extrativa contendo de mesma concentracdo de glicerol (15 g/L - FE(15)) nota-se que a
adicdo de IRA 400 em caldo de fermentacéo livre de células ndo afetou a concentragéo
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celular, o pH, ou 0 consumo de glicerol (Figuras 7.2, 7.3 e 7.4).

As concentrages celulares ao longo do tempo foram semelhantes para os
cultivos B(15) e FE(15), aumentando progressivamente logo ap6s a inoculagao até 50 h,
passando de fase exponencial para a fase estacionaria até 93 h. As concentracfes
méaximas celulares de 8,58+0,75 g/L (B(15)) e 8,01+0,77 g/L (FE(15)) foram atingidas
em cerca de 93 horas, antes do momento da primeira extracdo CA (100 h).
Subsequentemente, cerca de 35% de reducdo nas concentracbes de células foram
observadas ao fim dos cultivos em 238 h. A maxima concentracdo celular de 8,03+0,69
g/L obtida no cultivo com pulso de glicerol (FE(15+15)) também foi observada em 93 h
de cultivo, no entanto o excesso de fonte de carbono prolongou a fase estacionaria do
crescimento celular neste cultivo. No cultivo com concentragdo de glicerol de 30 g/L
(FE(30)), a maxima concentracdo celular (8,93+0,49 g/L) foi observada as 189 h. Esse
efeito se deve ao excesso de fonte de carbono e energia que promove um melhor
aproveitamento para manutencdo das células. De um modo geral, os resultados para a
fermentacdo extrativa indicaram que nos tempos de extracdo de AC (100, 142 e 189 h),
as concentracdes celulares foram ligeiramente menores do que os obtidos utilizando a
fermentacdo convencional. Este resultado estd provavelmente relacionado a perdas de
biomassa durante o processo de extracdo de AC, porém sem afetar o desempenho do

processo.

Figura 7.2 - Perfil da concentracéo de células durante fermentagdo convencional (B(15)) e extrativa
(FE(15); FE(15+15); FE(30)) de S. clavuligerus a 20°C.
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As Figuras 7.3 e 7.4 apresentam os perfis da concentracdo de glicerol e pH
durante as fermentagdes convencional e extrativas de S. clavuligerus a 20°C. Para os
cultivos contendo concentracéo inicial de glicerol de 15 g/L, a fonte de carbono esgotou
apos 150 h. Nos cultivos B(15) e FE(15) observou-se um aumento repentino de pH logo
apos esgotamento de glicerol, com valores maximos de pH de 7,7 (B(15)) e 7,5
(FE(15+15)) no final do periodo de fermentagdo. O esgotamento do glicerol foi seguido
por um aumento do consumo de proteinas (aminoécidos) como fonte de carbono com
consequente liberacdo de aménia o que fornece uma explicacdo para o aumento do pH.

No cultivo FE(15+15), logo apds o esgotamento do glicerol (150 h) foi dado um
pulso de modo a se obter concentracdo de glicerol del15 g/L no caldo de cultivo. Com o
excesso de fonte de carbono nos cultivos FE(15+15) e FE(30), o pH sofreu uma
pequena reducdo, atingindo valores proximos de 6,6. Como ja discutido nos capitulos
anteriores, 0 AC é mais estavel em pHs em torno de 6,5, 0 que representa uma beneficio

na conducéo do processo ao reduzir os efeitos de degradacao do produto.

Figura 7.3 - Perfil da concentracéo de glicerol durante fermentagdo convencional (B(15)) e
extrativa (FE(15); FE(15+15); FE(30)) de S. clavuligerus a 20 °C.
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Figura 7.3 - Perfil do pH durante fermentacéo convencional (B(15)) e extrativa (FE(15); FE(15+15);

8,0

FE(30)) de S. clavuligerus a 20°C.
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E importante ressaltar que estes resultados indicam que a operacdo de remog&o

de AC do caldo de cultivo

curso esperado.

ndo prejudicou o desempenho do processo, que seguiu O

Figura 7.4 - Perfil da concentracdo de AC no caldo durante as fermentacdes convencional (B(15)) e
extrativas (FE(15); FE(15+15); FE(30)) de S. clavuligerus a 20 °C.
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A Figura 7.5 ilustra os perfis de concentragédo de AC no caldo. Os tempos de

100, 142, 189, 238 e 272 h foram 0s momentos em que houve remocéo do produto.
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Figura 7.5 - Perfil da concentracéo de AC acumulada durante as fermentacgdes convencional (B(15))
e extrativas (FE(15); FE(15+15); FE(30)) de S. clavuligerus a 20°C.
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A Figura 7.5 mostra os resultados de concentragdo de AC acumulada no caldo
de cultivo considerando a massa de AC extraida e recuperada da resina. Os célculos
consideram a massa de AC extraida a partir do caldo e recuperada da resina apos a
dessorcdo em cada etapa de extracdo. A massa de AC removidas a partir do caldo foi
determinada pela diferenca entre a massa de AC no caldo de fermentacdo, antes e
imediatamente apds a extracdo. A massa de AC recuperada a partir da resina durante a
cinética de dessorcao ensaios foi equivalente a 69% da massa total adsorvida. A massa
de AC adsorvida foi obtida por balan¢o de massa usando a seguinte equacdo (Equacéao
7.1):

Mac-adas = (Cac—a — Cca-a) "V (Equagdo 7.1)

onde:

Mca-ads - Massa de AC adsorvida (mg)

Cca-a: concentracdo de AC antes da extracdo (mg/L)
Ccaq: cONcentracio de AC depois da extracdo (mg.L™)
V : volume do caldo de cultivo (L)

A massa de AC dessorvida (Mca-ges) determinada a partir ensaios de cinética de
dessorcao, apresentados no Capitulo 6, foi calculada usando a Equagéo 7.2:

Myc—ges = 0.70 - Myc_qas (Equagdo 7.2)
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Finalmente, a concentragdo de AC acumulada foi calculada pela Equacéo 7.3:

C _ CaciVaitXimac—_desi
AC—ai — Vs
di

(Equacéo 7.3)

onde:

Cca-ai = concentracdo de AC acumulada na extragdo‘i’ (mg/L)

Vai = volume de caldo antes da extragao ‘i’(L)

YL Muc—gesi = SOMatoria das massas de AC dessorvidas em todos as extragdes ‘i> (mg)

Vi = volume de caldo apds da extragao ‘i’ (L)

Na fermentacdo convencional (B(15)), a producdo de AC aumenta até que a
fonte de carbono se esgote, atingindo um valor méximo de 798,9 mg/L as 166 h (Figura
7.5). Vale ressaltar que os resultados de producdo de AC apresentados neste capitulo
sdo de cultivos realizados com micro-organismo com menor viabilidade celular devido
ao longo periodo armazenado a -80°C em ultrafreezer.

O uso de 10 % m/v de resina IRA 400 reduziu 65% da concentragdo de AC no
caldo, em média, durante cada etapa de extracdo. A remocao de AC a partir do caldo de
fermentacdo do cultivo FE(15) resultou num aumento de aproximadamente 48% na
producdo de AC em comparacdo com a fermentacdo convencional (B(15)), com uma
concentracdo maxima de AC acumulada de 1180 mg/L apds de 238 h de cultivo. Nos
cultivos com diferentes concentracdes de glicerol, FE(15+15) e FE(30), os aumentos
foram significativamente maiores, atingindo valores de 3,34 e 3,56 vezes maior,
respectivamente, em relacdo ao cultivo convencional. Os valores de concentragdo de
AC acumulada calculados foram de 2644,8 mg/L para o cultivo FE(15+15) e de 2841,4
mg/L FE(30) ao final da fermentacao.

No trabalho anterior, Costa e Badino (2012) demonstram que o valor médio da
constante de degradagdo (Kgac) a 20°C foi de 0,00173+0,00046 h™. Substituindo os
valores de kgac € Cac Na Equacédo 7.4, foi possivel calcular o perfil de velocidade de
degradacéo de AC (rqac, mg/L/h). A partir de dados experimentais de acimulo de AC
(dCac/di, mg/L/h) e de ryac, 0s valores de velocidade de producdo de AC (rac, mg/L/h)
ao longo de fermentacdes foram obtidos pelo balanco de massa para AC pela Equacéo
7.5.

Taac = kaac - Cac Equacéo 7.4



118

Tac = % + Taac Equacéo 7.5

Assim, foi possivel obter os perfis de rac ao longo das fermentagdes
convencional e extrativas e avaliar os efeitos individuais da extracdo AC termos de

valores de velocidade de producao (rac, mg/L/h). A Figura 7.6 ilustra estes perfis.

Figura 7.6 — Perfis de velocidade de producéo de AC nas fermentagdes convencional e extrativas de
AC com 10% m/v de IRA 400.
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Apbs o inicio da extracdo (100 h), os valores de velocidade de producédo de AC
(rca) nas fermentagOes extrativas foram sempre superiores aos da fermentagdo
convencional. Para efeitos comparativos, o valor méximo de velocidade de producéo de
AC (racmax) Na fermentacdo convencional foi de 8,4 mg/L/h em 76 h de cultivo,
enquanto na fermentacdo extrativa FE(15) foi alcangado um valor de 13,7 mg/L/h em
155 h de cultivo, valor 63% superior que o obtido em B15, seguida de um decaimento
que pode ser explicado pelo esgotamento de glicerol no caldo de cultivo No cultivo
FE(15+15) os valores de racmax foram de 13,39 mg/L/h em 250 h de cultivo, 1,58 vezes
maior que o obtido em B15. Neste cultivo, os valores de rac foram superiores a 10
mg/L/h a partir das 129 h até as 263 h, isso aconteceu porque o cultivo foi suplementado
com glicerol e permitiu a maior viabilidade de producdo de AC pelas células. No cultivo
FE(30), este valor alcancou 19,74 mg/L/h em 155 h de cultivo, valor 2,30 vezes maior

superior que o obtido no cultivo convencional (B15). Da mesma forma, que no cultivo
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com pulso de glicerol, o excesso de fonte de carbono prolongou a viabilidade celular
justificando valores mais altos de rac por um periodo mais longo (109-272 h)

Os valores mais elevados de velocidade de producdo de AC (rac) nas
fermentacdes extrativas em compara¢ao com 0 processo convencional é a evidéncia de
que a producédo de AC ¢ inibida pelo proprio produto.

Estes resultados indicam que, mantendo-se as concentragbes de AC em niveis
inferiores a 500 mg/L no caldo de cultivo ha um aumento na velocidade de producéo de
AC pelas células rendendo um maior acuimulo de AC no caldo de fermentacdo. Os
resultados, portanto, indicam fortemente que AC agiu como um inibidor da sua propria
biossintese, sendo esta informacdo o primeiro relato na literatura até o presente

momento.

7.4- Conclusoes

O uso de resina IRA 400 como adsorvente para remover AC durante 0 processo
de fermentacdo resultou num aumento de 63% na producdo maxima de AC, em
compara¢do com o cultivo nas mesmas condi¢Bes sem a remocdo do produto. Em
cultivos com pulso de glicerol de 15 g/L e concentracao inicial de glicerol de 30 g/L, os
valores de racmax foram 1,58 e 2,30 vezes superiores, respectivamente, em relagdo ao
cultivo convencional. Os resultados confirmaram a influéncia negativa da AC em sua
prépria biossintese. O uso de fermentacao extrativa, portanto, parece ser uma alternativa

promissora para aumentar a producédo de AC.
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Dos resultados apresentados neste trabalho de doutorado, conclui-se que:

e Na etapa de selecdo das condi¢des de cultivo para a producdo de AC em
diferentes condicdes de temperatura e alimentacdo de glicerol utilizando
frascos agitados em mesa incubadora rotativa, a maior concentra¢cdo maxima
de AC (1534,3 mg/L) foi obtida no cultivo conduzido a 20°C com um pulso
de glicerol (BP20-20-1), com correspondente produtividade volumétrica de
5,3 mg/L/h. A comparacdo entre as velocidades de producdo (rac) e
degradacdo (rgac) de AC mostrou que a baixa temperatura teve maior
influéncia sobre a producdo de AC em relagdo a de reducdo da degradacdo do
AC, contribuindo para o maior acimulo de produto.

e Na conducdo do processo de producdo de AC em baixas temperaturas (20 e
25°C) e altas concentracdes de glicerol (30 e 60 g/L), a producdo em mesa
incubadora rotativa foi potencializada com o aumento da concentracdo de
glicerol no meio de cultivo até 30 g/L. A maior producdo de AC, de 1543
mg/L, foi obtida para o cultivo a 20°C e 30 g/L de glicerol, com
correspondente produtividade de 7,4 mg/L/h. Os resultados confirmam que o
glicerol é um repressor da sintese de AC, no entanto a concentragdo limitante
desta variavel depende das condi¢cdes de temperatura e da composicdo do

meio de cultivo utilizado.

e Nos ensaios de degradacdo de AC concluiu-se que AC é mais estavel em pH
6,5 do que em pH 7,5, tanto em solucdo aquosa quanto em caldo de cultivo e
que a presenca de fons NH4;" no caldo tem um efeito significativo na
degradacdo do AC durante o cultivo, contribuindo para o baixo rendimento

do processo.

e Os estudos de selecdo de resinas com potencial de remoc¢édo de AC indicaram
gue todos os adsorventes testados (clinoptilolita, carvao ativado, hidrotalcita
calcinada e resina Amberlite IRA 400) apresentaram determinado potencial
de adsorgdo de AC. No entanto, a resina IRA 400 apresentou menor tempo
para atingir o equilibrio de adsorcéo (15 min), menor variacdo de pH durante

esta etapa e maior capacidade de extragcdo de AC. As maximas capacidades de
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adsorcdo de AC obtidas pelo modelo de Langmuir em IRA 400 foram de
48,55+1,20 mgac/Jresina €M solucdo aquosa de Clavulin® e de 14,92+1,00

Mgac/Jresina €M caldo de cultivo.

Nos ensaios de fermentagdo extrativa, o uso de 10 % IRA 400 reduziu 65%
da concentracdo de AC no caldo, em média, durante cada etapa de extragéo.
A remocéo de AC a partir do caldo de fermentagdo do cultivo resultou num
aumento de aproximadamente 48% na producdo de AC, em comparagdo com
a fermentacdo a 20°C sem remocdo de produto. Nos cultivos com
concentracdo inicial de glicerol de 30 g/L e 15 g/L com pulso de 15 g/L, os
aumentos foram significativamente maiores, atingindo valores de 3,34 e 3,56
vezes maiores. Os valores de concentracdo de AC acumulada chegaram a
2644,8 mg/L no cultivo FE(15+15) e 2841,4 mg/L no cultivo FE(30). Os
resultados confirmaram a influéncia negativa da AC em sua propria
biossintese. O uso de fermentacdo extrativa parece, portanto, ser uma técnica

promissora para aumentar a producdo de AC.
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