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Resumo

RESUMO

O acido clavulanico e a cefamicina C sdo compostos B-lactamicos, um
importante grupo de medicamentos utilizados no tratamento de doencgas
bacterianas, e sao produzidos simultaneamente pela bactéria Streptomyces
clavuligerus. Como qualquer metabdlito secundario, a produgcado destes compostos
pode ser controlada pela concentracéo intracelular de precursores e cofatores, e a
sua disponibilidade para uso no metabolismo secundario responde diretamente a
mudancgas na concentracido de nutrientes presentes no meio de cultura. Baseado
nestas informagdes, este trabalho teve como objetivo avaliar como certas fontes de
carbono e nitrogénio afetam a producdo do acido clavulénico (AC) e cefamicina C
(CefC) por S. clavuligerus, e desenvolver um modelo cinético que possa descrever
matematicamente a influéncia destes componentes no bioprocesso. Para isso, foram
realizados cultivos em mesa incubadora rotativa, usando meios sintéticos
constituidos da combinagdo de glicerol, maltose, asparagina, prolina, acido
glutdmico e ornitina. Os resultados dos cultivos mostraram que tanto as fontes de
carbono e energia quanto as fontes de nitrogénio foram limitantes. Os cultivos em
meios com maltose apresentaram as maiores producdes de AC e CefC, mas um
menor crescimento. Um comportamento contrario foi observado nos cultivos com os
meios contendo glicerol. O cultivo realizado no meio contendo glicerol, prolina e
ornitina foi o que apresentou menor crescimento e produgcdo de AC, e nenhuma
producao de CefC. O acido glutédmico favoreceu o crescimento no meio com maltose
e asparagina, mas nao alterou a produgdo. O aumento da concentragdo de
asparagina no meio com maltose e asparagina também favoreceu o crescimento,
mas também nao apresentou nenhum efeito sobre o crescimento e produgao.
Baseado nos resultados obtidos, foi proposto um modelo matematico que
descrevesse o crescimento e a producdo de AC e CefC nos meios utilizados. O
ajuste foi feito em seis meios diferentes. O modelo apresentou um bom ajuste aos
dados experimentais para quatro dos meios estudados e foi capaz de representar o

bioprocesso nas condicbes testadas neste trabalho.



Abstract
11

ABSTRACT

Clavulanic acid and cephamycin C are G-lactam compounds, an
important group of drugs used in the treatment of several bacterial diseases, and are
simultaneously produced by the bacteria Streptomyces clavuligerus. Similarly to any
secondary metabolite, the production of these compounds can be controlled by the
intracellular concentration of precursors and cofactors, and their availability to be
used in the secondary metabolism depends directly on the nutritional composition
changes in the culture media. Based on these facts, the aim of this work was to
evaluate the effect of some carbon and nitrogen sources on clavulanic acid (CA) and
cephamycin C (CefC) production by S. clavuligerus, and to propose a kinetic model
able to represent the influence of these compounds on the behavior of this
bioprocess. The fermentation runs were carried out in shakers, using synthetic
media, combining glycerol, maltose, asparagine, proline, glutamic acid and ornithine.
The results showed that both carbon and nitrogen sources were limitants. The
fermentations with media containing maltose gave the highest CA and CefC
productions, but the bacterial growth was lower. On the other hand, the fermentations
with the media containing glycerol gave a higher bacterial growth and lower
production, except for the fermentation using the media composed by glycerol,
proline and ornithine, that gave the lowest growth and CA production, and there was
no CefC production. The aditition of glutamic acid in the medium containing maltose
and asparagine, and the aditition of more asparagine in this same medium favored
the bacterial growth, but have no effect on production. The glutamic acid effect on the
growth was more intense than that of asparagine. Based on the obtained results, a
kinetic model describing the growth, CA and CefC production was proposed. The
adjustment of the model to the experimental data was made in six different
fermentations. The model had a good adjustment to four of all the media tested, and

was able to represent the bioprocess within the conditions studied in this work.
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NOMENCLATURA

ai ,b;, ¢, di e e, com i=(1,13),s80 os coeficientes estequiométricos das equagdes do
modelo

AC: acido clavulanico

Asn: asparagina

Cef.C: cefamicina C

Cef. totais: cefalosporinas totais

ci: coeficientes das equacdes pseudo-estequiométricas

Ci : concentracado do composto i

Csi : concentragao intracelular do composto i

COg: gas carbdnico formado durante crescimento celular

D1 e D, : produtos de degradagdo do acido clavulanico e cefamcina C,
respectivamente

€ativa: CONcentracado de enzima ativa

Em, e Emy: energia de manutencgéo celular obtida a partir do consumo de glicerol e
maltose, respectivamente

GA: meio de cultura composto por glicerol e asparagina como principais nutrientes
Glu: acido glutamico

GMPG: meio de cultura composto por glicerol, maltose, prolina e acido glutamico
como principais nutrientes

GPG: meio de cultura composto por glicerol, prolina e acido glutamico como
principais nutrientes

GPG+glu: meio de cultura composto por glicerol, prolina e acido glutdmico como
principais nutrientes, adicionado de pulso de acido glutamico

GPG+M: meio de cultura composto por glicerol, prolina e acido glutdmico como
principais nutrientes, adicionado de pulso de maltose

GPO: meio de cultura composto por glicerol, prolina e ornitina como principais

nutriente



Nomenclatura .
Vil

GSPG: meio de cultura composto por glicerol, sacarose,prolina e acido glutdmico
como principais nutrientes

k: constante de proporcionalidade entre eativa € Vimax

kd1 e kd2: constantes de morte celular na presenga de acido glutdmico ou na sua
auséncia, respectivamente.

kdp1 e kdp2: constantes de degradagdo do acido clavulanico e cefamcina C,
respectivamente

Ki: constante do modelo de Aiba, Shoda e Nagatani para velocidade especifica de
crescimento celular

Kn: constante de Michaelis-Menten

Kp:constante de inibicdo do produto dos modelod de Andrews, e de Aiba, Shoda e
Nagatani para velocidade especifica de crescimento celular

Ks: constante de saturacao

Kx: constante do modelo de Contois para velocidade especifica de crescimento
celular

MA: meio de cultura composto por maltose e asparagina como principais nutrientes
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nutrientes, com uma concentragao adicional de asparagina em relagédo ao meio MA
MAG: meio de cultura composto por maltose, asparagina e acido glutdmico como
principais nutrientes

ms: coeficiente de manutencéao celular

m4 e my : coeficiente de manutengéo celular em glicerol e maltose, respectivamente
M: células mortas

MS: massa seca

N: substrato no meio de cultura, fonte de energia
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P,: Cefamicina C
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S1: Glicerol

So: Maltose

Ss: Acido glutamico

S3”: Acido glutamico intracelular

S4: Prolina

S4’: Prolina intracelular

Ss: Asparagina

Ss’: Asparagina intracelular

v; : velocidade maxima da reacao enzimatica para o componente i
v;: atividade da enzima participando da reag&o |

Vmax . velocidade maxima da reacao enzimatica

X : células vivas

Yi;: coeficiente de rendimento celular do substrato i associado ao substrato j
Yxs: coeficiente de rendimento de substratos em células

Ypix: coeficiente de rendimento de células em produtos

LETRAS GREGAS

a: coeficiente de proporcionalidade entre a formagdo de produto associado ao
crescimento e o crescimento celular

B: coeficiente de proporcionalidade entre a formagao de produto nao-associado ao
crescimento e a concentracao celular

M: velocidade especifica de crescimento celular

Mmax : velocidade especifica de crescimento celular maxima
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concentracdo de um metabdlito intracelular
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Introdugéo

1. INTRODUGCAO

Os antibidticos p-lactamicos representam um importante grupo de
medicamentos utilizados no tratamento de infeccbes bacterianas. As penicilinas,
utilizadas no combate de muitos patégenos Gram-positivos e alguns Gram-
negativos, e as cefalosporinas, que € ativa contra muitos patoégenos Gram-positivos
e Gram-negativos, foram os antibidticos mais vendidos entre 2001 e 2005,
correspondendo, respectivamente, a 17 e 27% do total de vendas (KRESSE et al.,
2007).

Contudo, a eficiéncia dos antibiéticos p-lactamicos tem sido ameagada
pelo aumento da resisténcia bacteriana a essa classe de medicamento. O
mecanismo prevalente de resisténcia é a produgao de p-lactamases pelas espécies
resistentes. Essas enzimas clivam o anel B-lactdmico do antibidtico, liberando
compostos de degradacdo sem atividade bactericida. Esse problema incentivou
pesquisadores a procurar outros compostos inibidores ou que fossem mais
resistentes a agédo das p-lactamases, o que conduziu a descoberta da cefamicina C
e do acido clavulanico.

A cefamicina C pertence a classe das cefalosporinas. Este composto
apresenta uma grande estabilidade as p-lactamases da classe serina, e apresenta
um espectro de agado maior que as penicilinas, sendo eficiente também contra
organismos Gram-negativos. E produzido por processos biotecnoldgicos, utilizando
bactérias como o0s actinomicetos Streptomyces clavuligerus e Nocardia
lactamdurans.

O acido clavuléanico é um B-lactdmico com fraco poder bactericida, mas
um potente inibidor de B-lactamases. Ele é utilizado em associagdo com um
antibidtico B-lactdmico e restaura a atividade bactericida do medicamento. A acéo
deste composto ocorre devido a sua ligagao irreversivel as p-lactamases, evitando a
clivagem do anel B-lactdmico. O acido clavulanico, como a cefamicina C, é também
produzido pelo actinomiceto S. clavuligerus.

Devido a importédncia destes compostos, varios estudos tém sido
conduzidos para elucidar os mecanismos de produgdo e regulagdo pelos

microrganismos produtores, bem como definir as melhores condi¢ées operacionais
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para uma maior produtividade. Neste contexto, a modelagem matematica de
bioprocessos entra como uma ferramenta de grande utilidade. Modelos
estequiométricos e cinéticos tém sido utilizados para investigar o metabolismo
celular, os quais tém resultado na definicdo de condi¢des 6timas de fermentacéo e
indicando dire¢gdes para introducdo de mudangas genéticas de maneira a obter
linhagens com uma melhor capacidade produtora (GOMBERT E NIELSEN, 2000).
Com o aumento da disponibilidade de informagdes a respeito do genoma e de
poderosas técnicas analiticas, os modelos matematicos também servem como uma
ferramenta para a compreensao do metabolismo e fisiologia celular (GOMBERT E
NIELSEN, 2000).

Considerando a importancia do acido clavulanico e da cefamicina C, o
uso da modelagem matematica se apresenta como uma boa alternativa para
auxiliar na compreensdo do processo de produgdo destes compostos por S.
clavuligerus. Visando contribuir para uma maior compreensao deste bioprocesso,
este trabalho teve como objetivo estudar a cinética de produgéo do acido clavulanico
e cefamicina C por S. clavuligerus em meio sintético quimicamente definido e
desenvolver um modelo matematico que descreva a cinética deste bioprocesso.
Para alcangar a consecugédo do objetivo acima, procurou-se alcangar os seguintes
objetivos especificos:

e Obtencdo de dados cinéticos experimentais a partir de cultivos em
meios sintéticos descritos na literatura.

e Desenvolvimento de um modelo matematico com base nos
resultados experimentais obtidos.

e Ajuste do modelo aos dados experimentais e determinagcdo dos

parametros do modelo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Antibiéticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactamicos representam um importante grupo de
medicamentos utilizados no tratamento de doencgas infecciosas. Segundo Kresse et
al. (2007), entre 2005 e 2001 as penicilinas e cefalosporinas dominaram o mercado
de antibidticos, correspondendo a 17 e 27% do total de vendas. Inicialmente
descobertos em fungos filamentosos, atualmente sabe-se que os actinomicetos e
algumas bactérias Gram-negativas também produzem diferentes tipos de f-
lactdmicos. Os fungos produzem apenas os compostos com a estrutura da penicilina
ou cefalosporina. Ja as bactérias sintetizam uma grande variedade de estruturas -
lactdmicas, incluindo as cefalosporinas, cefamicinas, cefabacinas, clavamas,
carbapenes e monobactans (LIRAS e MARTIN, 2006; LIRAS, 1999).

Os B-lactdmicos tém como caracteristica comum a presenca do anel -
lactdmico em sua estrutura molecular, composto por trés atomos de carbono e um
de nitrogénio (LIRAS e MARTIN, 2006). Sao divididos em subgrupos, de acordo com

a estrutura do segundo anel ligado ao anel B-lactamico (Figura 2.1).

O/:L “> O/j“:;f] O;“(' "‘>

Penicilinas Cefalosporinas Clavamas

1,
e

Carbapenens Monobactans

Figura 2.1: Estrutura das principais classes de compostos B-lactdmicos
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Os B-lactdmicos possuem um amplo espectro de atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A atividade bactericida destes
bactérias. Ao afetar a parede celular, o equilibrio osmético fica comprometido, a
célula absorve muita agua e morre por lise celular (LIRAS e MARTIN, 2006).

Mas um grande problema que vem reduzindo a eficiéncia dos
antibidticos B-lactdmicos € o aumento da resisténcia bacteriana a esse tipo de
medicamento. O mecanismo mais importante e prevalente de resisténcia bacteriana
€ a producao de B-lactamases, enzimas que clivam o anel B-lactdmico gerando
produtos de degradacdo sem atividade bactericida. Ja em 1940, estudando novos
processos para o isolamento e purificagdo da penicilina, e antes mesmo da
utilizagcao deste antibiético na pratica médica, Abraham e Chain (1940) observaram
que cepas de Escherichia coli eram capazes de produzir uma enzima capaz de
inativar a penicilina, denominada penicinilase. No final da década de 40 e inicio da
década de 50, o uso extensivo da penicilina G levou a uma dramatica reducao da
susceptibillidade de cepas de Staphylococcus a esse antibidtico, devido a produgéo
de B-lactamases (BAGGALEY et al., 1997). Nos utlimos 20 anos, a pressao seletiva
causada pelo uso indiscriminado dos B-lactamicos no tratamento de pacientes levou
a selecdo de microrganismos produtores de varios tipos diferentes de p-lactamases
(BRADFORD, 2001). As novas classes de B-lactamases que surgiram representam
um grande problema no tratamento de pacientes hospitalizados no mundo inteiro.
Segundo a revisao realizada por Bradford (2001), nos Estados Unidos, a produgéo
de BLAE (B-lactamases de amplo espectro) em Enterobacteriaceae varia de 0 a
25%, dependendo da instituigdo, com uma média nacional de 3%. Na Europa, a
ocorréncia de resisténcia a ceftazidima em Klebsiella pneumoniae foi de 20% nas
bactérias isoladas de pacientes que ndao estavam em unidade de terapia intensiva
(UTI), subindo para 42% daqueles isolados em pacientes em UTI. No Japao, a
ocorréncia de BLAE é baixa, sendo de <0,1% em E. coli e 0,3% em K. Pneumoniae.
Em outros paises asisaticos, a incidéncia da producdo de BLAE nestas bactérias
varia, sendo de 4,8% na Korea, 8,5% em Taiwan e 12% em Hong Kong.

Para contornar este problema, pesquisadores de varias partes do
mundo tém se empenhado na descoberta de novos compostos mais resistentes a

agao das B-lactamases. Como resultados dessas pesquisas surgiram compostos -
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lactdmicos semi-sintéticos, obtidos por meio da manipulagdo quimica dos
antibidticos naturais, gerando produtos mais estaveis e mais resistentes a acao das
B-lactamases, ou outras substancias naturais, como a cefamicina, os carbapenens e
o acido clavulanico, este ultimo um inibidor de B-lactamases (BAGGALEY et al.,
1997).

2.2. Acido Clavulanico

O acido clavulanico foi primeiramente detectado na década de 70.
Brown e colaboradores (1976) verificaram que a associagao de caldo fermentado
por Streptomyces clavuligerus a uma solugao de benzilpenicilina inibia o crescimento
de uma cepa de Klebsiella aerogenes, produtora de B-lactamases, enquanto que as
adicdes isoladas do caldo fermentado ou da solugdo de benzilpenicilina nao
exerciam efeito algum sobre o crescimento do patdégeno. Esse comportamento foi
atribuido a presenga de um novo composto no caldo que evitava a clivagem do anel
B-lactdmico da penicilina pelas pB-lactamases, fazendo com que o antibiético
permanecesse na sua forma ativa, com efeito bactericida. Mais tarde, o composto foi
isolado e identificado, e chamado de acido clavulanico. Apesar de ser um eficiente
inibidor de B-lactamases bacterianas, o acido clavulanico tem fraca agao bactericida,
sendo necessario uma concentracdo muita alta deste composto para alcancar os
mesmos resultados conseguidos com outros antibiéticos (TOWNSEND, 2002).

O acido clavulanico tem acdo inibitéria contra a maioria das B-
lactamases da classe A, e enzimas da classe D que hidrolisam cloxacilina. Tem
fraca acdo inibitdria contra cefalosporinases da classe C e & inativo contra Zn*?
metaloenzimas da classe B e penicilinases cromossomais do grupo 4. A molécula de
acido clavulanico se liga irreverssivelmente ao grupo serina hidroxil no centro ativo
das B-lactamases, produzindo um intermediario estavel e resultando na inativagéo
da enzima (LIRAS e GARCIA, 2000).

Antibidticos p—-lactdmicos tém sido administrados com sucesso em

associagdo com o acido clavulanico (BAGGALEY et al., 1997). Ja existem
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medicamentos comercialmente disponiveis constituidos da associagdo de acido
clavulanico e amoxilina, e acido clavulénico e ticarcilina (IVES e BUSHELL,1997) .

O acido clavulanico pertence a classe das clavamas. Tem a sua
estrutura formada pelo anel B-lactamico ligado ao anel oxazolidino (Figura 2.2) e
relaciona-se a sua conformacao 3-R,5-R como responsavel pelo seu efeito inibitério
(LIRAS e GARCIA, 2000).

10 ©O2H

Figura 2.2: Férmula estrutural da molécula de acido clavulanico

O fato de microrganismos produtores de acido clavulénico e outras
clavamas também produzirem outros antibiéticos p-lactdmicos, como penicilinas e
cefalosporinas, e a grande semelhanga entre as estruturas quimicas destes dois
tipos de compostos levou inicialmente a especulagdo da existéncia uma rota
metabdlica comum, que em certo ponto se dividiria para dar origem aos diferentes
compostos (JENSEN e PARADKAR, 1999). Mas “teoria do tripeptideo”, criada para a
biossintese das penicilinas e cefalosporinas, ndo se aplicava ao acido clavulanico
devido a auséncia do grupo 6-amino e da cadeia lateral aminoadipil, e a presenga do
anel oxazolidino no lugar dos anéis tiazolidina ou diidrotiazina (ELSON e OLIVER,
1978). Foi demonstrado também que as enzimas conhecidas da rota metabdlica das
penicilinas e cefalosporinas nao apresentavam especificidade compativel aos
precursores da biossintese do acido clavulanico (JENSEN e PARADKAR, 1999).
Essas e outras evidéncias descartaram a hipotese da rota metabdlica comum.

Durante os estudos, varios compostos ja foram cogitados como
precursores do acido clavulanico. As pesquisas adicionavam compostos marcados
ao meio de cultura e verificavam se estes eram incorporados a molécula de acido
clavulanico (BUTTERWORTH, 1984). Como precursor C-5, ou seja, a molécula
cujos carbonos séo incorporados na molécula de acido clavulanico nas posigdes C-
2, C-3, C-8, C-9 e C-10, Valentine et al. (1993) demonstraram ser a arginina. Como
precursor C-3, cujos carbonos s&o incorporados nas posi¢cées C-5, C-6 e C-7, as

suposi¢coes eram de que seria algum intermediario de trés carbonos da glicdlise.
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Khaleeli et al. (1999), realizando estudos com a enzima CEAS purificada, enzima
responsavel pelo primeiro passo metabdlico da biossintese do acido clavulanico
(Figura 2.3), sugeriram que o gliceraldeido-3-fosfato seria o precursor C-3, ja que
uma maior conversao em N-carboxietilarginina foi observada quando utilizou-se esta
molécula do que quando outros possiveis precursores foram utilizados.

Quando n&o sao adicionados ao meio de cultura, os precursores sao
fornecidos pelo metabolismo primario. A arginina é sintetizada a partir do glutamato,
sendo formado primeiro a ornitina que € entdo convertida a arginina, numa
sequéncia analoga ao ciclo da uréia em mamiferos (VALENTINE et al., 1993). O
gliceraldeido-3-P pode ser fornecido por varias rotas: a molécula pode ser desviada
diretamente da glicélise ou gliconeogénese, ou se glicerol é fornecido como
substrato, pode haver a fosforilagédo direta do glicerol, gerando o gliceraldeido-3-P.

Atualmente, a rota metabdlica de biossintese do acido clavulanico &
quase que completamente conhecida. Estudos complementares envolvendo o uso
de compostos marcados, o isolamento de intermediarios, estudos genéticos e a
purificacdo e caracterizagdo das enzimas envolvidas na sintese permitiram a
elucidacdo dos passos da via metabdlica (LIRAS e GARCIA, 2000).

A rota metabdlica é representada na Figura 2.3. Os passos metabdlicos
que convertem o acido clavaminico a clavaldeido sdo desconhecidos. As enzimas
que participam dessa conversao ainda nao foram purificadas, mas acredita-se que
sejam uma aminotransferase e uma epimerase, responsaveis, respectivamente, pela
substituicdo do grupo amino da cadeia lateral e da inversdo da conformagéo quimica
(LIRAS e GARCIA, 2000).
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Figura 2.3: Rota metabdlica de produgéo do acido clavulanico (Li et al., 2000)

Enzimas : CEAS — N-carboxietilarginina sintase; BLS — B-lactam sintetase; CAS — clavaminato
sintase; PAH — proclavaminato amidino hidrolase; CAD — clavaldeido desidrogenase.Cofatores : TDP
— tiamina bifosfato; ATP; a-ceto - a-cetoglutarato; NADPH.

2.3. Cefamicina C

A cefamicina C foi primeiramente detectada no inicio da década de
setenta (STAPLEY et al., 1972). Nesta época, pesquisas intensivas estavam sendo
desenvolvidas para a descoberta de microrganismos produtores de compostos [3-
lactamicos resistentes as B-lactamases, e pesquisadores dos laboratérios Merck e

Lilly descreveram uma nova familia de antibiéticos B-lactamicos, as cefamicinas, que
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se mostraram estaveis a classe das “serina pB-latamases” e apresentaram
interessante atividade contra bactérias Gram-negativas (BAGGALEY et al., 1997). E
considerada uma cefalosporina modificada e a presencga do grupo metoxil no anel -
lactdmico confere uma maior atividade contra bactérias Gram-negativas e patégenos
anaerobios, e aumenta sua resisténcia contra as B-lactamases de bactérias Gram-
negativas (JENSEN e PARADKAR, 1999; DEMAIN e ELANDER, 1999).

Como as cefalosporinas, sua formula estrutural, mostrada na Figura
2.4, é formada pelo anel B-lactdmico ligado ao anel diidrotiazina, e o grupo metoxil

ligado ao carbono sete da estrutura da molécula.

H OMe
NH, 0 ﬁ/
0 CH2R

COzH

Figura 2.4: Foérmula estrutural das Cefamicinas

A biossintese da cefamicina C possui passos metabdlicos comuns a
biossintese das penicilinas (os passos iniciais) e das cefalosporinas (até passos
intermediarios). Os precursores da cefamicina C sdo trés aminoacidos: L-lisina, L-
cisteina e L-valina (LIRAS, 1999). Estes aminoacidos precursores sdo desviados do
metabolismo primario para serem utilizados no metabolismo secundario, na rota de
biossintese da cefamicina. A valina € um aminoacido pertencente a familia do
piruvato, a cisteina a familia do 3-fosfoglicerato e a lisina a familia do oxaloacetato, o
que siginifica que para a biossintese destes aminoacidos, a molécula precursora,
que da o nome a familia, precisa ser desviada da rota glicolitica .

A Figura 2.5 ilustra a rota metabdlica da cefamicina. Nos primeiros
passos da rota biossintética, a lisina é convertida ao acido a-aminoadipico por meio
de duas reacgbes enzimaticas, catalisadas pelas enzimas LAT (lisina 6-amino
transferase) e P6C-desidrogenase (acido piperideino-6-carboxilico-desidrogenase).
O passo seguinte envolve a condensagdo dos trés aminoacidos: acido o-
aminoadipico, cisteina e valina, formando o tripeptideo 6-(L-a-aminoadipil-L-cisteina-
D-valina), ou ACV. A reagao é catalisada pela enzima ACV sintase, e requer o gasto

de uma molécula de ATP.
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Figura 2.5: Rota metabdlica de produgéo da Cefamicina C (Oster et al., 2006; Fuente et al., 1997)

O ACV é convertido em um composto contendo o anel B-lactamico, a
isopenicilina N, pela ACV ciclase ou isopenicilina N sintase. A epimerase, proxima
enzima na rota metabdlica, converte a isopenicilina N em penicilina N, ao mudar a
configuragdo da cadeia lateral a-aminoadipil de L para D. O anel tiazolidina da
penicilina N é expandido, formando a deacetoxicefalosporina C, ja com o anel
diidrotiazina, comum a todas as cefalosporinas. A enzima que participa dessa
reacdo € a penicilina N expandase ou deacetoxicefalosporina C sintase. A
deacetoxicefalosporina C formada ¢é hidroxilada no carbono C-3’ pela
deacetoxicefalosporina C hidroxilase, formando deacetilcefalosporina C. Da
deacetilcefalosporina C sdo mais trés passos metabdlicos, nos quais a molécula
recebe um grupo carbamoil e € metoxilada, resultando na molécula de cefamicina
C.
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2.4. Producao de cefamicina C e acido clavulanico por Streptomyces

clavuligerus

Streptomyces clavuligerus € uma bactéria Gram-positiva, aerdbia
estrita, predominantemente encontrada no solo. Pertence ao grupo dos
actinomicetos e como tal, apresenta uma caracteristica incomum as outras bactérias,
que é a capacidade de formar hifas (LECHEVALIER, 1981).

Esses microrganismos apresentam um ciclo de vida complexo.
Primeiramente, ha a germinagdo de esporos, originando um micélio vegetativo
formado por hifas ramificadas que penetram no substrato para obtengcdo dos
nutrientes necessarios ao seu crescimento (BALOWS et al., 1992). Do micélio
vegetativo é originado o micélio aéreo. As hifas aéreas passam por um processo de
diferenciagdo morfolégica que pode incluir septacéo e formagao de esporos. Nessa
fase, ativa-se o metabolismo secundario em que sao produzidos principalmente
antibiéticos (DEMAIN, 1998).

Os actinomicetos tém grande potencial para produzirem antibiéticos.
Representam um grupo de grande importancia na industria farmacéutica, ja que
mais de 50% dos antibidticos empregados terapeuticamente s&o produzidos por
bactérias desse grupo (KURYLOWICZ, 1981). Dentre os metabdlitos secundarios
produzidos por Streptomyces clavuligerus podem ser citados os compostos f3-
lactdmicos isopenicilina N, deacetilcefalosporina C, cefamicina C e o acido
clavulanico (IVES e BUSHEL, 1997), alanilclavam e compostos com a estrutura
pirrotina, como a holomicina (LORENZANA et al., 2004).

Embora sejam capazes de degradar compostos mais complexos, como
polissacaridios, proteinas, lipidios e compostos aromaticos, espécies de
Streptomyces necessitam somente de uma fonte de carbono organico, fonte de
nitrogénio inorganico ou organico e alguns sais minerais. Também nao requerem
vitaminas ou fatores de crescimento. Para a maioria das espécies do género
Streptomyces, a temperatura de crescimento varia de 28 a 45°C (BALLOWS et al.,
1992).

O dlicerol tem sido a fonte de carbono e energia mais utilizada na
composicao dos meios de cultura para a producdo de acido clavulanico
(SAUDAGAR e SINGHAL, 2007; ROMERO et al.,, 1984; CHEN et al.,, 2002,
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BATISTA-NETO, 2004). Ao ser assimilado pela célula, o glicerol & convertido
diretamente a gliceraldeido-3-fosfato, precursor da molécula de acido clavulanico,
por isso € bem razoavel a inclusdo deste composto no meio de cultura (BAGGALEY
et al., 1997; LIRAS e RODRIGUEZ-GARCIA, 2000). A repressao por fonte de
carbono foi verificada na producdo de acido clavulanico. Romero et al. (1984)
verificaram uma taxa maxima de produg&o quando a concentragao inicial de glicerol
foi de 165 mM (15 g.L™"), sendo que concentracdes superiores reduziram a
producdo. Chen et al. (2002) obtiveram produ¢do maxima quando a concentragao
inicial de glicerol estava entre 10-20 g.L™". Aharonowitz € Demain (1978) mostraram
gue o aumento da concentracdo de glicerol favorece o crescimento de Streptomyces
clavuligerus. A regulagao por fonte de carbono pode estar relacionada ao controle
da biossintese de antibidtico pela velocidade de crescimento do microrganismo
(MARTIN e DEMAIN, 1980). Ao favorecer o crescimento, altas concentragbes de
glicerol podem estar reprimindo o metabolismo secundario.

O glicerol também pode ser usado como fonte de carbono para a
producao de cefamicina C, mas o uso do amido tem apresentado uma maior
producdo (AHARONOWITZ e DEMAIN, 1978; ANTONIO, T., 2007). Como na
producdo de acido clavulanico, o aumento na concentragdo inicial de glicerol no
meio de produgdo também reprimiu a sintese do antibiotico (AHARONOWITZ e
DEMAIN, 1978). Rius e Demain (1997) verificaram que o aumento da concentragao
de glicerol e amido no meio de cultura de 1% para 3% provocou uma queda na
produtividade especifica e volumétrica de cefalosporina. Mas foi verificado que o
aumento da concentracdo de amido aumentou a atividade maxima da enzima LAT,
enquanto que o glicerol reduziu a atividade desta enzima. Segundo os autores, ja foi
retratado na literatura que fontes facilmente assimilaveis reprimiam a sintese de
enzimas da rota metabdlica das cefalosporinas, como a enzima expandase. Como o
aumento na atividade da LAT nao proporcionou um aumento na producdo de
antibiéticos, os autores levantaram a hipdtese de que outras enzimas, ndo a LAT,
presentes na biossintese das cefalosporinas estavam sujeitas a repressao por fonte
de carbono.

Como fonte de nitrogénio, varios substratos ja foram testados para a
producao destes B-lactamicos. Como ocorre com as fontes de carbono, fontes de
nitrogénio facilmente assimilaveis favorecem o crescimento, influenciando de forma

negativa a produgado de metabdlitos secundarios. Ja é conhecido também que fontes
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de nitrogénio simples presentes no meio, como sais de amonia, reprimem as
enzimas envolvidas na assimilagdo de outras fontes de nitrogénio mais complexas
(MARTIN e DEMAIN, 1980). Geralmente, a pesquisa por melhores fontes de
nitrogénio para a producao de antibidticos levam a selecdo das fontes mais
lentamente metabolizaveis, o que provavelmente resulta numa condi¢do de limitagédo
por nitrogénio. Exemplos classicos sdo o uso da prolina em meios quimicamente
definidos na produgdo de estreptomicina e da farinha de soja em varias
fermentagdes conduzidas por actinomicetos. Estes dois componentes liberam
amélnia em pequenas taxas ao longo da fermentagéo, provavelmente evitando a
repressé&o por nitrogénio (DEMAIN, 1984).

A aménia pode ser utilizada como fonte de nitrogénio para a produgao
de acido clavulanico, mas ndo é uma fonte interessante devido aos seus efeitos de
inibicdo e por ser uma fonte nutricionalmente pobre (IVES e BUSHELL, 1997). A
adicdo de aminoacidos ao meio de cultura tem proporcionado um aumento na
producao de acido clavulanico. Ives e Bushel (1997), trabalhando com um meio a
base de glicerol e amdnia, constataram que a suplementagdo com os aminoacidos
isoleucina, leucina, serina e valina aumentaram produgao de acido clavulanico em
comparagao ao meio sem suplementagdo, mas a suplementagdo com arginina n&o
apresentou nenhum efeito. Chen et al. (2003) avaliaram a adigdo de ornitina e
arginina ao meio de cultura contendo glicerol e farinha de soja como fontes de
carbono e nitrogénio, respectivamente. Como observado por lves e Bushel (1997), a
adicdo de arginina ndo provocou aumento na produc¢ao de acido clavulanico, mas a
ornitina quase que duplicou a produgédo. Segundo os autores, ja foi retratado na
literatura que a ornitina reprime a bossintese da cefamicina C, rota metabdlica
concorrente a rota de produgdo do acido clavulanico pelos intermediarios do
metabolismo do glicerol. Essa repressdo permite um maior fluxo de intermediarios
para a produg¢ao de acido clavulanico. Na producao de cefalosporinas, Aharonowitz
e Demain (1978) testaram a adicdo de varios aminoacidos ao meio de cultura
contendo 0,1% de glicerol e verificaram que a adicdo de asparagina proporcionava
maior producao.

Os melhores resultados de producéo de acido clavulanico e cefamicina
C foram conseguidos com a adicdo de fontes complexas de nitrogénio. Anténio
(2007) obteve uma melhor producéo de cefamicina utilizando extrato protéico de

caroco de algoddo (Proflo), alcancando um maximo de producdo de 140 mg.L™,
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enquanto que a utilizacdo de caseina, triptona e a mistura de asparagina e tirosina
renderam, respectivamente, 60 mg.L™', 90 mg.L™" e 40 mg.L" de cefalosporinas
totais. Na producédo de acido clavulanico, os derivados protéicos de soja tém se
mostrado as fontes de nitrogénio mais interessantes. Gouveia et al. (2001) trabalhou
com a combinagdo de diferentes fontes de nitrogénio (agua de macerag¢ao de milho,
extrato de levedura e peptona) com o extrato protéico de soja (Samprosoy 90NB) e
verificou que a maior produgdo de acido clavulanico foi obtida quando somente
extrato protéico de soja foi utilizado. Mayer e Decker (1996) estudaram a utilizagéao
de farinha de soja e extrato de farinha de soja como fonte de nitrogénio. A maior
producao foi obtida no meio adicionado de farinha de soja, que € uma fonte de
nitrogénio mais complexa que o extrato.

Como Streptomyces clavuligerus € uma bactéria estritamente aerdbia,
0 oxigénio € um nutriente de fundamental importancia tanto para crescimento quanto
para produgdo de metabdlitos. Yegneswaran et al. (1991) descreveram que, em
cultivos com Streptomyces clavuligerus realizados com o controle do oxigénio
dissolvido em 50% e 100% da saturagdo determinou um aumento na velocidade
especifica de produgdo de cefamicina C de 2 a 3 vezes em comparagido com
experimentos realizados sem o controle do oxigénio dissolvido. O processo de
aeragdo, agitagdo e a relacdo volume de meio e volume do reator sdo fatores
importantes que devem ser considerados na produgdo de acido clavulanico e
cefamicina C, de forma a evitar limitagdo de oxigénio dissolvido no meio. Na
producdo de cefamicina, condigdes limitantes de oxigénio afetam principalmente a
enzima expandase, que realiza a expansao do anel tiazolidina da penicilina N para o
anel dihidrotiazina das cefalosporinas (LEBRIHI et al., 1988).

O fosfato €& outro nutriente importante ja que faz parte da estrutura
molecular de varios constituintes celulares, como o ATP. Deve ser adicionado ao
meio em quantidades moderadas, ja que a producdo de acido clavulénico e de
cefamicina sao reprimidas por altas concentragdes deste ion, e maiores produgdes
foram verificadas em condi¢des de limitagdo por fosfato (LEBRIHI et al., 1987). O
enxofre, constituinte da molécula de cisteina, também deve ser adiconado ao meio.

O enxofre, o fosfato e outros micronutrientes sdo geralmente
adicionados na forma de sais inorganicos. Em alguns meios em que € adicionado o
tampao biolégico MOPS (acido 3-[N-Morpholino]-propanosulfénico), o &cido

sulfénico residual pode ser usado sozinho como fonte de enxofre.
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2.5. Modelagem matematica de processos biotecnolégicos

A histéria dos modelos matematicos aplicados aos processos
biotecnolégicos comegou com as famosas equagdes de Blackman (1905), Monod
(1942) e Teissier (1942) apud Bellgardt (1991), que relacionavam a concentragc&o de
substrato limitante a velocidade de crescimento dos microrganismos. Desde entao,
um grande numero de modelos foi desenvolvido para varios tipos de bioprocessos,
conduzidas por diferentes microrganismos, e muitos deles ainda se baseiam na
cinética proposta por Monod (BELLGARDT, 1991).

Os modelos matematicos estabelecem uma relacao funcional entre as
variaveis do processo, sendo de grande utilidade no desenvolvimento e projeto de
processos. Dentre suas aplicagcbes podem ser citadas a otimizacdo da planta de
construcao e dos parametros de operacao; calculos de perfis temporais 6timos para
alimentagdo do substrato e outras variaveis; planejamento de experimentos para
obtencdo de maxima informagdo num tempo minimo e com poucos gastos; projeto
de controle de sistemas; estimacdo de parametros e variaveis que nido podem ser
medidas (BELLGARDT, 1991).

Os modelos biolégicos podem ser divididos em modelos estruturados e
nao estruturados, segregados ou nao segregados. Num modelo segregado, as
células de uma populagdo sado consideradas heterogéneas e singulares. Na
abordagem segregada, caracteristicas conhecidas do ciclo celular, descrevendo
células em etapas de desenvolvimento ou tipos morfoldgicos diferentes podem ser
incorporadas e usadas para aumentar a validade e o ambito de aplicacdo do modelo
cinético. Nos modelos segregados, a cinética para cada unidade celular e
mecanismos de regulagdo s&o pontos centrais e essenciais. O modelo nao
segregado ou distributivo representa a populagédo celular por suas propriedades
médias. Este tipo de aproximagédo pode ser empregado quando a heterogeneidade
celular ndo influencia substancialmente a cinética do processo estudado. Na fase de
crescimento denominada crescimento balanceado, as atividades celulares de
sintese estdo coordenadas de tal maneira que a média da composicao celular ndo é
afetada pelo crescimento da populagéo (BAILEY e OLLIS, 1986).

Os modelos ndo-estruturados sao os mais simples. Eles consideram as

células de microrganismos como uma massa uniforme, sem dindmicas internas e
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cujas velocidades de reagdes dependem diretamente e apenas das condi¢cdes da
fase liquida do reator. O modelo n&o considera se as células presentes no meio
reacional estdo em diferentes estagios fisiolégicos, sendo o crescimento celular
descrito como uma média do crescimento de toda populagdo. Além da concentragao
celular, este modelo inclui apenas as variaveis que tém significativa influéncia no
comportamento microbiano e cujas concentragbes variam muito ao longo do
processo. Assim, o modelo contém apenas a cinética de crescimento, consumo de
substrato e formacgao de produto. Este tipo de aproximagao gera bons resultados
quando o tempo de resposta as variagcbes do meio ambiente pela célula ou é
insignificantemente pequeno ou muito longo quando comparado a duragdo do
processo fermentativo (BELLGARDT, 1991). Mas justamente pela sua simplicidade e
auséncia de detalhes sobre os mecanismos do metabolismo celular, sua aplicagéo
na interpretacdo da fisiologia e predicdo do comportamento celular sob diferentes
condigdes de cultivo é bem limitada (GOMBERT e NIELSEN, 2000). Particularmente,
erros consideraveis podem aparecer na presenga de regulacdo metabdlica ou
crescimento n&o sincrdnico da cultura, no qual a variagado metabdlica durante o ciclo
de divisdo se torna globalmente visivel, ou entdo quando as células ndo se adaptam
rapidamente as novas condi¢des da cultura.

Ao contrario dos modelos n&o-estruturados, os modelos estruturados
informam o estado fisiolégico dos microrganismos, como a mudanga na sua
composicao e adaptagao do sistema regulatério as mudangas no meio ambiente em
que a célula esta crescendo. Nos modelos estruturados séao incluidas apenas as
variaveis mais relevantes para os processos intracelulares, de forma a obter um
modelo o mais simples possivel e minimizar o numero de parametros. Um modelo
pode ser estruturado com base nos componentes da biomassa, como a
concentragdo de metabolitos, enzimas, ou RNA (BELLGARDT, 1991).

Gombert e Nielsen (2000) propuseram o agrupamento dos modelos
que descrevem o metabolismo celular de acordo com a sua estrutura, dividindo-os
em dois grupos: os modelos estequiométricos e os modelos cinéticos. Os modelos
estequiométricos sdo construidos com base na analise de fluxos metabdlicos (AFM)
(ou MFA, sigla do termo em inglés metabolic flux analysis), que tem sido largamente
aplicada para a quantificagdo dos fluxos intracelulares do metabolismo central de
bactérias, leveduras, fungos e células animais. A AFM leva em consideragao as

rotas metabdlicas presentes no microrganismo ou célula em estudo, e séo feitos
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balancos de massa sobre todos os componentes intracelulares para calcular os
fluxos através das diferentes ramificacbes das rotas do metabolismo. Assim é
possivel compreender o comportamento do metabolismo sob determinadas
condigbes de cultivo (GOMBERT e NIELSEN, 2000). Os modelos cinéticos
descrevem a dinamica do processo, combinando cinéticas enzimatica e microbiana
e a estequiometria das rotas metabdlicas. Modelos cinéticos estruturados de baixa
complexidade séo obtidos agrupando-se sistemas com fungdes bioldgicas e

dindmicas semelhantes em um unico grupo (BELLGARDT, 1991).

2.6. Principios da construcao de modelos para processos biotecnoldgicos

A fungdo de um modelo biolégico € descrever a velocidade com que as
reacoes metabdlicas ocorrem com base nas condicdes de operagao do reator. Como
ja mencionado, devido a complexidade das reagdes metabdlicas, todos os modelos
sao simplificacbes da realidade. Muitas vezes, varios mecanismos da reagao
metabodlica em estudo ndo sdo conhecidos e dependendo do objetivo para o qual o
modelo sera estudado, as simplificacbes podem ser feitas sem perda de qualidade
dos resultados (GOMBERT e NIELSEN, 2000). Para isso, devem-se identificar os
fatores mais importantes que influenciam o processo de crescimento, formagcao do
produto e do tipo de bioprocesso em estudo, 0 que representa uma das principais
dificuldades encontradas na construgdo de um modelo. E claro que quanto mais
complexo o modelo e quanto mais variaveis e parametros tiver, melhor o ajuste aos
dados experimentais. Mas nem por isso estes modelos sdao mais exatos. A
verificacao experimental e a identificacdo de parametros para os modelos complexos
sdo dificeis e sujeitas a complicagdes, e se os resultados ndo forem avaliados
cuidadosamente, o0 modelo sera provavelmente ajustado aos erros experimentais.

De uma forma simplificada, o crescimento microbiano e a produgéo de
metabdlitos em cultivos aerdbios podem ser representados pelas equagdes pseudo-
estequiométricas descritas a seguir (SHULER e KARGI, 1992):

X
¢S +¢,0,+c;N—>c, X +¢,CO, +cP, (Eq. 3.1)

X — morte (Eq. 3.2)
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¢S +¢0, + cgNicmP2 (Eq. 3.3)
em que:

. C1, Cz C3, C4 Cs Cg C7 Cg Cy Cqip S80 Os coeficientes estequiométricos;

. X sao as células;

. S é afonte de carbono e energia;

. N é a fonte de nitrogénio;

. P+ é o produto associado ao crescimento;

. P2 é o produto ndo-associado ao crescimento.

Estas equagdes representam um modelo nao-segregado e né&o
estruturado. A Equagdo 3.1 descreve o crescimento celular e a producdo de
metabdlito associado ao crescimento, ou metabdlito primario, oriundo do
metabolismo primario do microrganismo. A Equacao 3.2 descreve a morte celular
que ocorre durante o cultivo. A morte celular ocorre quando ha exaustdo de algum
nutriente essencial no meio ou acumulo de alguma substancia téxica, e pode ser
influenciada pelas condigbes de operagao do biorreator. A Equacgéo 3.3 descreve a
producdo de metabdlito secundario, ndo-associado ao crescimento, oriundo do
metabolismo secundario do microrganismo.

A velocidade de crescimento celular, v, (Eq. 3.4) € proporcional a
concentracdo celular, C,, presente no meio reacional, e essa constante de
proporcionalidade foi denominada como velocidade especifica de crescimento - .

vy =u-C, (Eq. 3.4)

Dentre muitas expressdes utilizadas para para representar a
velocidade especifica de crescimento, a mais simples e conhecida é a equagao de
Monod que, através de experimentos em quimiostato, considerou na formulagdo de
seu modelo a presenga de um unico substrato limitante para o crescimento celular. A
equacgao proposta por Monod é dada pela Equagao 3.5 a seguir.

_ :ledx ’ Cs

(Monod) u K +C.

(Eq. 3.5)

sendo C, a concentragdo do substrato limitante; x4 a velocidade
especifica de crescimento; u,s.a velocidade especifica maxima de crescimento,

quando Cs>>Kg e a concentragdo dos outros nutrientes essenciais ndo se torna

limitante; K, & a constante de saturac&o, é o valor da concentragdo do substrato S
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quando a p atinge metade do seu valor maximo, u,., . Segundo este modelo, a
célula cresce na sua velocidade maxima, ou seja, u=u,;,, quando o valor de
C, >>> K, resultando numa equacgdo de ordem zero (BAILEY e OLLIS, 1986).

A equacao de Monod € uma equacgao bem simples e nao inclui efeitos
de inibicdo que muitas vezes interfere no crescimento microbiano. A concentragao
de substrato, produto ou mesmo a concentracdo celular podem causar a inibicio.
Como a equagao de Monod nao descreve de maneira satisfatéria o crescimento
microbiano em qualquer condi¢&o, outros modelos foram propostos, incluindo ou néo

efeitos de inibicao:

(Tessier) U= pan(1 —e 5K (Eq. 3.6)
(Moser) 1=t ax (1+KC ) (Eq. 3.7)
. _ Hmax 'Cs

(Contois) u= —KXCX +C, (Eqg. 3.8)

(Andrews) [ - Umax - Cs (Eq. 3.9)
K;+Cy +C°/K,

(Aiba, Shoda e _ Hmax Cs Ky (Eq. 3.10)

Nagatani) : Ki+Cs K, +C,

O modelo de Contois prevé a reducdo da velocidade especifica de
crescimento com o aumento da concentragcado celular. Os modelos propostos por
Andrews e Aiba e colaboradores levam em consideracao a inibicdo pelo substrato e
inibicdo pelo produto, respectivamente (BAILEY e OLLIS, 1986).

E possivel que dois ou mais substratos sejam simultaneamente
limitantes para o crescimento. Embora haja poucos dados disponiveis, pode ser
proposto um modelo baseado no de Monod para cada substrato limitante, como na
equacao a seguir (BAILEY e OLLIS, 1986):

Csl CSZ
Kl +CS1 KZ +CS2

K= g, (Eq. 3.11)

A velocidade de consumo de substrato, vs, e formagéo de produtos, vy,
podem ser descritas em relacdo a velocidade de crescimento celular, a partir das
equacodes pseudo-estequiométricas definidas anteriormente. Para isso, sao definidos

os coeficientes de rendimento e manutencao (BAILEY e OLLIS, 1986):
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vy _ massa de células formada (Eq. 3.12)
X/S ™ massa de substrato consumido
massa de produto formado (Eq. 3.13)
Yo/ x =

aumento na massa celular

As velocidades de consumo de substratos e variagao dos produtos sao
dadas pelas equagdes 3.14, 3.15 e 3.16 (BAILEY e OLLIS, 1986):

1
-V = ul|Cy +mC, (Eq. 3.14)
YX/S
v =Y, uCy (Eq. 3.15)
v, =ouC, + pC, (Eq. 3.16)

Da Equacdo 3.14, mgs € o coeficiente de manutencdo celular, que
representa a fonte de carbono e energia consumida pelas células apenas para
manutencdo do metabolismo celular, sem que haja crescimento. A Equacao 3.15
representa o modelo para produto associado ao crescimento. A Equagdo 3.16
representa o modelo proposto por Luedeking e Piret apud Bailey e Ollis (1986) que
leva em consideracdo a formacdo de produto associado e nao associado ao
crescimento.

Nos modelos estruturados, a descricdo da dindmica dos componentes
intracelulares geralmente é feita considerando-se o modelo de reagdes enzimaticas.
Processos regulatérios e modelos moleculares, quando conhecidos, também podem
ser considerados no modelo. Quando a rota metabdlica é conhecida e as enzimas ja
estdo caracterizadas quanto a sua cinética, a elaboragao de um modelo estruturado
e facilitada. Neste caso, a seguinte equagao pode ser aplicada:

dC; X _
C=> A,v, —uCs i=12,..n (Eq. 3.17)
U= '

sendo C, a concentragdo intracelular do metabdlito i, n € o numero de
metabdlitos no sistema, v; a atividade da enzima participando da reagéo j, N € o
numero de reagdes no sistema, u € a velocidade especifica de crescimento e ;0

coeficiente estequiométrico, que é positivo se 0 metabdlito i for o produto da reagao |
ou é negativo quando o metabdlito i € o substrato (MALMBERG e HU, 1991).
As concentragdes dos componentes intracelulares em relacdo a célula

sao definidas como:
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C,
Cs, = >
C

X

(Eq. 3.18)

sendo C,, a concentracdo volumétrica (em relacdo ao volume do

reator) do componente i.

Conhecendo-se a cinética da enzima envolvida na reagéo j, € possivel
escrever as N atividades v; do modelo estudado. O modelo de Michaelis-Menten de
cinética enzimatica, apresentado na Equacado 3.19, embora muito simples, ainda é
aplicado em varios modelos propostos na literatura (MALMBERG e HU, 1991;
KHETAN et al., 1999; PAZOUTOVA et al., 1981 apud BAILEY e OLLIS, 1986).

y=mCs sendo v, =kCe,,,
Ko (Eq. 3.19)

K, & a constante de Michaelis-Menten; e, ,€ a concentracdo de

ativa
enzima ativa participando da reacdo e k é a constante de proporcionalidade entre

ee

Vméx ativa -

Existem outros modelos de cinética enzimatica mais complexos
propostos na literatura que levam em consideracao os efeitos de inibicao enzimatica,
reacdes reversiveis e cinética de enzimas alostéricas (BAILEY e OLLIS, 1986).

Quando muitos passos da rota metabdlica em estudo ndo sao
conhecidos, langa-se méao de modelos cinéticos estruturados de baixa complexidade
agrupando-se sistemas com fungbes bioldgicas e dinamicas semelhantes. Sé&o
propostas equacdes estequiométricas e equagcdes matematicas para descrever 0s
grupos formados, baseando-se ou ndo em reagdes enzimaticas.

Uma vez estabelecido o modelo cinético do processo, parte-se para a
avaliacdo de seus parametros ndo conhecidos. Estes s&o determinados ajustando o
modelo aos dados experimentais através de métodos numéricos adequados
auxiliados por programas computacionais. Quanto maior o grau de complexidade,
mais dificil € a identificacdo dos parametros e a verificagdo do modelo. Assim, a
construgcao de um modelo deve ser feita baseada em hipoteses que o tornam o mais
simples possivel. Caso a modelagem nao gere resultados satisfatorios, as hipéteses
devem ser verificadas uma de cada vez.

Para modelos simples, métodos de regressdo como os graficos de

Lineweaver-Burk podem ser empregados, mas modelos complexos exigem métodos



Reviséo Bibliografica ’3

mais elaborados, como regressdes nao lineares, para a identificacdo de seus
parametros. O procedimento de identificacdo deve ser capaz de eliminar ou
minimizar as perturbac¢des nas variaveis medidas. Métodos “off-line” para modelos
paramétricos sdo particularmente interessantes para constru¢do de um modelo.
Geralmente um método de minimizacdo da varidncia dos erros das saidas do
modelo é usado — método dos minimos quadrados (FASOL e JORGL, 1980, apud
BELLGARDT, 1991).

Apods avaliagcao estatistica dos resultados da identificagdo do modelo
matematico, este pode entdo ser aplicado na simulagdo do processo. A simulagéo
envolve a resolugcdo das equacdes do modelo através de métodos computacionais
adequados para diferentes condi¢des iniciais e de contorno de acordo com as
circunstancias de interesse do processo. Desta forma, € possivel testar novas
variantes tecnoldgicas do processo, como por exemplo a mudanga de um modo de
cultivo em batelada para um modo continuo de operagdo. A manipulacdo dos
estudos de simulagao possibilita, enfim, a busca de um regime 6étimo ou pseudo

6timo (proéximo do 6timo) de operagéo.

2.7. Aplicagao da modelagem matematica na produgao de antibiéticos

Cruz e colaboradores (1999) desenvolveram um modelo matematico
nao-estruturado para descrever o processo de producdo de cefalosporina C pelo
fungo Cephalosporium acremonium, em batelada alimentada. Neste modelo, foram
considerados dois tipos celulares metabolicamente diferentes — um grupo de células
X2, que crescia e produzia o antibidtico, e um outro grupo X; apenas com
capacidade de crescimento, mas que ao longo do cultivo se transformava em células
Xy . Para descrever o processo de producado, os autores consideraram que as
células X,, ao se multiplicarem, produziam um complexo enzimatico, responsavel
pela sintese da cefalosporina C a partir de seus precursores. A cinética de producao
foi estabelecida como um modelo de cinética enzimatica e levou em consideragao a
concentracdo do complexo enzimatico e do substrato. Baseado no modelo, foi
possivel calcular a vazao de alimentagao 6tima do meio suplementar, de modo a

maximizar a produgao do antibidtico.
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Malmberg e Hu (1991) propuseram um modelo cinético estruturado
para a producao de cefalosporina C por Streptomyces clavuligerus. O modelo partiu
da concentragao intracelular dos aminoacidos precursores e incluiu 0s passos
enzimaticos conhecidos da rota metabdlica de biossintese da cefalosporina. Com a
simulagado do modelo, foi possivel prever o perfil de concentracdo dos intermediarios
ao longo do periodo de cultivo e a atividade especifica das enzimas envolvidas. Os
autores constataram que o passo metabdlico catalizado pela enzima ACV sintetase
€ o limitante do processo, seguido pelo passo catalizado pela hidroxilase. O
aumento da atividade destas duas enzimas aumenta linearmente a producédo, até
um certo ponto que uma terceira enzima limitante se torna o fator dominante. Como
pode ser observado, este tipo de modelo fornece informag¢des importantes que
podem ser usadas, por exemplo, no desenvolvimento de um microrganismo
geneticamente modificado, no qual pode-se introduzir uma super-expressdo das
enzimas limitantes.

Kirk et al. (2000) estudaram o efeito do substrato limitante — nitrogénio,
fosfato ou carbono - na producédo de acido clavulanico por meio de uma analise de
fluxo metabdlico. No modelo, foram incluidas as principais rotas metabdlicas
presentes na maioria das espécies de Streptomyces, as reag¢des de biossintese dos
precursores envolvidos na producdo de biomassa e a reacado de sintese do acido
clavulanico. Os autores constataram que a natureza do substrato limitante interferiu
no fluxo de carbono através das diferentes rea¢des consideradas, o que explicaria
uma maior ou menor produgcdo. A maior concentracdo de acido clavulanico foi
observada no meio no qual o fosfato era o substrato limitante, enquanto que no meio
em que a fonte de carbono era limitante ndo houve produgdo. A limitacdo de
carbono reduziu o fluxo através do metabolismo anaplerético, que repde os
intermediarios do ciclo do acido citrico. Segundo os autores, esta reducao se refletiu
na redugdo da concentragdo intracelular de a-cetoglutarato, diminuindo a
disponibilidade deste para a biossintese do glutamato, e consequentemente,
reduzindo a biossintese da arginina. Ja no meio com fosfato limitante, o fluxo para a
arginina a partir do arginino-succinato foi o maior entre as diferentes condi¢des
testadas, disponibilizando uma maior concentracdo deste precursor para a sintese
do acido clavulanico. Segundo os autores, os resultados sugerem que sob limitagao
de fosfato, o fluxo através das reacbes que sintetizam a arginina esta saturado,

limitado sob limitacdo de nitrogénio e insuficiente sob limitacdo de carbono.
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Bushell et al. (2006) também utilizaram a analise de fluxo metabdlico
para desenvolver uma estratégia de adicdo de aminoacidos ao meio de cultura que
pudesse estimular a produgdo de acido clavulanico. A andlise dos resultados
mostrou que a sintese do acido clavulanico foi limitada pela disponibilidade do
gliceraldeido-3-fosfato, o precursor C3 da molécula, e que parece que a
“‘competicdo” entre as diferentes rotas que utilizam este componente influencia a sua
disponibilidade. Os autores realizaram entdo um experimento com a adicdo de
aminoacidos cuja biossintese requer oxaloacetato como precursor — a combinagao
de arginina, aspartato e treonina, e outra dos trés anteriores mais asparagina. A
suplementagcdo promoveu o aumento da produtividade de acido clavulanico em até
cinco vezes, comparado com o meio sem suplementagao.

Baptista Neto et al. (2005) propuseram um modelo cinético simples
para a producdo de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus. Para
descrever a cinética de crescimento, foi usado o modelo de Contois, e dois
substratos diferentes como fonte de carbono e energia — o glicerol e a fonte de
nitrogénio. A cinética de produgéo foi considerada ndo associada ao crescimento, e
levou-se em conta a degradagédo do produto. A estimagao dos parametros foi feita
ajustando-se valores experimentais de um cultivo continuo ao modelo proposto.
Com os parametros estimados, foram feitas simulacdes de processos em batelada
alimentada e cultivo continuo com reciclo celular. Concluiu-se que a maior
produtividade foi obtida no modo de operagéo continuo com reciclo.

Como apresentado anteriormente, os modelos cinéticos, além de
ferramentas tecnolégicas muito uteis para desenvolvimento de processos, também
auxiliam na compreensdo da biossintese de metabdlitos pelos microrganismos,
identificando gargalos nas rotas metabdlicas, substratos limitantes e componentes
no meio de cultura que nao sao precursores mas favorecem a producio. Apesar dos
avancgos alcancados na elucidagdo dos passos metabdlicos da produgcdo do acido
clavulanico e cefamicina C por S. clavuligerus, os mecanismos de regulagado da
producao destes compostos ainda ndao sdo completamente conhecidos. Justifica-se,
assim, o uso de modelos cinéticos como uma ferramenta de auxilio para entender e
explicar a producédo desses metabdlitos secundarios, descrevendo a maneira como
cada componente presente no meio de cultura pode afetar a cinética de crescimento

e producéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064, armazenada em criotubos na forma de células
vegetativas e suspensas no meio de reativagdo (Tabela 3.2) contendo 10% v/v de
glicerol, usado como agente crioprotetor. Os criotubos foram conservados em
ultrafreezer, a uma temperatura de -80°C.

Para analise de cefamicina C, foi utilizada a bactéria-teste Escherichia
coli ESS (Liras e Martin, 2005), também conservada como descrito acima, ou em

agar nutriente, estocada em geladeira.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meio sdlido de cultivo da bactéria-teste

O cultivo da E. coli ESS foi feito em agar nutriente, cuja composic¢ao é

mostrada na tabela abaixo.

Tabela 3.1. Composi¢cado do meio agar nutriente

Componentes Concentragao
Peptona (g.L™) 5,0
Extrato de carne (g.L™") 3,0
Agar bacteriolégico (g.L™) 15,0

pH 7,2+ 0,1
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3.2.2.Meio de cultura de reativagao

Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativagao

proposto por Rosa (2002), descrito na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Meio de cultura para reativagdo do microrganismo

Componentes Concentragao
Glicerol (g.L™") 15,0
Peptona (g.L™) 10,0
Extrato de Levedura (g.L™") 1,0
Extrato de malte (g.L™") 10,0
MOPS (g.L™ 21,0
KoHPO4 (g.L™) 2,5
MgS04.7H,0 (g.L™") 0,75
Solugao de sais'” (mL.L™") 1,0
pH 6,8+ 0,1

" Composicdo (g.L"): MnCl,.4H,0, 1,0; FeSO, .7H,0, 1,0; ZnS0O,.7H,0, 1,0:4gua destilada, g.s.p
1L.

3.2.3. Meio de cultura para preparo do inéculo e produgao

Todos os meios utilizados neste trabalho foram meios sintéticos, de
composicao definida, propostos na literatura ou com algumas modificagdes. As
tabelas 3.3 e 3.4 apresentam a composicdo de cada um.

A composi¢cdo do meio MA (maltose-asparagina) foi baseada no meio
utilizado por Khetan et al. (1999), sendo utilizado a maltose (AHARANOWITZ E

DEMAIN, 1978) no lugar do glicerol, na mesma concentragao.
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Tabela 3.3. Meios de cultura preparados de acordo com Romero et al. (1984, 1986) ou com algumas

modificagdes

Componentes Concentragao

GSPG GMPG GPG GPO
Glicerol (g.L™") 15 15 15 15
Sacarose (g.L™") 20 - - -
Maltose (g.L™") - 10 - -
Prolina (g.L™") 2,5 2,5 2,5 2,5
Acido Glutamico (mM) 10 10 10 -
Ornitina (mM) - - - 10
NaCl (g.L™")
KoHPO4 (g.L7")
CaCly(g.L™") 0,4 0,4 0,4 0,4
MnCl,.4H,0 0,1 0,1 0,1 1
FeCl; 6H,0 0,1 0,1 0,1 0,1
ZnCl, 0,05 0,05 0,05 0,05
MgS04.7H20 (g.L™") 1 1 1 1
pH 7 7 7 7
Tabela 3.4. Meios de cultura MA e seus derivados
Componentes Concentragao

GA MAA MAG

Maltose (g.L™") - 10 10
Glicerol (g.L™" 10 - -
L-asparagina (g.L™") 4 2
Acido Glutamico (mM) - - 10
K2HPO, (g.L™) 3,5 3,5 3,5
MgS0,.7H,0 (g.L") 1,23 1,23 1,23
MoOPS " (g.L™") 21 21 21
pH 6,8+ 0,1 6,8+ 0,1 6,8+0,1 6,8+0,1

_ acido 3-[N-Morpholino]-propanesulfénico: componente usado para tamponar o meio de cultura.
@ _ Composicao (g.L™"): MnCl,.4H,0, 1,0; FeSO, .7H,0, 1,0; ZnSO,.7H,0, 1,0; CaCl,,1,0; agua

destilada, q.s.p 1L.
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3.3. Procedimento experimental

3.3.1. Experimentos em mesa incubadora rotativa

O procedimento de cultivo utilizado € o mesmo descrito por Batista-
Neto (2004), e é divido em trés etapas: reativacao, preparo do inéculo e producgao.
Todos os cultivos foram realizados a uma temperatura de 28°C, sob uma agitagéo
de 250 rpm.

e Reativacdo: 3,5 mL da suspensdao de células vegetativas de
Streptomyces clavuligerus contidas nos criotubos foram inoculadas em Erlenmeyers
de 500mL contendo 50mL do meio de reativagéo e incubados por 24h.

e Preparacao do indculo: apds a reativacao, 5 mL do caldo fermentado
foram inoculados em 45 mL de meio de produ¢do, em um Erlenmeyer de 500 mL, e
incubados por 24h.

e Producdo: 5 mL do caldo de in6culo foram adicionados a
Erlenmeyers de 500mL contendo 45mL de meio de produgao e foram incubados por
98 ou 120 h . No tempo inicial do cultivo e a cada 12 h retirou-se uma amostra. As
amostras foram centrifugadas a 4°C, a 11000 rpm por 15 min, e o sobrenadante
recolhido e congelado a -80°C para analises posteriores. Em alguns ensaios, as
amostras foram filtradas em membrana de éster de celulose (HA em ester de
celulose), de poro 0,45um, antes serem de congeladas. As células compactadas
foram quantificadas pelo método de massa seca, descrito em analise da
concentracio celular.

Em dois ensaios, o meio GPG foi alimentado com um pulso de maltose
(10mM), e o outro com um pulso de acido glutédmico (5mM), na etapa de produgao,
em 36h de cultivo.

Estes experimentos foram realizados para levantamento dos dados
cinéticos do modelo proposto.

3.4. Metodologia analitica



Materiais e Métodos
30

3.4.1. Analise de acido clavulanico

O acido clavulanico foi quantificado pelo método cromatografico
proposto por Foulstone e Reading (1982).

Esse método baseia-se na determinacdo de um composto oriundo da
derivatizagcado do acido clavulanico com imidazol, utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Foi utilizada a coluna C-18 y-Bondapak de 300 mm da Waters como
fase estacinaria, e a fase mdvel composta de 6% (v/v) de metanol e 94% (v/v) de
tampao fosfato (0,1 M de KH,PO4 pH=3,2), a uma vazdo de 2,5 mL.min". A
temperatura do forno foi mantida a 28°C. Os picos foram detectados no comprimento
de onda de 311 nm. As concentragcdes de acido clavulanico foram determinadas a
partir de uma curva de calibragdo construida com uma solugdo padrdao de
clavulanato de potassio, preparada a partir do medicamento CLAVULIN®, da Glaxo
SmithKline Farmacéutica, disponivel comercialmente.

Foi adotado o seguinte procedimento para cada amostra:

e ApOs o término do cultivo, as amostras foram descongeladas, e
aquelas que nao foram previamente filtradas, foram filtradas em membrana de
eésters de celulose, de poro 0,45um.

e Reacao com imidazol: misturou-se a amostra com uma solugao de
imidazol (16,5 g/L, pH 6,8) na proporgao 1:1- geralmente 0,5 mL da amostra e 0,5
mL de imidazol. A mistura reacional foi aquecida em banho-maria por 15 min a 30°C.

e Terminada a reacao, os tubos com as amostras e da curva padrao

foram colocados no cromatografo para injegéo.

3.4.2. Analise de Cefamicina C

Utilizou-se dois métodos diferentes para quantificagdo da cefamicina C
nos caldos de cultivo. Para os primeiros experimentos foi utilizado o método do

bioensaio com a bactéria-teste E. coli ESS. Ao final do trabalho, ja havia disponivel
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uma outra metodologia que utiliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia para
quantificagao deste antibiotico (BAPTISTA NETO et al., 2009).

3.4.2.1 Analise de Cefamicina C por bioensaio

Este método foi utilizado para analise dos caldos de cultivo com os
meios GSPG, GPG, GPO, GPG+M, GPG+glu, MAA e MAG.

A cefamicina C foi quantificada por bioensaio como cefalosporinas
totais, utilizando como bactéria-teste a linhagem de E. coli ESS 2235 (LIRAS e
MARTIN, 2005).

O meétodo baseia-se na difusdo da solugdo de antibidtico no agar
previamente inoculado com a bactéria-teste, inibindo o crescimento da mesma nas
regides onde o antibidtico se difunde. A concentragdo de cefalosporinas totais é
determinada medindo-se o halo de inibicdo formado. Os procedimentos do método
consistem em:

e Preparo das solugdes padrdes e das amostras: sao preparadas duas
solucdes padrboes de cefalosporina C, sendo uma mais concentrada e outra mais
diluida. Para cada amostra, também sao utilizadas duas solugdes, sendo uma a
amostra sem diluigdo e a outra a amostra diluida com o mesmo fator de diluicdo
entre as solugdes padroes.

e A bactéria-teste é cultivada em agar nutriente (aproximadamente 20
mL) em um tubo de ensaio inclinado, por 48h a 36-37°C.

e ApOds crescimento, prepara-se a suspensao bacteriana adicionando-
se 10 mL de solugao salina (NaCl 0,9%) estéril ao tubo de ensaio.

e E feita a leitura de DO da suspensdo resultante a um comprimento
de onda de 600 nm. O calculo da quantidade da suspensao adicionada para cada x
mL de agar é feito da seguinte forma:

X

Y= 700-DO
sendo que:
y = quantidade de suspensao bacteriana a ser adicionada em x mL de

agar,
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DO = valor de DO a 600 nm da suspensao bacteriana.

e O agar ja inoculado com as bactérias é entao distribuido na placas
de petri. Apds solidificagao, perfura-se 8 pogcos de 5 mm de didmetro.

¢ Adiciona-se 20 uL das solugdes padrdes e das amostras preparadas
em cada poc¢o, e incuba-se as placas a 37°C por 24h.

e ApOs este tempo, o diametro dos halos de inibicdo sdo medidos. De
posse desse valor, pode ser feito o calculo da concentragao de cefalosporinas totais

das amostras, por interpolagao logaritmica:

g < (ZAy +3A)-(EPy +2P) log(fator de diluigédo)

- (ZAH +ZPH)_(ZAL +Z'DL)

Comostra = 107 - concentrag@o mais alta do padréo

sendo que:

A e P: didmetros dos halos de inibicdo das amostras e dos padrdes,
respectivamente;

H e L: representam, respectivamente, as altas e baixas concentragdes;

fator de diluicdo: razdo entre a concentragdo mais alta e mais baixa das
solucdes padroes;

C.mostra: cONcentracéo de cefalosporinas totais na amostra

3.4.2.2 Analise de Cefamicina C por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Este método foi utilizado para analise dos caldos de cultivo com os
meios MA e GA.

Utilizou-se a coluna C-12 Synergi da Phenomenex como fase
estacionaria e solugdo de acido acético 0,01M como eluente. As condicbes de
operagcdao do equipamento foram as seguintes: temperatura de 28°C, vazdo do
eluente de 2ml.min"", regime isocratico, e tempo de injecdo de 20 min. A detecgéo foi
feita por UV no comprimento de onda de 254 nm. O pico da cefamicina foi detectado
num tempo aproximado de 10 min. Como nao existe padrdo de cefamicina C, a
curva de calibracdo foi obtida a partir dos resultados de bioensaio de uma das

amostras dos caldos analisados, a amostra-padrdo. Como amostra-padrao,



Materiais e Métodos 13

escolheu-se uma das amostras dos tempos finais do cultivo, de forma a garantir que
esta apresentasse uma maior concentracdo do antibiotico. Volumes diferentes da
amostra-padrao foram injetados no cromatdgrafo, e foi feita uma correlagéo entre a
area do pico e a concentragdao de cefalosporinas totais, previamente quantificada
pelo bioensaio. Desta correlacdo obteve-se uma curva de calibragdo, relacionando
area do pico e concentragao de cefalosporinas totais.

3.4.3. Andlise de glicerol, maltose e sacarose

As concentragdes de glicerol, maltose e sacarose foram quantificadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se uma coluna Shodex
KS-802 (Lonpak, divisdo da Millipore) e agua Milli-Q como eluente. O equipamento
foi operado nas seguintes condicdes: 80°C, 1 mL.min™". O detector deste método foi
um medidor do indice de refracdo (W410 da Waters). A curva de calibragao foi
obtida a partir de uma solugao padrao do composto a ser analisado. As amostras
analisadas foram diluidas em agua para ficarem na faixa de concentragdo da curva
padrao e filtradas em membranas de éster de celulose de 0,45 um de didmetro de

poro, exceto aquelas previamente filtradas.

3.4.4. Analise de aminoacidos

A anadlise de aminoacidos foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), baseado no método proposto por Henrikson e Meredith (1984).
Utilizou-se uma coluna Pico-tag (Waters) como fase estacionaria e o eluente um
gradiente construido a partir da mistura de duas fases méveis A e B. A fase A é
composta de acetato de sodio tri-hidratado, trietilamina, agua mili-Q e acetonitrila. A
fase B € composta de agua e acetonitrila. Foram utilizadas as seguintes condi¢oes
de operacgao: temperatura de 38°C, tempo de retengdo 45 minutos e gradiente de

vazao pré-determinado. Os picos sao detectados no comprimento de onda 254 nm.
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As amostras passaram por etapas de secagem, rehidratagéo,
derivatizagdo com fenilisotiocianato (PITC), até sua diluicdo em tampao antes de sua
injecdo no cromatografo, de acordo como o método proposto pela Waters. Para
quantificacdo das amostras, foi feita uma curva de calibragado para cada aminoacido,
a partir de uma solugcdo padrao do componente analisado, ou a partir de uma

solucao padrao da Waters.

3.4.5. Determinagao da concentragao celular

A concentracdo celular foi obtida determinando-se a massa seca.
Depois de coletadas as amostras e centrifugadas, as células compactadas foram
lavadas em agua destilada e centrifugadas novamente a 4°C, 15000 g, por 15 min.
O sobrenadante foi descartado e as células transferidas para recipientes
previamente pesados e colocados em estufa a 60°C por 24 h. Depois de secas, a
massa seca foi determinada pesando-se os recipientes e descontando-se o valor do

peso deles vazios.

3.5. Modelagem matematica

A partir de informagdes encontradas na literatura, foram feitas as
hipéteses para construcdo do modelo. Todas as fontes de carbono, nitrogénio e
energia foram incluidas, ja que afetam as dinamicas de crescimento e producéo.
Vasconcelos (2008) verificou que Streptomyces clavuligerus nao foi capaz de
crescer em meio minimo adicionado de acido glutamico e prolina, mas cresceu
quando este meio foi adicionado de asparagina. Desta forma, no modelo o acido
glutdmico e a prolina foram consideradas apenas fontes de nitrogénio e a
asparagina foi considerada um substrato completo — fonte de carbono, energia e
nitrogénio. O crescimento celular foi descrito de acordo com o modelo de Monod,

considerando as fontes de carbono e energia e as fontes de nitrogénio como
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limitantes. Como o consumo dos aminoacidos foi muito rapido e o crescimento
depende também das fontes de nitrogénio, foi considerado o transporte desses
aminoacidos para o interior celular, via mecanismo enzimatico, e o crescimento em
funcdo da concentragéo intracelular dos mesmos. Considerou-se que as fontes de
nitrogénio no interior celular acabam quando o crescimento cessa. A formagao dos
produtos foi considerada associada e nao-associada ao crescimento, dependendo
do meio de cultivo. A morte celular e a degradacédo do produto também foram
incluidas. Deve-se mencionar que as concentragdes internas das substancias estao
expressas em termos de volume total do meio reacional. Isto é, as fontes de
nitrogénio que estdo no interior das células afetam as velocidades de reacédo em que
estdo envolvidas, proporcionalmente as suas concentracées em relagdo ao volume
total. Este aparente paradoxo surge ao considerar-se o sistema, composto por meio
soluvel e células em suspensdo, como homogéneo - tal como expresso ao
descrever-se o sistema como nao estruturado e n&o segregado.

A seguir estdo descritos os simbolos adotados no modelo (Tabela 3.5),
as equagobes pseudo-estequiométricas e as equagdes de balango.

Tabela 3.5 - Simbolos utilizados nas equagdes estequiométricas e expressdes cinéticas e
matematicas do modelo proposto

C: concentracao

S1: Glicerol

So: Maltose

Ss: Acido glutamico

S3”: Acido glutamico intracelular

S4: Prolina

S4’: Prolina intracelular

Ss: Asparagina

Ss’: Asparagina intracelular

P,: Acido clavulanico

P,: Cefamicina C

ai ,b;, ¢, di e e, com i=(1,13),sd0 os coeficientes estequiométricos das equacgdes
X e M: células vivas e mortas, respectivamente

Emq e Emy: energia de manutencéao celular obtida a partir do consumo de glicerol e

maltose, respectivamente
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kd1 e kd2: constantes de morte celular na presencga de acido glutdmico ou na sua
auséncia, respectivamente.

D1 e Dy : produtos de degradagao do acido clavulanico e cefamcina C,
respectivamente.

kdp1 e kdp2: constantes de degradagao do acido clavuléanico e cefamcina C,
respectivamente

Equacdes pseudo-estequiométricas representado a assimilagdo dos

aminoacidos no meio de cultura para o interior celular:

X

.55 (Eq. 3.1)
X

. 5.5s (Eq. 3.2)
X

. 5. 55 (Eq. 3.3)

Equacbdes pseudo-estequiométricas representado o crescimento celular
e a formacgao de produtos associados ao crescimento, a partir das fontes de carbono

e energia - maltose e glicerol - e de nitrogénio — aminoacidos :

o 4,8, +bS,' S X +d,P +eP, (Eq. 3.4)
e a,S, +sz4'i>c2X+d2P1 +e,P, (Eq. 3.5)
-aﬁﬁw§;§QX+¢g+%g (Eq. 3.6)
-qﬁﬁwﬁgin+¢E+qg (Eq. 3.7)

(Eq. 3.8)

* a.fS, +b5S5'i>c5X+d5P1 +e,P,

A equagao 3.9 representa o crescimento apenas em asparagina,

quando este aminoacido era utilizado como fonte de carbono e energia, além de ser

fonte de nitrogénio. Neste caso, ndo foi considerada a produgao de acido clavulanico

e cefamicina C associadas ao crescimento. Assumiu-se esta hipétese porque ja foi

demonstrado na literatura que ndao ha producao de acido clavulanico sob limitagao

de fonte de carbono (KIRK et al. 2000), e considerou-se que a produgdo de
cefamicina C assumiria 0 mesmo comportamento.

X
o bS,'>c X (Eq. 3.9)
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Equacdes pseudo-estequiométricas para a formagao de produtos nio
associados ao crescimento, a partir de uma fonte de carbono e energia e de uma

fonte de nitrogénio:

o 4,5, +b,S,'>dP+eP, (Eq. 3.10)
o 48, +b,S,'>d.P +e,P, (Eq. 3.11)
* a,S, +bgss'f>dgp1 +e,P, (Eq. 3.12)
o 4y +bS P+ P, (Eq.3.13)

(Eq. 3.14)

X
* a,S,+b,5,'>d,F +e,P,
Equacgbes representando a utilizagdo das fontes de carbono e energia

— glicerol e maltose — para a produgao de energia para manutencao celular:

X
. 0,55 Em (Eq. 3.15)
X (Eq. 3.16)

e a,S,>Em,
Equacgdes pseudo-estequiométricas para a morte celular e degradacéo

dos produtos:

. Xkdz;dzM (Eq. 3.17)
. Pkd—p;D (Eq. 3.18)
1 |
kdp2
. Pz—p)Dz (Eq. 3.19)

Para cada equacédo de crescimento celular (Eq. 3.4 Eq. 3.9) foi
considerada uma equacéo cinética de velocidade especifica de crescimento y;, que

sao apresentadas a seguir.

Cy Cy, o (C3.1)
o U =4 —— : , associada a Eq. 3.4
ks +Cs ks +Cg,
Cq Cq. _ . (C3.2)
® Ly =U,., % ‘*—, associada a Eq. 3.5
kSl + CSI ks4 + CS4.
Cy Cy. _ . (C3.3)
® L=, * , associada a Eq. 3.6

ks +Cs ks +Cs,
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Cq Cs. _ . (C3.4)
® Ly = Hyia ——k “—, associada a Eq. 3.7
kSz + CSZ kS3 + Cs;
Cs, Cs,. _ . (C3.5)
® Us=U,, * , associada a Eq. 3.8
ks, +Cs, ks +Cs,
Cs. C3.6
o L =4 ﬁ associada a Eq. 3.9 (C3.6)
S Ss'

Por meio do balango de massa para o processo em batelada, foram
obtidas as equagdes matematicas que descrevem o modelo, listadas a seguir.
Equacdo para descricdo do crescimento celular, considerando a

combinacao das diferentes fontes de carbono e energia e de nitrogénio utilizadas no

trabalho:
dc (Eq. 3.20)
. th = (g, + pty + p + p, + pas + ptg —kdl—kd2)xC,
Equacgdes para descricdo do consumo de substratos:
dCy, 1 - 1 - 1 - L C (Eq. 3.21)
e —— — —| —— _ - m
i Y, H Y, Hy Y. H 1 X
dC 1 c (Eq. 3.22)
° 2 — | — % 4+ — % + *
i Y., Hy Y., Hs T, X
dCy C, (Eq. 3.23)
° 3o— 3 * CX
dt km, + C
dC Cs (Eq. 3.24)
o — 4 —_ 4 4 % CX
dt km, +C
dCy C, (Eq. 3.25)
o — " — —VS S N1 CX
dt kmg + Cj
dCs, 5, 1 c (Eq. 3.26)
° = — — % 4+ — % *
d 3 ko, + C, X Y, H Y, Hy X
dc, : 1 c (Eq. 3.27)
) = ES — | —— %k *
di km,+c, |y, )T
dCs, Cs 1 1 1 (Eq. 3.28)
° Py, — 2 x(C, —| — =% 4 — % 4 — % *C
dt Vs kms+C55 X [YSI Hs Y, Hs Y, ,uéj X

sendo que ¥; e I

- sado os coeficientes pseudo-estequiométricos do

modelo.
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Equacdes para descricdo da formacdo de produtos, considerando a
producao associada e ndo associada ao crescimento, e a degradagdo dos mesmos:

dc, (Eq. 3.29)
¢ dr :all(ll'll+ﬂ2+ﬂ3+ﬂ4+ﬂ5+ﬂ6)*c)(+ﬂll*CX_kdpl*CPl

dc, (Eq. 3.30)
* dr :azi(ﬂl+ﬂz+ﬂ3+ﬂ4+ﬂ5+ﬂ6)*cx+ﬂ21*cx_kdp2*cpz

sendo i=(GPG, GPG+glu, MA, MAA, MAG, GA), ou seja, um valor de

o, o, B1i, B2i para cada meio de cultura estudado.

3.6. Tratamento numérico dos dados experimentais e das equagées do modelo

proposto

Alguns parametros do modelo foram estimados a partir de dados
experimentais, quando possivel. Os demais foram determinados a partir do modelo
proposto para o processo.

O balang¢o material para células no interior do reator operado em modo
batelada resulta na equacao 3.31, desconsiderando-se a morte celular. Esta
equacao relaciona a velocidade especifica de crescimento, py, em fungdo da
concentracio celular.

dstX _uC, (Eq. 3.31)

Na fase de crescimento exponencial, a velocidade especifica de

crescimento celular é constante e atinge seu maximo valor (umax), para aquelas
condi¢des de cultivo. Assim, a equagao 3.31 pode ser integrada dos tempos t,=0 a t,
sendo t o tempo final da fase exponencial, chegando-se a seguinte relagéo:
C (Eq. 3.32)
ln[ X Jz . %t

X0

Segundo a equacdo 3.32, umax € O coeficiente angular da reta do
grafico de In(Cx/Cxo) em fungdo do tempo, durante a fase exponencial de
crescimento. O valor das velocidades especificas de crescimento pymax foram obtidos
apos regressao linear dos graficos de In(Cx/Cxo) em fungdo do tempo, durante a fase

exponencial. Para diferenciar os valores de pmax experimentais dos valores ajustados
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para o modelo, adotou-se a seguinte nomenclatura: pmax representam os valores
ajustados e Pmaxexp 0S Valores calculados dos dados experimentais.

Para os meios de cultura considerados pelo modelo matematico
proposto, foi considerada a situag&o hipotética em que Cs>>ks; e Csk>>ksk. Neste
caso, as equacgdes cinéticas de velocidade especifica de crescimento propostas,
C3.1 a C3.6, podem ser simplificadas, da forma da Eq. 3.33 para a Eq. 3.34:

Cs, Cs,. (Eq. 3.33)
kS/ +Cs, * ks +Cs,.

lui = /’lmau

em que i=1,6; j=1,2; k=3,4,5.

Sendo Csj>>ks;je Csk>>ksk, entéo:

Hi = Hop (Eq. 3.34)

Ainda considerando a hipétese acima, o valor da velocidade especifica
de crescimento y para cada meio de cultura é dado pela Eq. 3.35:

U= z/‘mm (Eq. 3.35)

De acordo com a Eq. 3.35, para cada meio de cultura, foi calculado o
valor de y em que o microrganismo estaria crescendo, caso a situagao hipotética
fosse real. Os Pmaxi's incluidos na Eq. 3.35 dependeram da composi¢cdo de cada

meio. Por exemplo, como pmax1 representa o crescimento em glicerol e &acido

glutdmico, para o meio MA, este valor n&o foi incluido.

3.7. Métodos computacionais

3.7.1. Estimativa dos parametros cinéticos e constantes do modelo proposto

As equagdes diferenciais ordinarias do modelo matematico nao
estruturado proposto neste trabalho foram integradas empregando método de
Runge-Kutta-Gill de 42 ordem em rotina computacional escrita em Fortran (PRESS et
al., 1986).

Os parametros cinéticos foram determinados a partir de ajuste visual

entre a resposta do modelo (simulagdo) e os dados experimentais obtidos nos
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cultivos em mesa incubadora rotativa. Na fase de ajuste dos parametros, adotou-se
como valores iniciais aqueles encontrados na literatura, quando disponiveis. A
otimizacado numérica dos parametros nao foi realizada devido a complexidade do
modelo, que resultou em um grande numero de parametros. A utilizagdo de um
método numérico para este fim n&o seria tao trivial, e poderia resultar em parametros

ajustados sem sentido l6gico, como valores negativos.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagao do efeito da sacarose em meio GSPG

Inicialmente procurou-se verificar a cinética de consumo dos nutrientes
em dois meios sintéticos classicos, muito citados na literatura. Optou-se pelo estudo
em meios sintéticos pois a intengdo era verificar exatamente qual nutriente estaria
influenciando e talvez controlando as produgdes de acido clavulanico e de
cefamicina C; como esse nutriente agiria, se como inibidor, indutor ou repressor de
formagao do produto. Os resultados nos meios GSPG e GPG sugerem que todos os
componentes do meio s&o utilizados, com excecido da sacarose que nao € utilizada
nem apresenta efeito especifico no bioprocesso, pelo menos em relagéo as variaveis
estudadas. Os resultados apresentados na figura 4.1 mostram que a sacarose nao
foi consumida, e o crescimento, consumo de substratos e produgao dos metabdlitos
acido clavulanico e cefamicina C tiveram pequenas diferengas para os dois meios
estudados. Pela figura 4.1(a) é possivel verificar que nas primeiras horas de cultivo o
glicerol é consumido lentamente, devido, provavelmente, a baixa concentragcéo
celular no inicio, passando para uma velocidade de consumo mais rapida em 36h no
meio GPG e 48h no meio GSPG. Em ambos os meios, o glicerol se esgotou entre 72
e 98h de cultivo. A figura 4.1(b) mostra que o crescimento maximo foi semelhante,
sendo que o meio GPG entrou na fase estacionaria de crescimento 12h antes.
Quanto a produgdo dos B-lactdmicos, o meio GPG apresentou uma produgéo
ligeiramente maior.

Diferente dos resultados obtidos, um estudo realizado por Romero et
al. (1984) mostrou um pequeno consumo da sacarose nos cultivos em meio GSPG,
sem a adicdo de MOPS. Quando adicionada ao meio de cultura, os microrganismos
geralmente promovem a hidrdlise da sacarose, por meio da agdo de enzimas
extracelulares, liberando a glicose e a frutose, que sdo entdo assimiladas pelas
células para utilizagdo como fonte de carbono e energia. Ao contrario desses
microrganismos, a bactéria Streptomyces clavuligerus n&do é capaz de assimilar
glicose, e pelos resultados obtidos neste trabalho, ela também n&o se mostrou

capaz de hidrolisar sacarose, nem de incorpora-la para o interior celular.
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Figura 4.1 - Perfis de consumo de substratos (sacarose, glicerol, acido glutdmico (Glu), prolina (Pro))

(a), crescimento (massa seca - MS) e producgdo de acido clavulanico (AC) e cefamicina C (Cef. C),

quantificada na forma de cefalosporinas totais (b) ao longo do cultivo em meio GPG (simbolos
abertos) e GSPG (simbolos fechados).

A partir desses resultados, optou-se pela utilizagdo do meio GPG para

0s proximos ensaios, pois a sacarose do meio GSPG, muito utilizado em trabalhos

na literatura, ndo é assimilada pelo microrganismo nem estimula ou promove

producao de acido clavulanico ou cefamicina C.
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4.2. Avaliagao do bioprocesso nos diferentes meios de cultura

Nesta etapa do trabalho, diferentes meios a base de maltose, glicerol e
aminoacidos foram utilizados para obtencdo dos dados experimentais e elaboragao
do modelo matematico. As figuras 4.2 a 4.9 a seguir mostram os perfis de

crescimento, consumo de substratos e produgao nos cultivos realizados.
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Figura 4.2 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgdo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cefalosporinas totais) em meio GPG.
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Resultados e Discussédo
45

90 7 T T T T T T T T T T 16 21
S804 414 1 E
()] 1 .

E 704 I 8 g
o ] & 1% 1 ¢
S =77 . 415 Q-
5 604 = —_
K 1103 4
) (U4_ ] )
O 504§ 5412 L.
4 »n 48 E_ g

404 33 1 2 s £
= i g '6(\9_ 3
= 304 . -2
B | 1 @ =
E - .2— d4 ‘ -6 :‘E
o 20 | | 2
< A 1 ] 3 9
L 10 12 1° <
‘ | i .

o4 o 0 -0

; T T T T . T ————
0 12 24 3p 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)

‘ Pulso de ac. glutdmico

Figura 4.4 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgédo de acido clavulanico (AC) e
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Figura 4.5 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgédo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cef. totais) em meio GPO.
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Figura 4.6 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgéo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cef. totais) em meio GA.
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Figura 4.7 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgéo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cef. totais) em meio MA.
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Figura 4.8 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgéo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cef. totais) em meio MAG.
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Figura 4.9 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e produgéo de acido clavulanico (AC) e
cefamicina C (Cef. totais) em meio MAA.
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Tabela 4.1 — Dados de crescimento e produgdo maximos atingidos nos cultivos realizados e os
respectivos tempos de cultivo em que esses valores foram atingidos.

Crescimento Produgao
Meio de| Massa Acido Cefamicin
Tempo de . Tempo de Tempo de
cultura seca . clavulanico . a _
cultivo (h) cultivo (h) cultivo (h)
(g/L) (mg/L) (mg/L)
GPG 59 60 34,9 72 33,3 72
GPG+M 4,9 72 27,6 84 18,2 72
GPG+gl
5,7 72 36,1 120 35,2 84
u
GPO 3,4 108 18,7 108 - -
GA 3,0 60 27,4 60 22,6 96
MA 2,6 84 52,2 72 42,5 120
MAG 3,6 48 49,6 60 48,2 84
MAA 3,0 60 49,4 84 447 84

Os meios com maltose como principal fonte de energia (Figuras 4.7 a
4.9) propiciaram um crescimento celular menor que os meios com glicerol (Figura
4.2 a Figura 4.6), exceto o meio GPO, mas a produgdo de &acido clavulanico e
cefamicina C foi maior (Tabela 4.1). Comparando os cutivos nos meios GA e MA
(Figuras 4.6 e 4.7), o crescimento celular do primeiro foi maior, mas a producgéao foi
menor. Esse comportamento talvez indique que o glicerol seja melhor para o
crescimento, i.e., melhor fonte de energia do que a maltose, e desta forma inibindo o
metabolismo secundario e reduzindo a produg¢ao de acido clavulanico e cefamicina
C. O glicerol é uma fonte de carbono mais simples que a maltose, que € um
dissacarideo, e fontes de carbono rapidamente assimilaveis geralmente favorecem o
crescimento, reprimindo a sintese de metabdlitos secundarios (MARTIN E DEMAIN,
1980). Analisando os resultados dos cultivos com os meios MA e MAA (Figuras 4.7 e
4.9), o crescimento do meio MAA foi um pouco maior, mas a produgdao de
metabdlitos secundarios foi parecida. O crescimento pode ter sido um pouco maior
devido a maior disponibilidade de fonte de nitrogénio, ja que este € um meio pobre
neste nutriente. Comparando os cultivos nos meios MAA e MAG, observa-se que a
substituicdo da asparagina pelo acido glutamico favoreceu o crescimento celular - o

crescimento foi maior e mais rapido, e a morte celular comegou mais cedo e foi mais
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acentuada (Figuras 4.8 e 4.9). Apesar das diferengas no crescimento, as produgdes
de acido clavulanico e cefamicina C foram semelhantes. Isso significa que o acido
glutdmico exerceu um efeito maior sobre o crescimento celular que a asparagina,
mas nenhum dos dois aminoacidos favoreceu a produgdo dos metabdlitos
secundarios em estudo. Aharonowitz e Demain (1978), estudando a associacéo de
glicerol e aminoacidos para composigdo do meio de cultura, estes utimos sendo a
unica fonte de nitrogénio disponivel no meio, verificaram que a asparagina foi o
aminoacido que proporcionou a maior producao de cefalosporinas, em 144h de
cultivo. Mas comparando-se os resultados dos meios MA e MAA, observou-se que a
asparagina adicional n&o favoreceu a produgao de cefamicina C.

A adigdo de um pulso de acido glutdmico ao meio GPG, no meio
GPG+glu, (Figuras 4.2 e 4.4), causou um atraso no crescimento celular e na
producdo de acido clavulanico e cefamicina C, mas o crescimento maximo e
producdo maxima atingidos foram semelhantes ao meio sem adi¢cdo. Estes
resultados sugerem que, neste caso, o acido glutdmico nao favoreceu o
crescimento, como no meio MAG, nem exerceu efeito inibidor na produgado dos
metabdlitos, como observado por Romero et al. (1984). Estes autores observaram
que a adicdo de 20 e 40mM de &cido glutdmico em culturas de Streptomyces
clavuligerus no sistema “resting cells” (células em repouso), em meio GSPG,
exerceram um efeito inibitério na producdo de cefamicina C e acido clavulanico.
Neste trabalho, a concentragédo de acido glutdmico adicionada foi pequena (4,6 mM)
e talvez ndo tenha sido suficiente para exercer algum efeito significativo no sistema.

Comparando os cultivos nos meios GPG e GPG com pulso de maltose
(GPG + M) (Figuras 4.2 e 4.3), observou-se comportamentos diferentes. Apos a
adicao, a velocidade de crescimento celular diminuiu, a velocidade de produgao de
cefamicina C foi diminuindo, até que a sintese parou em 72 h de cultivo, e a
velocidade de producao de acido clavulanico também diminuiu nas 24 h de cultivo
apos a adicao da maltose, aumentando novamente entre 60 e 72 h, e a partir dai a
producao praticamente estacionou. A maltose foi lentamente consumida nas 48 h
apos a sua adigéo, e se esgotou rapidamente nas 12 h seguintes. O inicio do seu
rapido consumo coincidiu com a exaustao do glicerol. Possiveis explicagbes para o
comportamento do consumo da maltose seriam que a célula ndo estaria adaptada
ao seu consumo e estaria passando por uma fase de adaptacgéo, ou entdo o glicerol

seria o substrato preferencial, ou seja, crescendo em glicerol e maltose
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Streptomyces clavuligerus apresentaria um crescimento diauxico. Para verficar
essas hipoteses, foi feito um outro cultivo, no meio GMPG, que continha glicerol e
maltose na composigéo. A Figura 4.10 mostra os perfis de crescimento, producéo de

acido clavulanico e cefamicina C, e consumo de substratos neste meio de cultura.
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Figura 4.10 — Perfis de crescimento, consumo de substratos e producdo de acido clavulanico e
cefamicina C em meio GMPG.

Tabela 4.2 — Dados de crescimento e produgdo maximos atingidos no cultivo realizado com o meio
GMPG e os respectivos tempos de cultivo em que esses valores foram atingidos.

Crescimento Producgao
Acido Cefamicina
Massa  Tempo de _ Tempo de Tempo de
_ clavulanico . C .
seca (g/L) cultivo (h) cultivo (h) cultivo (h)
(mg/L) (mg/L)
5,76 60 82,7 96 36,03 72

Como pode ser observado, o consumo de glicerol e maltose ocorreu
simultaneamente. Logo, a hip6tese de diauxia ndo se aplica neste caso. Assim, o
que possivelmente ocorreu no cultivo com o meio GPG com pulso de maltose foi que
as células nado estavam adaptadas ao consumo deste carboidrato. Apds a sua
adicdo, as células comecaram uma fase de adaptacdo, sintetizando as enzimas
necessarias para a utilizagdo da maltose. E como ocorre na fase lag de crescimento
microbiano, a célula nao cresce; ela apenas direciona seu metabolismo para a

sintese das biomoléculas necessarias para a fase posterior, de crescimento
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exponencial. E como o metabolismo esta direcionado para a sintese de
biomoléculas essenciais, 0 metabolismo secundario estaria pouco ativo.

O crescimento celular e producédo de cefamicina C nos meios GPG e
GMPG foram parecidos, contudo a produgao de acido clavulanico foi bem maior no
meio GMPG (Tabelas 4.1 e 4.2). A presenga da maltose parece ter estimulado a
producdo do acido clavulanico. Uma possivel explicacdo para o comportamento
observado seria que a maltose teria ativado a via oxidativa do ciclo das pentoses,

uma das rotas de metabolismo do carbono (Figura 4.11).

(@)  Maltose~»~> Glicose-6-fosfato

;ﬁ- FASE OXIDATIVA \

Glicose-6-fosfato
\
| NADPH
v FASE NAO OXIDATIVA
6-fosfogluconato
v Xilulose-S Sedoheptulose  Frutose- Glicose-6
Ribulose-5-fosfato €131 _fosfato -7-fosfato 6-fosfato -fosfato
= NADPH; >.< >,< UT
co,
1 Ribose-5-  Gliceraldeido-  Eritrose- Frutose-6-
\ / fosfato 3-fosfato 4-fosfato fosfato
A
A
A

Xilulose-5-  Gliceraldeido-
\ fosfato 3—fosfato/

Figura 4.11: a) Maltose é convertida a dois residuos de glicose-6-P. b) Glicose-6-P seguindo a via
das pentoses ( LEHNINGHER et al., 2002)

A fase oxidativa do ciclo das pentoses tem como produto moléculas de
NADPH, agente redutor muito importante nas rea¢des anabdlicas de biossintese de
componentes celulares, e também a ribose-5-fosfato, precursor da sintese de
nucleotideos, coenzimas, DNA, RNA, etc. Na fase ndo-oxidativa, as pentoses fosfato
produzidas na fase oxidativa s&o recicladas a glicose-6-fosfato, gerando uma

molécula de CO».
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O NADPH ¢é também um cofator necessario para biossintese do acido
clavulanico, mas ndo € necessario na biossintese da cefamicina C (Tabela 4.3).
Artigos que investigaram o fluxo metabdlico da produgéo de acido clavulanico por S.
clavuligerus consideraram que a via oxidativa do ciclo das pentoses nao estaria ativa
quando apenas o glicerol era usado como fonte de carbono (KIRK et al., 2000;
BUSHEL et al., 2006). Neste caso, haveria uma menor producdo de NADPH,
resultando, assim, numa menor disponibilidade deste cofator para a produgédo de
acido clavulanico. A adi¢gao de maltose ao meio pode ter ativado essa parte da rota
catabdlica, o que proporcionaria uma maior producdo de NADPH. Como o
crescimento foi semelhante nos meios GPG e GMPG, a quantidade de NADPH
destinado para a biossintese de componentes celulares foi a mesma, sendo o
sobressalente possivelmente disponibilizado para a biossintese de acido clavulanico,
tornando possivel um aumento na producéo deste composto.

Tabela 4.3: Cofatores e grupos funcionais necessarios para a biossintese do acido clavulanico e
cefamicina C

Cofatores/ grupos funcionais

B-lactamicos a-
NADPH |NAD*|ATP |TDP™| cetoglutarato |Carbamoil | SAM @

Ac.
clavulanico 1 0 1 1 3 0 0
Cefamicina
C 0 1 3 0 4 1 1

"'TDP - Tiamina bifosfato; Y SAM — S-adenosilmetionina

Uma maior produc¢do de antibidticos ja foi relacionada a um fluxo maior
através a via das pentoses, para antibiéticos que também necessitam de NADPH
como cofator na rota biossintética (BORODINA et al.,, 2005). Observou-se um
aumento na produtividade com um concomitante aumento na atividade da via das
pentoses na producado de avermectina por Streptomyces avermitilis (IKEDA et al.,
1988) e metilenomicina por Streptomyces coelicor (OBANYE et al., 1996).

Em todos os meios adicionados de acido glutamico, este componente
foi sempre o primeiro que se esgotou em 24 h de cultivo (Fig. 4.2 a fig.4.5 e fig. 4.8).
Quando foi adicionado um pulso de acido glutdmico ao meio GPG, em 36 h de
cultivo, este se esgotou em 12h (Fig. 4.4). Resultados experimentais indicam que
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Streptomyces clavuligerus nao é capaz de utilizar este aminoacido como fonte de
carbono e energia, apenas como fonte de nitrogénio, pois quando cultivada em
meio minimo adicionado de acido glutdmico, ndo houve crescimento
(VASCONCELOS, 2008). O glutamato € o carreador do grupo amino para a
biossintese de muitos outros aminoacidos. Através das reagdes de transaminacéo,
0 grupo amino do glutamato é transferido para uma molécula intermediaria na
biossintese do outro aminoacido. Em muitos microrganismos, o acido glutadmico esta
presente em concentracbes bem maiores que o0s outros aminoacidos. Em
Escherichia coli, por exemplo, ele € um dos solutos de maior concentragao no citosol
(LEHNINGER, 2002). Logo, este aminoacido € de extrema importancia para a
biossintese, e talvez esta seja a razdo para o seu rapido consumo.

A prolina, assim como o acido glutdmico, pode ser considerada apenas
uma fonte de nitrogénio, ja que Streptomyces clavuligerus nao foi capaz de crescer
em meio minimo adicionado de prolina (VASCONCELOS, 2008). O seu consumo foi
mais lento que o do acido glutdmico, geralmente acabando em 48 h de cultivo
(Figuras 4.2 e 4.3). A adicdo de um pulso de acido glutdmico ao meio GPG, em 36h
de cultivo (Figura 4.4), provocou uma diminuigdo na velocidade de consumo da
prolina, que se esgotou entre 48 e 60h de cultivo. A presenga de mais uma fonte de
nitrogénio no meio possa ter causado essa mudanga no consumo.

No meio GPO (Figura 4.5), no qual o acido glutdmico foi substituido
pela ornitina, o crescimento e a produgédo de acido clavulanico foi bem menor que
nos outros meios utilizados, e ndo houve producdo de cefamicina C. Observou-se
que a prolina comegou a ser consumida somente apds 72 h de cultivo, € um
consumo bem pequeno. Destes resultados, pode ser inferido que a ornitina ndo se
apresentou como uma boa fonte de nitrogénio neste meio simples.

Contrariando os resultados obtidos neste trabalho, outras pesquisas
mostratam que a adigdo de ornitina ao meio de cultura favorece a produgédo de
acido clavulanico. Em S. clavuligerus, a ornitina € convertida em arginina através de
uma rota analoga ao ciclo da uréia presente em mamiferos (IVES e BUSHEL, 1997).
Desta forma, a adigdo de ornitina estaria disponibilizando arginina para a biossintese
do acido clavulanico. Romero et al. (1986), trabalhando com Streptomyces
clavuligerus NRRL 3585, obtiveram uma produgcao de acido clavulanico maior em
GSPO do que em meio GSPG e também constataram a inibicido da biossintese de

cefamicina C no meio contendo ornitina. Chen et al. (2002), trabalhando com meio
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complexo, obtiveram uma producido duas vezes maior de acido clavulanico no meio
com adigdo de ornitina quando comparado ao meio sem adigdo. Teodoro (2008),
também trabalhando com meio complexo, verificou em experimentos em batelada e
em batelada alimentada que a adi¢do de ornitina ao meio de cultura provocou um
aumento na produtividade volumétrica maxima de acido clavulanico, mas nao alterou
a producdo maxima deste composto. Uma possivel explicagdo para os resultados
desfavoraveis encontrados no presente trabalho é a escassez nutricional do meio
GPO. Como observado na figura 4.5, a ornitina inibiu 0 consumo da prolina, sendo a
unica fonte de nitrogénio utilizada pela célula. O seu consumo lento, e o baixo e
lento crescimento celular talvez signifique que a ornitina ndo seja facilmente
metabolizavel pela célula. A limitagdo por fonte de nitrogénio também provocou a
baixa producao dos metabdlitos secundarios. Ja os meios utilizados por Chen et al.
(2002) e Teodoro (2008) eram meios complexos, ricos em outras fontes de
nitrogénio. Assim, possivelmente a demanda de nitrogénio para crescimento celular
era suprida por essas fontes mais complexas e a ornitina adicionada era direcionada

para a produgao de acido clavulanico.

4.3. Ajuste do modelo aos dados experimentais

Para cada meio de cultura ajustado, as equagbes matematicas do
modelo foram simplicadas, conforme a presencga ou auséncia das fontes de carbono,
energia e nitrogénio no meio, e a forma de produgdo, se associada ou nao-
associada ao crescimento. A seguir, estdo listadas as equagdes utilizadas para
ajuste do modelo aos dados experimentais nos meios GPG e GPG+glu. Os simbolos
utilizados estdo descritos na tabela 3.5, em materiais e métodos, ou na lista de
simbolos no inicio da dissertagao.

e Equagdes para simulagdo do crescimento celular

Eq. 4.1
dgtx = (,u1 T U, _kdl)*CX (Ea :
Cy Cs. (C3.1)
:Lll = lumdxl *

ks +Cs kg +Cg,



Resultados e Discussédo
55

Cy Cy. (C3.2)

= , *
H2 = Prisz ks +Cs kg +Cs,

e Equagbes para simulagdo do consumo de substratos — glicerol,

prolina e acido glutdmico — presentes no meio de cultura

dCy :_L*ﬂ +L*,, I s (Eq. 4.2)
dt Y, 1 Y, 2 1 X
dc;, Gy .o (Eq. 3.23)
dt Ykmy+Cg F
dcCs, C o (Eq. 3.24)
dt Ykm,+Cy "

e Equagbes para simulacdo da assimilaggo e consumo dos

aminoacidos no interior celular

dC.. C (Eq. 4.3)
;' 83 *CX_(L*IUIJ*CX

=V, :
dt kmy +Cy Y.,
dC,. C (Eq. 3.27)
= =V, - *Cy — L*,uz *Cy
dt km, +Cg Y,

e Equacdes para simulacdo da producdo de acido clavulanico e
cefamicina C. Nestes meios de cultura, observou-se que a producédo dos metabdlitos
foi associada ao crescimento. Assim, as equacdes de producao foram simplificadas,
retirando-se a parcela representando a produc¢ao nao-associada.

dC (Eq. 4.4)

d—tp‘:ocn(,u1 +,uz)*CX —kdpl*C,

dc,,
dt

As figuras 4.12 e 4.13 mostram o ajuste do modelo aos dados

(Eq. 4.5)

:0‘21(/11 +,uz)*CX —kdp2*CPZ

experimentais para estes dois meios de cultura e as tabelas a seguir (Tabela 4.4 a

Tabela 4.6) mostram os valores do parametros ajustados.
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Tabela 4.4 - Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo o crescimento celular para
0s meios GPG e GPG+glu

Hmaxt (h1) 0,035 kst (g/L) 2,0
Hmaxz (h™) 0,028 ks (g/L) 0,08
kd1(h™ 0,005 ksa (/L) 0,1

Tabela 4.5 - Parametros estimados das equacdes do modelo descrevendo o consumo de substratos
para os meios GPG e GPG+glu

Y13(gX/gS) 0,5 va(h™) 0,075
Y14 (9X/gS) 0,55 kms (g/L) 0,1
Y31 (9X/gS) 2,2 va (W) 0,038
Y41 (gX/gS) 0,8 kmy (g/L) 0,3
m1(gS/gX/h) 0,004

Tabela 4.6 - Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo a formacao dos produtos
para os meios GPG e GPG+glu

a1 (Mglg) 0,0059 kdp1 (h) 0,0002

a1 (Mg/g) 0,0066 kdp2 (h™) 0,0025

Foram utilizados os mesmos parametros para os meios GPG e
GPG+glu, sendo que neste ultimo foi acrescentado o pulso de acido glutamico em
36h de cultivo. A simulagédo do modelo com o conjunto de paradmetros estimados
mostrou como resultado um crescimento celular ligeiramente maior que o real, para
o meio GPG+glu, e como a produgédo foi associada ao crescimento, os valores
simulados da producao de acido clavulanico e cefalosporinas totais também foi um
pouco maior do que os valores experimentais. Porém, como pode ser visto pelas
figuras 4.12 e 4.13, o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais.

As equacgbes utilizadas para simulagdo dos meios MAA e MA estéo
listadas a seguir.

e Equacgdes para simulagédo do crescimento celular

dcC (Eq. 4.6)
= (/Js + Hs —kd2)*CX
dt
=1 Cs, . Cy.: (C3.5)
T kg +Cy kg +C,
Cs,. (C3.6)
He = Huixe

ks, +Cs,
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e Equacbes para simulacdo do consumo de substratos — maltose e

asparagina — presentes no meio de cultura

a’C_S2 (1 cum |ec (Eq. 4.7)
a Y., Hs 2 X
dCs, C, (Eq. 3.25)

= —y 3 *(C
dt Tkmg+Cs "

e Equagdes para simulagéo da assimilagao e consumo da asparagina

no interior celular
(Eq. 4.8)

:Vsis*cx_(i*:us"'i*ﬂ()j*cx
s Y, Y

e Equacdes para simulacdo da produgdo de acido clavulénico e
cefamicina C. Nestes meios de cultura, observou-se que a producdo dos
metabdolitos foi parcialmente associada ao crescimento. Assim, as equacdes de
producdo utilizadas continham a parte associada e a nao-associada ao
crescimento.

dC (Eq. 4.9)
d—tpl = alz(lus +/u6)*CX + P *Cy —kdpl*Cp

dc, (Eq. 4.10)
di :azz(lus +/u6)*CX + Py *Cy —kdp2*C),

A estimacédo dos parametros e o ajuste aos dados experimentais foi
feita para o meio MAA (Tabelas 4.7 a 4.9 e figura 4.14), e os valores ajustados foram
utilizados para simulacéo do bioprocesso para o meio MA.

Tabela 4.7 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo o crescimento celular
para os meios MAA e MA

Hmaxs(h™) 0,039 ks2 (/L) 1,0
Hmaxe (h™) 0,017 kss'(g/L) 0,066
kd2(h™) 0,003

Tabela 4.8 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo o consumo de substratos
para os meios MAA e MA

Y25 (gX/gS) 0,3 mz (9S/gX/h) 0,008

Ys2 (gX/gS) 1,2 vs (h™) 0,09

Ys (gX/gS) 0,908 kms (g/L) 1,3
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Tabela 4.9 — Parametros estimados das equag¢des do modelo descrevendo a formacgéo dos produtos
para os meios MAA e MA

a2 (Mg/g) 0,0155 kdp1 (h7) 0,0002
B12 (mg/g/h) 0 kdp2 (h) 0,0023
a2 (Mg/g) 0,015
B2 (mg/g/h) 0,0002
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Figura 4.14 - Ajuste do modelo aos dados experimentais do cultivo em meio MAA. (A) Crescimento
celular; (B) Consumo de maltose; (C) Consumo de asparagina; (D) Produgédo de AC e Cef. C.

Apesar de diferirem apenas na concentragao inicial de asparagina, o
comportamento observado nos meios MA e MAA foi diferente. No meio MAA
observou-se que a producdo do acido clavulanico foi totalmente associada ao
crescimento, enquanto que a da cefamicina C foi parcialmente associada. Ja para o
meio MA, a producdo de ambos foi associada e ndo-associada ao crescimento. O
modelo também subestimou o crescimento celular no meio MA. Devido a essas
diferengas, a simulagdo do meio MA ndo se ajustou muito bem aos dados

experimentais (Figura 4.15).
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Figura 4.15 - Ajuste do modelo aos dados experimentais do cultivo em meio MA. (A) Crescimento
celular; (B) Consumo de maltose; (C) Consumo de asparagina; (D) Producédo de AC e Cef. C.

No meio MAA, em 60h de cultivo a asparagina se esgotou e ndo houve
mais crescimento celular. Ja no meio MA, a asparagina acabou em 48h de cultivo, e
a partir deste momento observou-se uma mudanca na velocidade de crescimento
celular. Neste ponto, as células podem ter mudado o metabolismo de assimilagao de
substratos, crescimento e produgdo de metabdlitos, o que néo foi previsto no
modelo. Medidas experimentais adicionais seriam necessarias para formulacdo de
hipoteses sobre essa mudanga no metabolismo, como por exemplo quantificagdo de
amonia no meio.

Para o meio MAG, foram utilizadas as mesmas equag¢des para o meio
MAA acrescentadas de outros termos e outras equacgdes, de forma a incluir o acido
glutdmico no modelo. As equagbdes modificadas e as equagdes adicionadas séo
mostradas a sequir.

e Equacdes para simulacado do crescimento celular

dC (Eq. 4.11)
th = (:u4 T Hs T He —kd2)* Cy
Cs, C, (C3.4)
Hy = Hipica *

kS2 +CS2 ks3 +C33.
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As equacdes de pPs e Ug sdo as equacgdes C3.5 e C3.6 mostradas
anteriormente.
e Equacgdes para simulagdo do consumo de substratos — maltose,
asparagina e acido glutamico — presentes no meio de cultura
A equacdo de consumo da asparagina é a mesma equacédo do meio
MAA (Eq. 3.25).

ac, (1, (Eq.3.22)
i Y., Hy Y, Hs 2 e
dC C (Eq. 3.23)
S3 S;

= -y *C
dt Ykmy+Cs "

e Equagdes para simulacdo da assimilacdo e consumo do acido
glutdmico no interior celular. A equagao equivalente para a asparagina é a
mesma para o meioo MAA (Eq. 4.8).

dCs, C
. =V; h *Cy — L*/ﬁ *Cy
dt km;y + Cy, Y,

e Equagdes para simulagdo da producdo de acido clavulanico e

(EqQ. 4.12)

cefamicina C. Como no meio MAA, a produc¢ao de acido clavulanico foi associada
ao crescimento (B43=0), e a producao de cefalosporinas totais ocorreu das duas
formas, associada e ndo-associada ao crescimento.

ac, (Eq. 4.13)
7:0‘13(#4 + U +1u6)*CX + B *Cy —kdpl*CPI

dc,

, (Eq. 4.14)
di :azs(/"4 + Hs +/u6)*CX + By xCy —kdp2+C,),

Na simulacdo, foram mantidos os mesmos valores para os parametros
comuns aos meios MAA e MAG. As tabelas 4.10 a 4.12 mostram os valores dos
parametros presentes apenas no meio MAG, e a figura 4.16 o ajuste do modelo aos

dados experimentais.

Tabela 4.10 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo o crescimento celular
para o meio MAG

Hmaxa(h™) 0,035 ks3 (/L) 0,08

kd1 (h™) 0,005
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Tabela 4.11 — Parametros estimados das equagbes do modelo descrevendo o consumo de
substratos para o meio MAG

Yas3 (gX/gS) 0,5 vs(h™ 0,085

Y32 (gX/gS) 2,0 kms (g/L) 0,07

Tabela 4.12 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo a formagéo dos produtos
para o meio MAG

a3 (Mg/Q) 0,013 B23(mg/g/h) 0,00014
o3 (Mg/g) 0,0098
@ ] ® 7

®  experimental

ajuste

Massa seca (g/L)
N
°
!

Maltose (g/L)

m  experimental
- —— ajuste

T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

T T T T T
72 84 96 108 120

tempo (h) tempo (h)
2,0+ 60
(©) (D)

g ®  Asn - experimetal 50 "
% ® Glu - experimental . [ - [} -
2 —— Asn - ajuste =S u —— o
? Glu - ajuste £ a0 . o
% @ ) ° °
< £ -
o = 304 /
) 3 7
8 I 50l / . m  AC - experimental
(E 2 ’/ ® Cef. C - experimental
%’ 5 AC - ajuste
o < 104 Cef. C - ajuste
o o
o
< L]

T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tempo (h) tempo (h)

Figura 4.16 - Ajuste do modelo aos dados experimentais do cultivo em meio MAG. (A) Crescimento
celular; (B) Consumo de maltose; (C) Consumo de asparagina e acido glutdmico; (D) Produgao de AC
e Cef. C.

A figura 4.16 mostra que houve um bom ajuste do modelo aos dados
experimentais.
As equacdes do modelo do bioprocesso para o meio GA sao

mostradas a sequir.
e Equacdes para simulacado do crescimento celular
dcC,

7:(/13 + He _kdz)*cx

(Eq. 4.15)

CSl CSS, (C3.5)
Hy = Hyis *

ks +Cs ks +Cs,
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Cs,. (C3.6)
/’lﬁ - ll“lma'xﬁ kSS +C55,
e Equagbdes para simulagdo do consumo de substratos — glicerol e

asparagina — presentes no meio de cultura

dCy 1 c (Eq. 4.16)
= — — % + %k
s Y, Hy +m, X
dCg C, (Eq. 3.25)
5o —v, 5 % CX
dt kmgs +C,

e Equagdes para simulagéo da assimilagao e consumo da asparagina

no interior celular
dCs, C, [ 1

vi————*C, _*ﬂ3+i*ﬂ6
dt kmg + Cg

(Eq. 4.17)
*CX
Y Y

e Equacdes para simulacdo da produgdo de acido clavulénico e
cefamicina C. Neste meio de cultura, foram propostos dois modelos de produgao
diferentes: um em que a producdo era associada ao crescimento e outro em que

a producao era parcialmente associada.
Equacgdes para o modelo de produgao associado ao crescimento:

dC (Eq. 4.18)
dtpl = (1 + p16)* C —kdpl*C,

dC (Eq. 4.19)
d—f:azs(ﬁ% +41)* C —kdp2*Cp,

Equagbes para o modelo de produgédo parcialmente associado ao

crescimento:

dcC (Eq. 4.20)

d—::alsv(ﬂz +/u6)*CX + Py *Cy —kdpl*Cp

dcC (Eq. 4.21)
dth :a23'(,u3 +/u6)*CX + Py *Cy —kdp2xC,

Os valores dos paréametros e o ajuste do modelo aos dados
experimentais sdo mostrados nas tabelas 4.13 a 4.15 e nas figuras 4.17 e 4.18. Os
valores de Hmaxs, Kst1, Kss, Kd2, vs, kms, Y5, kdp1 e kdp2 sdo os mesmos valores

ajustados para os outros meios.
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Tabela 4.13 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo o crescimento celular

para o meio GA

Hmaxa (h™) 0,05 ket (g/L) 2.0
Hmaxs () 0,017 ks3 (g/L) 0,066
kd1 (h™) 0,003

Tabela 4.14 — Parametros estimados das equacbes do modelo descrevendo o consumo de
substratos para o meio GA

Y15 (gX/gS) 0,3 vs(h™) 0,09
Ys1 (gX/gS) 2,1 kms (g/L) 1,3
Ys (gX/gS) 0,908 my (gS/gX/h) 0,008

Tabela 4.15 — Parametros estimados das equagdes do modelo descrevendo a formacao dos produtos

para o meio GA

o4z (Mg/g) 0,0098 B13(mg/g/h) 0,00065
az3 (Mg/Qg) 0,0075 B2 (mg/g/h) 0,0004
a13 (Mg/g) 0,008 kdp1 (h™) 0,0002
023'(Mg/g) 0,0071 kdp2 (h™) 0,0023

Massa seca (g/L)

= experimental
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T T T T T T T T
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Figura 4.17 - Ajuste do modelo aos dados experimentais do cultivo em meio GA. (A) Crescimento
celular; (B) Consumo de maltose; (C) Consumo de asparagina.
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Figura 4.18 - Ajuste do modelo aos dados experimentais do cultivo em meio GA. (A) Modelo de
produgcdo misto: associado e ndo associado ao crescimento (B) Modelo de produgao associado ao
crescimento.

A figura 4.17 mostra que houve um bom ajuste dos dados
experimentais ao modelo simulado. O crescimento celular previsto pelo modelo ficou
um pouco abaixo do valor real, € 0 consumo de substrato nas horas finais também
desviou-se do experimental. Os dados experimentais mostram que em 72 h de
cultivo, as células iniciaram a fase estacionaria de crescimento, e de 72 a 84 h, a
velocidade de consumo de glicerol continuou a mesma, até que este se esgotou,
provavelmente antes de completar 84 h. Como o glicerol consumido n&o foi utilizado
para crescimento, € ndo houve aumento significativo na produgdo de acido
clavulanico e cefamicina C, possivelmente a energia necessaria para a manutengao
celular aumentou. Essa mudanca no metabolismo n&o esta prevista no modelo, que
considera a mesma manutencao durante todo o bioprocesso. Por isso o desvio dos
dados experimentais dos valores simulados apés as 72 h de cultivo.

A figura 4.18 mostra o ajuste do modelo aos dados experimentais nos
dois modelos de producdo propostos. Observou-se que a produgédo estagnou entre
36 e 48 h de cultivo. Considerando os resultados no tempo de 48 h um erro
experimental, o modelo de produgédo associado ao crescimento ajustou-se bem aos
dados experimentais. Mas esta estagnagao pode também significar uma mudanca
no metabolismo celular, em que as células passam de uma forma de producéo para
outra. O modelo de producdo misto prevé este comportamento — a célula passa da
forma de produgao associada para ndao associada ao crescimento. O ajuste a esse
segundo modelo ficou um pouco grosseiro, sendo necessario alguns refinamentos

para um ajuste melhor.
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Na tabela 4.16 sao apresentados os valores de yi's calculados a partir
das equacgdes C3.1 a C3.6 do modelo proposto, considerando os valores dos
parametros ajustados e a concentragdo dos substratos no tempo inicial do
bioprocesso. A soma dos pi's representa o valor global de p segundo o qual a

bactéria estaria crescendo no tempo inicial, de acordo com o modelo proposto.

Tabela 4.16 — Valores calculados de y; utilizando as equagdes do modelo

ui's (h™") calculados a partir das
Meios de cultura equacdes do modelo (tempo Oh) Soma dos pi's (h™")
M1 M2
GPG 0,029 0,024 0,053
GPG+glu 0,030 0,024 0,053
Hs Me M4
MA 0,034 0,016 0,051
MAA 0,035 0,017 0,051
MAG 0,033 0,016 0,029 0,078

Os valores de Pmaxexp, apresentados na tabela 4.17, foram obtidos a
partir de dados experimentais, utilizando-se a equagéao 3.32.

Comparando os valores da velocidade especifica de crescimento
Mmaxexp (Tabela 4.17) e a soma dos valores de p; calculados a partir das equagdes do
modelo (Tabela 4.16), verificou-se que este utlimo é sempre maior que o primeiro,
para todos os meios de cultura. Ou seja, o modelo estaria superestimando este
valor. Isto ocorreu porque, quando se adotou os valores calculados de Pmaxexp para
estimativa dos pmaxi € dos outros parédmetros, na etapa inicial de ajuste, o
crescimento previsto pelo modelo, apds integragcdo das equacdes, foi bem menor
que o observado. Por isso, na etapa seguinte, aumentaram-se os valores de Pmaxi
até que a resposta do modelo apresentasse um bom ajuste aos valores
experimentais. O que poderia estar levando a essa diferengca é a morte celular,
considerada desde o inicio do bioprocesso. No modelo em batelada proposto por
Baptista-Neto (2000), a morte celular sé foi levada em consideragao abaixo de uma
determinada concentragdo de glicerol, obtendo-se um valor para a constante de
morte ks= 0,030 (h™"), maior que os valores obtidos no presente trabalho, de
ke1=0,003 (h™") e kg=0,005 (h™"). Apesar da diferenca nos valores de Mmax's
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calculados e ajustados, € importante ressaltar que todos estdo na mesma ordem de

grandeza, ou seja, os valores ajustados estao coerentes.

Tabela 4.17 - Comparacgéo dos valores experimentais de Pmaxexo € 0S Valores ajustados de Pmaxi

Valores experimentais Valores ajustados de Pmaxi's
Meios de Meios de Soma dos
cultura Hmaxexp (N) | cultura Hmax's (h™) Hmax's(h™) *
Mmax1 Mmax2
GPG 0,0348 |GPG 0,035 0,028 0,063
Mmax1 Mmax2
GPG+glu 0,0363 |GPG+glu 0,035 0,028 0,063
Mmaxs Mmax6
MAA 0,0383 |MAA 0,039 0,017 0,056
Mmax5 Mmax4 Mmax6
MAG 0,0479 |MAG 0,039 0,035 0,017 0,091
Mmax5 Mmax6
MA 0,0335 |MA 0,039 0,017 0,056
Mmax3 Mmax6
GA 0,0441 GA 0,05 0,017 0,067

*Esta soma foi feita considerando a Eq. 3.35, considerando a hipétese de que a concentragédo do
substrato Cg>>kKg;.

Segundo o modelo proposto, a velocidade especifica de crescimento
maxima em que 0s microrganismos poderiam estar crescendo em cada meio de
cultura, representada pela soma dos pmaxi'S, tabela 4.17, ndo foi atingida. Estes
valores foram sempre maiores que a velocidade especifica de crescimento calculada
no tempo inicial de cultivo, representado pelos valores de soma de pj's, na tabela
4.16. Isto significa que a condigdo em que Csi>>ksi ndo existiu.

Considerando um cultivo hipotético em um meio de cultura contendo
todas as fontes de carbono e nitrogénio avaliadas neste trabalho, e a situacdo em
que Csi>>ksi, a equagao de velocidade que descreveria o crescimento celular
poderia ser expressa da seguinte maneira:

dc,
dt

(Eq. 5.1)

= (lumdxl T My T Mgy ¥ Hopica + Hopies T Myges — kd2) *Cy

Simplificando:
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dc, (Eq. 5.2)

dt

Neste caso, 0s microrganismos estariam crescendo com uma

= (:umdxglobal - kd2)* Cy

velocidade especifica de crescimento Pmaxgiobal =0,204 (h'1), valor proximo ao que foi
obtido por Baptista-Neto et al. (2005), 0,207(h™). O modelo destes autores foi
proposto para um meio de cultura complexo, rico em fonte de carbono e nitrogénio.
O cultivo hipotético citado acima simularia um meio rico em fonte de carbono e
energia.

O coeficiente de manutengao obtido foi menor que o coeficiente obtido
por Baptisto-Neto (2005), de 0,363 (gg"cero|.gcé|u|a'1.h'1). Segundo os autores, o valor
obtido por eles foi alto, e justamente pelo fato de n&o ter sido considerado a morte
celular desde o inicio do bioprocesso.

A constante de degradacdo obtida para o acido clavulanico foi baixa
em comparagdo com os valores encontrados na literatura — 0,017 (h™') (BAPTISTA-
NETO et al., 2005); 0,029 (h™") (BERSANETTI et al., 2005) . Com relagdo a
cefamicina C, n&o foram encontrados trabalhos na literatura sobre a sua
degradagéao. Os coeficientes de proporcionalidade de produgéo do acido clavuléanico
e cefamicina C, a4 € ap, € B1 e B2, também foram baixos, comparados com o valor
ajustado por Baptista-Neto et al. (2005). Contudo, vale a pena salientar que o meio
de cultura empregado nos dois trabalhos era bem diferente. Baptista-Neto et al.
(2005) empregaram meio complexo e obtiveram uma alta concentracdo de acido
clavulanico. Ja no presente trabalho, o meio utilizado era pobre em fonte de carbono
e nitrogénio, e proporcionou uma menor producdo. Este fato vem justificar a

obtencdo de menores valores dos coeficientes de produ¢do no presente trabalho.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados realizados nos diferentes cultivos, pode-se
concluir que a maltose como componente no meio de cultura favoreceu a produgao
de acido clavulanico e cefamicina C, quando este era a principal fonte de carbono e
energia disponivel. O glicerol favoreceu o crescimento e, por isso, a produgdo dos
beta-lactamicos foi menor, devido aos mecanismos de repressao do biossintese de
metabolitos secundarios. A asparagina n&o influenciou a produgdo de acido
clavulanico e de cefamcina C. A adigdo de pequena quantidade de acido glutamico
ao meio GPG também ndo alterou as cinéticas de produgdo e crescimento. A
ornitina ndo se mostrou uma boa fonte de nitrogénio — este aminoacido inibiu
completamente a biossintese da cefamicina C, inibiu o consumo da prolina,
proporcionou um crescimento pequeno e a producdo de acido clavulanico muito
baixa. A maltose presente no meio GMPG favoreceu a produgdo de acido
clavulanico, comparado ao meio GPG. Este fato talvez tenha ocorrido devido a uma
maior produgdo de NADPH pela célula, disponibilizando uma maior quantidade
deste cofator para biossintese do acido clavulanico.

O ajuste do modelo matematico proposto para os meios GPG, GPG +
glu, MAA e MAG foi satisfatério. No meio MA parece ter havido uma mudanga no
metabolismo celular durante o bioprocesso, o que nao estava previsto pelo modelo
matematico. Desta forma, ndo foi possivel obter um ajuste fiel aos dados
experimentais. Ja o meio GA obteve-se um bom ajuste em relagdo ao consumo de
substratos e crescimento celular. Quanto a formagéo dos produtos, foram propostos
dois modelos diferentes, e seria necessario a repeticdo do experimento para verificar

qual deles realmente se aplica.



Sugestoes
70

6.SUGESTOES

Tendo em vista os resultados do presente trabalho, algumas sugestdes
sdo propostas para que haja uma melhor compreensao do bioprocesso:

e Analise de amébnia produzida durante os cultivos. Desta forma, seria possivel
verificar se a célula comecga a consumir esta fonte de nitrogénio e se isso
causa a mudanga no comportamento de crescimento e produgéao.

e Quantificacdo de aminoacidos intracelulares durante o processo. Com essa
informacgédo, talvez seja possivel relacionar a concentragcdo destes
aminoacidos a producdo de acido clavulanico e cefamicina C, obtendo-se
uma correlagdo mais precisa de composi¢ao do meio e produgao.

e Refinamento do modelo proposto, de forma a incluir as mudangas no
metabolismo celular observadas nos resultados do cultivo, como a mudanca
na velocidade de crescimento e producao de metabdlitos.

e Aplicacdo da analise de fluxos metabdlicos para este bioprocesso, que
disponibilizaria uma grande quantidade de informag¢des sobre como o fluxo de
carbono se distribui nas diferentes rotas metabodlicas de Streptomyces
clavuligerus sob diferentes composi¢cdes de meio de cultura.

e Utilizacdo de um programa computacional de otimizagdo de parametros para

um melhor ajuste do modelo proposto aos dados experimentais.
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