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RESUMO

O acido clavulanico (AC), produto do metabolismo secundario da bactéria filamentosa
Streptomyces clavuligerus, é um potente inibidor de enzimas p-lactamases, sendo utilizado
pela industria farmacéutica em conjunto com outros antibiéticos B-lactdmicos, na formulagéo de
medicamentos que diminuem a resisténcia de muitas bactérias patogénicas a estes
antibidticos. Estudos de composicdo de meio de cultura, assim como o modo que cada
componente é adicionado ao caldo é de vital importancia nos processos fermentativos, tanto no
que se refere a obtengéo de alta produtividade do produto desejado, assim como na facilidade
de manipulagéo, separagao e purificagdo do produto final. Os lipidios apresentam-se como uma
alternativa a ser utilizada em processos para produgao de acido clavulanico, uma vez que
constituem uma fonte concentrada de energia lentamente assimilavel pelos microrganismos.
Quanto a fonte de nitrogénio, derivados de soja como farinhas e hidrolisados tém sido
utilizados com sucesso na produgao de AC, fornecendo precursores para biossintese deste
composto, no entanto, a quantidade adequada desse nutriente ndo foi ainda estabelecida em
meios de cultura até o momento. O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo da
composicdo do meio de cultura para producdo de acido clavulanico por Streptomyces
clavuligerus em biorreator de bancada, utilizando fontes complexas de nitrogénio e lipidios
como fonte de carbono suplementar. Em ensaios preliminares em mesa incubadora rotativa
para determinagdo das concentragbes da fonte/ teor de nitrogénio utilizando farinha de soja e
Samprosoy 90NB nas concentragdes 1,6, e 3,2 g.L'1 de nitrogénio total e concentracao de 6leo
de soja (16, 23 e 30 g.L'1), os resultados obtidos mostraram que quando as concentragdes de
Oleo de soja e farinha de soja iniciais foram 23 g.L'1 e20 g.L'1, respectivamente, a produgao de
AC obtida foi 700 mg.L'1 em 132 horas de cultivo, e que valores de pHs acima de 7,0
prejudicam o processo de producdo. Nos ensaios em biorreator de bancada convencional, em
condigdes de controle de pH por adicdo de acido e base, todos os cultivos foram marcados
pela alta produgao e produtividade de AC ocorrendo aparente pequena degradagao do produto.
A composicdo de meio de cultura que gerou os melhores resultados de produgdo de AC nas
seguintes condig¢des: 800 rpm, 0,5 vvm e pH 6,8, foi 0 que apresentou farinha de soja e 6leo de
soja nas concentragcbes de 40 g.L'1 e 16 g.L'1, respectivamente, na composi¢ao do meio de
producgéo, alcangando a produgdo maxima de 906 mg.L‘1 de AC em 84 horas de cultivo.



ABSTRACT

Clavulanic acid (CA), a secondary metabolite from Streptomyces clavuligerus, is a
potent inhibitor of B-lactamases, being formulated by pharmaceutical industries with other B-
lactams antibiotics to produce drugs that overcome the resistance to antibiotics of many
pathogenic bacteria. Studies on culture medium composition, as well as how each component is
added to the broth are essential for improving and developing fermentation processes both in
obtaining high productivity, as well as in simplifying the separation and purification of the final
product. The lipids become an interesting alternative to be used in CA production process, once
they constitute a concentrated source of energy slowly assimilated by microorganisms. With
relation to the nitrogen source, soybean derivatives, as flours and protein isolates, have been
used successfully in the production of CA, by supplying precursors for its biosynthesis; however,
the appropriate amount of this nutrient in culture media has not been properly established so
far. The general objective of the present work was to study the culture medium composition on
the improvement of CA production by S. clavuligerus in bench scale bioreactor, using complex
nitrogen sources, and lipids as supplementary carbon source. In preliminary cultivations in
shake flasks, the effects of nitrogen source and concentration, using soybean flour and
Samprosoy 90NB (soybean protein isolate), were studied. The total nitrogen concentrations of
1.6 and 3.2 g.L'1, and soybean oil concentration of 16, 23 and 30 g.L'1 were tested. The results
obtained showed that, when the concentrations of soybean oil and initial soybean flour were 23
g.L™" and 20 g.L”, respectively, the CA production obtained was 700 mg.L™" in 132 hours
cultivation, and at pH values above 7.0 the production process was severely harmed. In
conventional bioreactor cultivations, under pH control with acid or base addition, all the
cultivations were marked by the high CA production and productivity, accompanied by small
degradation of the product. The culture medium composition and cultivation conditions that
generated best results, concerning CA production, were as follows: 800 rpm, 0.5 vvm and pH
6.8, soybean flour and soybean oil concentrations of 40 L"and 16 g.L'1, respectively. Under
these conditions, a maximum production of 906 mg.L~ of CA in 84 hours cultivation was
obtained.
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1. INTRODUCAO

A penicilina, um antibiético descoberto por Fleming em 1929, representou um grande
avango no tratamento de varias doencas infecciosas causadas por bactérias, assim como suas
limitacbes de uso impulsionaram os estudos para a descoberta de um amplo numero de
compostos com maior, mais estavel e diferenciado espectro de agido antibacteriana.
(Kurylowicz et al., 1981).

Os compostos com atividade antibacteriana conhecidos atualmente podem ser
classificados de acordo com a sua estrutura quimica. Os B-lactdmicos compdem um importante
e altamente valorizado grupo de antibiéticos. Sdo caracterizados pela presenga de um anel j3-
lactimico em sua estrutura, que |he confere atividade antibacteriana e poucos efeitos
colaterais.

A resisténcia de alguns microrganismos a estes antibidticos esta relacionada com a
capacidade de algumas bactérias produzirem p-lactamases, que clivam o anel B-lactdmico
destituindo-os da atividade bacteriana.

A utilizagdo de inibidores de p-lactamases, juntamente com antibidticos B-lactdmicos, é
reconhecidamente uma estratégia para diminuir as concentragdes minimas de inibicdo para
bactérias resistentes a estes antibidticos (Kurylowicz et al., 1981).

Dentre os inibidores de B-lactamases conhecidos, o acido clavulanico, (AC), produto do
metabolismo secundario de Streptomyces clavuligerus, se destaca pela habilidade de inibir
irreversivelmente uma grande gama de B-lactamases (Baggaley et al.,1997).

Como ocorre com outros metabdlitos secundarios, a produgdao de acido clavulanico
depende do tipo e da quantidade das fontes de carbono, nitrogénio e fosfato presentes no meio
de cultivo, que agem como fatores reguladores, assim como fatores de processo, tais como
temperatura, pH e concentracéo de oxigénio dissolvido (Maranesi et al., 2005).

Conforme relatado por Aharonowitz e Demain (1978), Streptomyces clavuligerus possui a
incapacidade de assimilar carboidratos simples como a glicose, necessitando de fontes de

carbono alternativas para crescimento e produgao de metabdlitos secundarios.
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Os lipidios apresentam-se como uma alternativa a ser utilizada em processos para
produgédo de acido clavulanico, uma vez que constituem uma fonte concentrada de energia
lentamente assimilavel pelos microrganismos.

Ainda, quanto a fonte de nitrogénio, derivados de soja como farinha de soja e hidrolisados
tém sido utilizados com sucesso na produgdo de AC, no entanto, a quantidade adequada
desse nutriente nao foi ainda estabelecida em meios de cultura até o momento.

Em face do apresentado, o presente trabalho teve como objetivo geral o estudo da
composicdo do meio de cultura para produgdo de acido clavulénico por Streptomyces
clavuligerus em biorreator de bancada, utilizando fontes complexas de nitrogénio e lipidios

como fonte de carbono suplementar.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antibiéticos p-Lactamicos

Os compostos B-lactdmicos compreendem um importante e altamente valorizado grupo
de drogas usadas no tratamento de doencgas infecciosas. Eles incluem as penicilinas e
cefalosporinas naturais e semi-sintéticas. Este grupo é caracterizado por possuir o anel f-
lactamico em sua estrutura, que lhe confere atividade antibacteriana.

O grupo dos B-lactdmicos pode ser dividido em cinco subgrupos, dependendo do
segundo anel ligado ao anel B-lactdmico. Na Figura 2.1 estdo demonstrados os subgrupos dos
compostos B-lactdmicos, com os respectivos microrganismos produtores.

Atualmente os antibidticos B-lactdmicos estdo perdendo a sua eficiéncia no tratamento
de varias doengas provocadas por bactérias, em funcéo da resisténcia adquiridas por estas.

A resisténcia de muitas cepas bacterianas aos antibidticos p-lactamicos é
frequientemente devida a uma enzima produzida por elas que hidrolisa o anel B-lactamico. A -
lactamase é produzida por cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformes, Mycobacterium sp.) bem como Gram-
negativas (Escherichia coli, Proteus sp., Klebsiella aerogenes, enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa), algumas das quais produzem uma ou mais B-lactamases com

variagdes nas propriedades quimicas, fisicas e enzimaticas (Kurylowicz et al., 1981).
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Class?s _dos Antibiéticos Microrganismos produtores
B-lactamicos

Penicillium chrysogenum
Penicilinas P. notatum
Aspergillus nidulans
Cephalosporium acremonium
Cefalosporinas Paelomyces persinucus
Cefamicinas Streptomyces clavuligerus
Cefabacinas Nocardia lactamdurans
Flavobacterium sp.
Lysobacter lactamgenus
Ceph-3-em
Acido clavulanico  Streptomyces clavuligerus
Clavam
Tienamicinas Streptomyces clavuligerus
P N S. olivaceus
Acido olivanico .
Erwinia carotovora
Seratia sp.
Carbapenem
. Nocardia uniformis
Nocardicinas .
Subsp. Tsuyamanensis
Agrobacterium radiobacter
Monobactams ; ;
Pseudomonas acidophila
Monolactam
Figura 2.1. Subgrupos de antibiéticos p-lactaimicos, exemplo de antibiéticos e

microrganismos produtores (Brakhage, 1998)

Os compostos que inibem a atividade de B-lactamases sdo chamados bloqueadores ou

inibidores. Ao reagir com o centro ativo da enzima, os inibidores a inativam e a destituem de

sua acao sobre os antibidticos B-lactdmicos (Kurylowicz et al., 1981).
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2.2. Acido Clavulanico

Devido ao aumento da resisténcia de algumas bactérias aos antibidticos B-lactamicos
ao longo dos anos, houve a necessidade de encontrar inibidores de B-lactamases para serem
utilizados em conjunto com esses antibidticos visando melhorar a sua eficiéncia. Atualmente,
pode-se citar como inibidores de B-lactamases o valclavan, as clavamicinas e o acido
clavulanico, sendo todos do subgrupo “clavam” do grupo dos B-lactamicos (Baggaley et al.,
1997).

O acido clavulanico é formado pelos anéis p-lactamico e oxazolidino, tal como visto na

Figura 2.2.

OH
Anel B—lactarmco—» 65
<— Anel oxazolidino

Figura 2.2. Férmula estrutural do acido clavulanico

O 4&cido clavulanico foi identificado como um inibidor de p-lactamase, através de
estudos realizados por Brown et al. (1976), pesquisadores da Glaxo SmithKline a partir de
culturas de Streptomyces clavuligerus. Estes estudos descrevem as quantidades minimas de
ampicilina, na presencga e na auséncia de acido clavulanico, para o antibiético agir efetivamente
contra uma colbnia de bactérias produtoras de B-lactamases. No caso em que houve a adigéo
do inibidor de B-lactamase, observou-se a necessidade de uma concentragéo de 0,1 mg.L’1 de
ampicilina para agir efetivamente e, no caso em que nao houve a adicdo do acido clavuléanico,
a concentragao necessaria de antibiético foi de 500 mg.L'1 para se obter o mesmo resultado.

De acordo com Butterworth (1984), o acido clavulanico possui uma baixa atividade
bactericida e € normalmente utilizado junto com outro antibiético, geralmente uma penicilina.
Com isso, o acido clavulanico é encontrado em medicamentos na forma de sais de metais

alcalinos, como o clavulanato de potassio, em conjunto com antibiéticos, como a amoxicilina.
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A amoxicilina, p-hidroxi-a-aminobenzilpenicilina, é um dos antibiéticos mais largamente
utilizados devido ao fato de que a resisténcia bacteriana ao medicamento é limitada e também
€ aplicado contra uma grande variedade de infec¢des bacterianas (Davidson, 1999). Ela é
analoga a ampicilina e também apresenta um amplo espectro de atividade antibacteriana
contra muitos organismos gram-positivos e gram-negativos. Como outros membros desta
classe de antibidticos, a amoxicilina exerce sua atividade bioldgica inibindo a biossintese da
parede celular das células bacterianas. Infelizmente, a amoxicilina ndo €& resistente a
penicilinase (B-lactamase) de forma que ela nao é efetiva contra bactérias produtoras destas
enzimas segundo Davidson (1999).

Atualmente, a combinagdo de acido clavulanico com amoxicilina € o mais bem
sucedido exemplo do uso de tradicionais antibiéticos B-lactdmicos sensiveis as p-lactamases

juntamente com substancias inibidoras dessas enzimas (Mayer e Deckwer, 1996).

2.3. Biossintese

Devido a similaridade entre as estruturas quimicas do acido clavulanico e penicilinas e
cefalosporinas, também produzidas por Streptomyces clavuligerus, foi sugerido inicialmente
que estes antibioticos B-lactdmicos teriam um mesmo intermediario em comum (Butterworth,
1984).

Fawcet et al. (1976) apud Butterworth (1984), propés que o fripeptidio &(L-a-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina seria o precursor direto da biossintese das cefalosporinas e
penicilinas, o que ndo pode ser aplicado ao acido clavulanico devido as diferengas entre a sua
estrutura e dos demais antibioticos B-lactamicos.

Varios estudos tém sido realizados para a elucidagdo da rota biossintética do acido
clavulanico, tanto no que se refere aos precursores para formagao dos anéis B-lactamicos e
oxazolidino, assim como as enzimas envolvidas na biossintese.

Elson et al. (1984) apud Butterworth (1984), sugeriram que parte da estrutura do acido
clavulanico seria oriunda do &cido glutdmico, e o glicerol seria o precursor do anel p-lactamico

(carbonos C5, C6 e C7 da Figura 2.2), sem qualquer rearranjo intermediario dos trés carbonos.
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Gutman et al. (1985) propuseram que o acido clavulanico seria oriundo da jungéo entre
a molécula de acido B-hidroxipropiénico e de um aminoéacido apropriado, que poderia ser o
acido glutdmico ou a ornitina.

Romero et al. (1986) avaliaram a influéncia da arginina, do acido glutamico e da
ornitina na producéo de acido clavulanico e sugeriram que os trés carbonos do anel p-lactdmico
seriam originarios do glicerol e os carbonos C2, C3, C8, C9 e C10 seriam derivados da ornitina,
podendo esta ser sintetizada a partir da arginina ou do acido glutdmico através do ciclo da
arginina.

Valentine et al. (1993) concluiram em seus trabalhos que os carbonos C2, C3, C8, C9 e
C10 sao derivados da arginina. Baseando-se no fato de que um microrganismo incapaz de
produzir arginina, a partir da ornitina, ndo produz acido clavulanico e concluiram ent&o, que a
arginina seria o ultimo precursor biossintese de produgao de acido clavulanico.

Ives e Bushell (1997) descreveram em seus trabalhos que os carbonos C5, C6 e C7 do
acido clavulanico seriam oriundos do piruvato, um produto resultante do metabolismo do
glicerol.

Pitlik e Towsend (1997) sugerem em seus estudos que o piruvato seria o Ultimo
precursor responsavel pela formagao dos carbonos C5, C6 e C7 ao invés do glicerol.

Bagalley et al. (1999), mostraram em seus estudos que a arginina é o precursor
imediato do acido clavulanico, juntamente com um composto de trés carbonos, possivelmente
um intermediario da via glicolitica.

Os primeiros passos da biossintese do AC foram finalmente elucidados em 1999, nos
estudos de Jensen et al. (Patente US 08/134,018). Esses autores utilizaram combinagdes de
técnicas genéticas e bioquimicas e descobriram os genes que codificam as enzimas envolvidas
no inicio da biossintese. Em particular, a enzima carboxietilarginina sintetase (CEAS),
envolvida na condensagao da arginina e que utiliza o gliceraldeido 3- fosfato como substrato
(Jensen et al., 2000).

Na Figura 2.3 estdo representados os precursores e as enzimas envolvidas na

biossintese do AC conhecidos até o momento.
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Figura 2.3. Rota biossintética do acido clavulanico e outros clavams (Elkins et al., 2002)
CEAS: N-carboxietilarginina sintase, BLS: p-lactam sintetase, CAS: clavaminato sintase, PAH:
proclaminato amidino hidrolase, CAD: clavaldeido desidrogenase

2.4. Streptomyces clavuligerus

Streptomyces clavuligerus € uma bactéria filamentosa Gram-positiva, aerdbia estrita,

pertencente ao grupo dos actinomicetos, é predominantemente encontrada no solo

(Lechevalier, 1981), e a maioria das espécies do género Streptomyces cresce a uma
temperatura de 28 a 45°C (Ballows et al., 1991).
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Esses microrganismos apresentam um ciclo de vida complexo, que inicia com a
germinagao de esporos, dando origem a um micélio vegetativo formado por hifas ramificadas
(primarias) que penetram no substrato, metabolizando fontes organicas como polissacaridios,
proteinas, lipidios e compostos aromaticos (Balows et al., 1991) pela agdo de enzimas
extracelulares (Padilla, 1998 apud Pamboukian, 2003). Do micélio vegetativo é originado o
micélio aéreo (hifas aéreas). As hifas aéreas passam por um processo de diferenciacéo
morfolégica que pode incluir septagdo e formacdo de esporos. Nessa fase, ativa-se o
metabolismo secundario em que s&o produzidos principalmente antibiéticos (Demain, 1989).

Romero et al. (1984) destacam que a caracteristica mais importante da bactéria
filamentosa Streptomyces clavuligerus é a sua capacidade de produzir antibidticos. Atualmente,
sabe-se que esta bactéria é capaz de produzir cerca de 21 metabdlitos secundarios, incluindo
varios compostos B-lactdmicos como a penicilina N, a cefamicina C, a desacetoxicefalosporina
C e o 4cido clavuléanico.

Embora seja capaz de degradar compostos mais complexos, espécies de
Streptomyces necessitam somente de uma fonte de carbono orgéanico, fonte de nitrogénio
inorganico ou organico e alguns sais minerais (Balows et al., 1991). Também n&o requerem
vitaminas ou fatores de crescimento.

Os estreptomicetos, assim como outros actinomicetos, apresentam uma forma
caracteristica de instabilidade genética. Varias caracteristicas, como formagéo de micélio aéreo
e de esporos, produgido de antibidtico e resisténcia, sao irreversivelmente perdidas em uma
frequéncia de 0,1 a 1% na progénie de colbnias plaqueadas. A perda de fungao é resultado de
delegéo de grandes regides de DNA (Lancini e Lorenzetti, 1993 apud Inoue, 2001).

O metabolismo geral dos actinomicetos pode estar relacionado com as condigbes de
limitacdo de nutrientes dos solos, onde sado frequentemente expostos a varias situagdes de
desequilibrio quanto a disponibilidade de nutrientes, variagcbes de temperatura e dissecacao.
Em resposta as variagbes ambientais a que estdo sujeitos, estes microrganismos
desenvolveram estratégias como formagdo de esporos ou acumulo de componentes de
reserva, com o intuito de permitir sua sobrevivéncia sob estas condi¢cdes. As substancias de
reserva servem como fonte de carbono e energia durante periodos de caréncia de nutrientes

que normalmente predominam nestes ambientes (Alvarez et al., 2002).
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Os triacilglicerdis sdo excelentes materiais de reserva devido as suas propriedades
hidrofébicas, que permitem seu acumulo em grandes quantidades na célula sem mudar a
osmolaridade do citoplasma, e a oxidagéo dos triacilglicerdis produz um maior rendimento de
energia em comparagdo com outros componentes de reserva tais como carboidratos e acido
polihidroxialcanéico (PHA), desde que os atomos de carbono da metade acil dos triacilgliceroéis

estejam na sua forma reduzida (Alvarez et al., 2002).

2.5. Regulagao do Metabolismo Secundario

As atividades metabdlicas associadas ao crescimento celular compdem o metabolismo
primario, onde os metabdlitos produzidos (conhecidos como metabdlitos primarios) séo
principalmente enzimas, &cidos organicos e etanol, entre outros. No entanto, em muitos
microrganismos, verifica-se a sintese de compostos ndo essenciais ao crescimento, os quais
sdo produzidos no final da fase de crescimento ou durante a fase estacionaria, esses
compostos sdo denominados metabdlitos secundarios, sendo produzidos por diversos tipos de
microrganismos (Vining, 1986).

A produgdo de metabdlitos secundarios geralmente é maior em condigbes de limitagdo
de um ou mais nutrientes e os fatores envolvidos no controle do metabolismo secundario séo
complexos e de pouca compreensdo (Demain e Fang, 1995).

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios esta intimamente relacionada ao
metabolismo primario da célula produtora. Os precursores dos metabdlitos secundarios sao,

usualmente, metabdlitos primarios normais ou modificados (Martin e Liras, 1986).

2.5.1. Regulagao por Fonte de Nitrogénio

As fontes de nitrogénio usualmente favoraveis ao crescimento, como os sais de
amoénio, apresentam efeito negativo sobre o metabolismo secundario (Fang e Demain,1995). A
presenca de ambnia ou ion aménio em quantidade suficientemente elevada, isto &, nao
limitante, reprime as enzimas envolvidas na assimilagdo de outras fontes de nitrogénio, tais

como aminoacidos e uréia, entre outros (White, 1995).
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Butterworth (1984) relata que a farinha de soja é o nutriente mais importante na
biossintese de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus.

Estudos realizados por Romero et al. (1984), indicam que concentragcdes acima de 10
mM de sais de amdnio e acido glutdmico reduziriam a biossintese de acido clavulanico por
Streptomyces clavuligerus. O uso de aminoacidos em meios de cultura foi sugerido para suprir
as necessidades de nitrogénio do microrganismo.

Em 1986, os mesmos autores realizaram estudos sobre a adi¢do de acido glutamico,
arginina e ornitina em meios de cultura, onde se relata a baixa producéo de &cido clavulanico
na presenca de acido glutdmico, em contraste com uma melhor produgdo observada na
presenca de ornitina e arginina, em torno de 20 mg.L'1.

Lebrihi et al. (1992) estudaram a inibicdo da enzima valina desidrogenase por ions
amonio, na producdo do antibidtico espiramicina por Streptomyces ambofaciens, verificando
que o aumento da concentragao de ions amdnio causava a inibicdo desta enzima, envolvida no
catabolismo de valina, leucina e isoleucina, aminoacidos que fornecem precursores para a
biossintese do antibiético em questao.

Mayer e Decker (1996) descreveram a utilizagcdo de meios de cultura com farinha de
soja ou extrato de farinha de soja como fontes de nitrogénio, na produgéo de &cido clavulanico.
Nos cultivos em que se utilizou extrato de farinha de soja, a producéo teve inicio ja na trofofase.
Ja nos cultivos em que se utilizou farinha de soja, esta fonte mais complexa de nitrogénio fez
com que a producgdo se iniciasse mais tarde, no entanto, as concentragbes finais de acido
clavulanico foram superiores.

Jones et al. (1997) descreveram a nao ocorréncia de produtos oriundos de
metabolismo secundarios em cultivos de Streptomyces clavuligerus quando este é realizado
sob condi¢des de limitacdo de nitrogénio.

Valentine et al. (1999) descrevem em seus estudos o acumulo de uréia oriunda da
biossintese do AC, mas também de outras fontes e que a presenga de amdnia em quantidades

elevadas reprime as enzimas envolvidas na produgao de AC.
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2.5.1.1. Metabolismo dos Aminoacidos e o Ciclo da Uréia

Os aminoacidos livres originam-se da degradacéo das proteinas celulares e, na sua
maioria sdo desaminados por transaminacgéo, que é a transferéncia do seu grupo amino a um
a-cetoacido para produzir o a-cetoacido do aminoacido original € um novo aminoacido. O
grupo aceptor predominante € o a-cetoglutarato, produzindo glutamato e o novo a-cetoacido.
As enzimas que catalisam a reagcdo sdo as transaminases. O glutamato é desaminado
oxidativamente produzindo amdnia e regenerando o a-cetoglutarato para uso em reacgdes
adicionais (Voet et al., 2000)

Os aminoacidos séo degradados a compostos que podem ser metabolizados até CO, e
H,O, ou usados na glicogénese.
Os aminoacidos padrées podem ser divididos em dois grupos, tendo como base suas rotas
metabdlicas:
a) Aminoacidos glicogénicos, os quais sao degradados a piruvato, a-cetoglutarato,
succinil-CoA, fumarato ou oxaloacetato, sendo, portanto, precursores da glicose
b) Aminoacidos cetogénicos, os quais sdo degradados a acetil-CoA ou acetoacetato e
podem, entdo, ser convertidos em &cidos graxos ou em corpos cetbnicos
Alguns aminoacidos sao precursores tanto de carboidratos como de corpos cetbénicos. A
demonstracao dos principais produtos da degradagédo de aminoacidos esta ilustrada na Figura

24.
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Figura 2.4. Degradagao de aminoacidos (Voet et al., 2000)

As principais vias do metabolismo de acidos graxos e carboidratos, a B-oxidacéo e a
glicdlise, respectivamente, sdo gerais para todos os organismos, 0 que nem sempre acontece
com o metabolismo dos aminoacidos em funcdo de suas multiplas e complexas rotas
metabdlicas.

No geral, os organismos vivos excretam o excesso de nitrogénio proveniente da quebra

metabdlica de aminoacidos valendo-se de uma entre trés maneiras possiveis: podem
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simplesmente excretar aménia; ou converter a aménia em produtos menos toxicos, como a
uréia e acido urico (Voet et al., 2000).

No ciclo da uréia sdo convertidos dois grupos amino, um da amdnia e outro proveniente
do aspartato, e um atomo de carbono proveniente do CO, ao produto relativamente atdxico,
que é a uréia, conforme demonstrado na Figura 2.5.

As atividades das enzimas do ciclo da uréia sdo controladas pelas concentragcbes de
seus substratos, e quando uma delas se torna deficiente, o substrato correspondente é
acumulado, aumentando a velocidade da reacgdo deficiente de maneira que a velocidade de
producgéo de uréia seja normal. No entanto, o acumulo anémalo de substrato € aumentado ao
longo de todas as etapas do ciclo até a amdnia, resultando numa alta concentracdo desse
composto. Ja a auséncia total de alguma enzima reguladora do ciclo da uréia é letal (Voet et
al., 2000).

O ciclo da uréia ndo é comum em procariotos e é requerido para remover a amoénia das
células nas concentragdes em que esta € toxica para as mesmas. Em 1996, Mendez e Hazell
verificaram a presencga e atividade das enzimas envolvidas no ciclo da uréia em suspensdes
celulares, preparados de lisados e membranas da bactéria Helicobacter pylori, sugerindo que
esta bactéria usa o ciclo da uréia como um mecanismo efetivo para excretar o excesso de
nitrogénio do interior delas.

Romero et al. (1986), reportaram a atividade de arginase em Streptomyces
clavuligerus, sugerindo a existéncia do ciclo da uréia. Os autores indicam que o ciclo da uréia
promove a biossintese de arginina, que € usada como precursora na biossintese de acido
clavulanico.

Valentine et al. (1999) detectaram o acumulo de uréia em caldos de fermentagéo para
producédo de acido clavulanico, e mencionaram a ocorréncia de dois picos no perfil de pH
durante os cultivos: primeiramente pela desaminagdo de aminoacidos que acarreta liberagéo
de amdnia, e o segundo pico corresponderia a desrepressao da enzima urease, que converte a

uréia em amonia, elevando novamente o pH do meio de cultura.
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Figura 2.5. Ciclo da uréia (Voet et al., 2000)

Enzimas: (1) carbamoil-fosfato-sintetase, (2) ornitina transcarbamoilase, (3) arginino
succionato-sintetase (4) arginino succinase e (5) arginase.
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2.5.2. Regulagao por Fonte de Fosfato

A importancia da presencga de fosfato no meio de cultura reside no fato de que este
nutriente controla a sintese de acidos nucléicos (DNA, RNA) e proteinas, o metabolismo de
carboidratos, a respiracao celular e os niveis de ATP (Martin, 1977 apud Inoue, 2001).

Geralmente a sua fonte principal sdo os fosfatos inorganicos, mas os microrganismos
também podem metabolizar alguns compostos orgénicos que contém fosfato (Moo-Young,
1985).

A presenga de niveis elevados de fosfato no meio favorece o crescimento celular,
influenciando de forma negativa a sintese de metabdlitos secundarios, limitando a sintese de
indutores das vias biossintéticas de antibiéticos.

Lebrihi et al. (1987) estudaram a influéncia do fosfato na produc¢do de cefamicina C e
acido clavulanico e verificaram a repressdo pelo fosfato, dos sistemas enzimaticos de

biossintese de acido clavulanico e cefamicina C pelo fosfato.

2.5.3. Regulagao por Fonte de Carbono

A glicose, que é uma eficiente fonte de carbono para crescimento microbiano, tem
efeito negativo sobre a sintese de diversos metabolitos secundarios (Vining, 1986). Fontes de
carbono e energia de facil assimilagao favorecem o crescimento celular e os produtos do
catabolismo acabam por reprimir as enzimas responsaveis pela biossintese de metabdlitos
secundarios (Drew e Demain, 1977). Polissacarideos, oligossacarideos e 6leos constituem,
frequentemente, fontes de carbono mais eficientes para a produgéo destes metabdlitos (Inoue,
2001).

Zhang e Demain, (1992) relatam que uma peculiaridade do Streptomyces clavuligerus
€ a sua incapacidade de assimilar glicose. Tal fato é devido a incapacidade deste
microrganismo de transporta-la através de sua membrana.

Diversos estudos tém sido realizados utilizando outras fontes de carbono e energia

como o glicerol, éleos e amido para a sintese de antibiéticos utilizando este microrganismo.
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2.5.3.1. Oleos como Fonte de Carbono

Oleos sao fontes de carbono de lenta assimilagdo, além de constituirem uma eficiente
fonte de energia (Stanbury et al., 1995).

Lipidios e 6leos sao considerados componentes essenciais do meio na industria de
antibidticos porque possuem propriedades naturais como antiespumantes, por apresentarem-
se como uma fonte alternativa de carbono e, segundo Large et al. (1999), também podem
aumentar a produgéo de metabdlitos secundarios.

Diversos pesquisadores tentaram elucidar a atuagéo dos 6leos e seus acidos graxos na
producéao de antibidticos.

Maccarty et al. (1955) estudaram os efeitos de 6leos e acidos graxos na produgao de
fungicromina por Streptomyces cellulosae. Ao realizarem experimentos em incubador rotativo,
verificaram que quando o meio de cultivo apresentava glicose como fonte de carbono, a
producgéo de antibidtico foi de aproximadamente 100 mg.L'1 e quando utilizaram 6leo de soja na
mesma concentragéo, a concentracao final de antibiético foi de 1000 mg.L'1, no entanto, o uso
simultaneo de 6leo de soja e glicose resultou em uma concentragao final de antibiético de
aproximadamente 2000 mg.L'1. Nos ensaios em fermentador, foi possivel acumular produto
somente quando foram utilizados glicose e 6leo de soja, simultaneamente. Quanto aos acidos
graxos insaturados, os autores concluiram que o acido linoléico e o acido ricinoléico foram
téxicos nas condi¢cdes empregadas e que somente o acido oléico e seus ésteres foram efetivos
na substituicdo do 6leo de soja. Dentre os acidos graxos saturados, apenas o acido palmitico
foi eficaz no aumento de producdo, quando resultou num acumulo de 600 mg.mL'1 do
antibidtico fungicromina.

Park et al. (1994a), estudaram a influéncia do 6leo de soja na produgado de cefamicina
C por Streptomyces sp P6621, e observaram que elevadas concentragdes iniciais de 6leo de
soja resultavam numa baixa produgdo, obtendo a maéaxima producdo de cefamicina C
(1,99 g.L") na menor concentragdo inicial de dleo estudada (7 g.L"), que os autores
relacionaram com o acumulo de acidos graxos livres no meio.

Park et al. (1994b) relatam que os produtos de decomposi¢édo do dleo de soja (glicerol

e acidos graxos insaturados) podem ser parcialmente consumidos pelas células e grande parte
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€ acumulada, agindo como inibidores na produgédo de Cefamicina C. Os autores identificaram o
acido linoléico como o mais toxico para o microrganismo. Verificaram que concentragbes de
acido linoléico acima de 0,2 g.L’1 inibiam completamente o crescimento celular. Com isso,
obtiveram uma linhagem mutante de Streptomyces sp com tolerancia a concentragbes maiores
de acido linoléico, verificando nos ensaios realizados uma produgéo 55% maior do que aquela
resultante da linhagem selvagem.

Lee & Ho (1996), estudaram a utilizagdo de varias fontes de carbono na producédo de
acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus NRRL 3585 (ATCC 27064), onde foi verificada
uma maior produtividade de acido clavulanico na presenga de 6leo de palma, como fonte de
carbono e energia, na composi¢cao do meio de cultura.

Inoue (2001) estudou a influéncia da concentragao inicial de dleo de soja e de seus
principais acidos graxos na producao de salinomicina através de fermentagdo submersa de
Streptomyces albus. O autor constatou que nas condigbes iniciais empregadas (6,10,12%
(p/v)), nao foi verificada diferencga significativa no crescimento celular e na concentragao final
do antibidtico, mas constatou que na concentragdo inicial de 6%, a quantidade de dleo
consumido foi aproximadamente 16% menor em relagdo as demais concentragdes iniciais,
levando a um maior fator de conversao global de 6leo em salinomicina.

Maranesi et al. (2005) estudou a influéncia de 6leos vegetais (soja, milho e girassol)
na producéo de AC por S. clavuligerus em incubador rotativo verificando melhores resultados
em termos de producéo e produtividade em &cido clavulanico quando utilizou 6leo de soja. Em
seus experimentos, atingiu a produgdo de 722 mg.L'1 de acido clavulanico em 120 horas de
cultivo quando o meio de cultura continha 23 g.L’1 6leo de soja e glicerol como fonte de

carbono suplementar.

2.5.3.2. Metabolismo dos Lipidios

Os lipidios sdo substancias caracterizadas pela baixa solubilidade em solventes
polares, e alta solubilidade em solventes apolares. Sdo vulgarmente conhecidos como
gorduras e suas propriedades fisicas estdo relacionadas com a natureza hidrofobica de suas

estruturas, sendo todos sintetizados a partir da acetil-CoA.
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Sao encontradas diversas classificagcbes para os lipidios na literatura especializada,
entretanto, todas as classificacbes propostas baseiam-se em caracteristicas comuns as
diversas moléculas de lipidios existentes na natureza. Uma das classificagbes existentes seria
quanto a presenga ou nao de acidos graxos na sua composi¢ao.

Os lipidios com acidos graxos em sua composi¢cao sao saponificaveis, pois reagem
com bases formando sabdes. S&o as biomoléculas mais energéticas, fornecendo acetil-CoA
para o ciclo de Krebs.

Os acilglicerois (compostos com uma a trés moléculas de acidos graxos esterificados
ao glicerol) e os fosfolipidios s&o os principais representantes deste grupo, seguidos por ceras,
esfingolipidios e glicolipidios.

Os lipidios que nao contém &cidos graxos em sua composi¢gao ndo sao saponificaveis.
As vitaminas lipossoluveis e o colesterol sdo os principais representantes destes lipidios que
nao sao energéticos porém desempenham fungbes fundamentais no metabolismo.

Os lipidios apresentam diversas fungdes bioldgicas: sao elementos estruturais, atuam
como modificadores de proteinas, constituem reserva enérgica e derivados de acidos graxos
atuam como hormdnios ou mensageiros intracelulares (Stryer, 1996). Os ftrigliceridios
constituem fonte de energia bastante concentrada, pois se encontram na forma anidra e em
baixo grau de oxidagdo (Stryer, 1996). A combustdo completa de um odleo tipico leva a
liberagdo de 8880 kcal/kg de dleo, enquanto a oxidagdo de glicose leva a liberagdo de 3722
kcal/kg (Bader et al, 1984).

Os acidos graxos presentes nos sistemas bioldgicos apresentam, em geral, um niumero
par de atomos de carbono, sendo mais comuns os acidos graxos com 16 a 18 atomos de

carbono (Stryer, 1996). Alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Alguns exemplos de &cidos graxos, com seus homes comuns e férmulas adaptada
de Stryer (1996).

Atomos de  Ligacgdes

Carbono Duplas Nome Comum Férmula
12 0 Acido Laurico CH3(CH,)1,COOH
14 0 Acido Miristico CH3(CH,);,COOH
16 0 Acido Palmitico CH3(CH,)14COOH
18 0 Acido Estearico CH3(CH,)1sCOOH
16 1 Acido Palmitoleico CHs(CH,)sCH=CH(CH,);COOH
18 1 Acido Oléico CHs(CH,);CH=CH(CH,),;COOH
18 2 Acido Linoléico CH;(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
18 3 Acido Linolénico CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
20 4 Acido Araquiddnico CH3CH,(CH=CHCH,)4(CH,),COOH

As propriedades dos acidos graxos dependem do comprimento da cadeia, do seu grau
de saturagao e da presenga ou nao de ramificagdes. Os acidos graxos insaturados apresentam
menor ponto de fusdo que os acidos saturados com mesmo comprimento de cadeia. Os acidos
graxos de cadeia menor apresentam menor ponto de fusdo, assim como os acidos graxos de
cadeia ramificada (White, 1995; Stryer, 1996).

A maioria dos trigliceridios naturais s&o mistos, isto &, apresentam dois ou trés
diferentes acidos graxos por molécula.

Para que o lipidio seja utilizado como fonte de energia e carbono, é preciso que ocorra
a hidrolise do triacilglicerol pela acéo de lipases.

O dlicerol liberado na hidrélise é fosforilado e oxidado a dihidroxiacetona fosfato, que
entdo é isomerizado a gliceraldeido 3-fosfato. Este é um intermediario da vias glicolitica e
glicogénica. Entéo o glicerol pode ser convertido a glicose ou piruvato, desde que em presenca
de enzimas apropriadas. O processo inverso também pode ocorrer, glicerol e intermediarios
glicoliticos sdo prontamente interconvertidos (Voet et al., 2000).

Os acidos graxos liberados na hidrélise do triacilglicerol sdo degradados numa
sequéncia de quatro reagdes, conhecida como B-oxidagao.

Primeiramente ocorre a ativagdo do acido graxo, numa reagdo ATP-dependente,

catalisada pela acil-coA sintetase, formando a Acil-CoA graxa.
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A Acil-CoA graxa formada é entdo degradada via p-oxidagdo, conforme demonstrado
na Figura 2.6. A degradacgéo ocorre de 2 em 2 carbonos e o produto obtido pode ser submetido
a ciclos subsequentes até que se complete a oxidagao.

A primeira reacdo da degradacdo é a oxidagdo da Acil-CoA graxa catalisada pela
flavoenzima Acil-CoA desidrogenase, levando a formagéo do enoil-CoA com uma ligagao dupla
trans entre os carbonos o e B.

O préximo passo € a hidratagdo da dupla ligagéo entre os carbonos a e p pela enoil-
CoA hidratase para formar a L-3-hidroxiacil-CoA.

A reacao de oxidacgao pela L-3-hidroxiacil desidrogenase converte o grupo hidroxila do
carbono B num grupo ceténico com geragdo de NADH.

Na ultima reacao da B-oxidac&o, ocorre a clivagem entre os carbonos o e f numa
reacao de tiolise com CoA, catalisada pela B-cetoacil-Coa tiolase para formar acetil-CoA e uma
nova Acil-CoA contendo dois carbonos a menos que no inicio da p-oxidagao.

Acidos graxos insaturados (tais como o oléico) sdo submetidos &s mesmas reacdes até
que se forme o cis-A® enoil-CoA que é entdo isomerizado a trans-A? enoil-CoA pela acéo de

hidratase especifica (Meirelles, 1997).



Revisao Bibliografica

iR g
|
CH;—(CHzn— (y— Ca— C—SCoA
H H

Aril-CoA Graxa

1 FAD
/E;-COA

desidrogenase
FATH,
L]
oy
CHz;— (CHan— (|:1= C— C—3Coh

H

trans-A%-Ennil-CoA

P HyO
enol-Cod dratase

i i
|

CH;— (CHpln— C'— CHy— C—5CoA
CH

3-L-Hidroxacil- CoA
MADT
3-L-hdromacil-Cod

desidrogenase

ADH+H'

Il Il
CHz;—(CHyin— C— CHy— C— SCod
p-Cetoacil-Coi

4 CobdsH
G-Cetoacil-Cod tiolase

T T
CH;—(CHpin— C—38Ceh  + HaC—C—3CoA

Acil-CoA Graxa Acetil-CoA
{2 atomnos de C mais curta)

Figura 2.6. B- oxidagao da Acil-Coa graxa (Voet et al., 2000)

22



Revisao Bibliografica 23

2.5.3.3. Lipases

Para investigar a ligagédo entre os lipidios exdgenos na fermentacdo e os precursores
na sintese de antibidticos é preciso obter informagdes sobre as enzimas envolvidas no
metabolismo dos lipidios.

Lipases (glicerol éster hidrolase EC 3.1.1.3) sdo enzimas capazes de catalisar a
hidrélise de ligacdes éster de triacilglicerdis de cadeias longas de acidos graxos, formando
acidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilglicerdis e glicerol (Brocherhoff e Jensen, 1974,

apud Meirelles, 1997).

o
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Triacilglicerol Glicerol Acidos Graxos

Figura 2.7. Reacgao de hidrolise do triacilglicerol catalisada por lipases (Stryer, 1996)

Uma vez incorporados pelas células, os acidos graxos entram no ciclo de B-oxidagédo para
liberar acetil ou propionil coenzima A (CoA), que sdo precursores na formagao de muitos antibiéticos.
Ainda, tal processo de hidrolise libera gradativamente moléculas de glicerol, que sdo consumidas
como fonte de carbono e energia sem a ocorréncia de repressao catabolica (Large et al , 1999).

As lipases atuam na interface 6leo — agua, onde o primeiro substrato (S) reage com a
enzima (Es*) num passo de acilagdo para formar uma acil-enzima (E*) e o primeiro produto (P). O
segundo substrato (S,), que geralmente é a agua, entdo reage com a acil-enzima numa etapa de
desacilagado para formar o produto (P,,) € a enzima livre. A representagéo da atuagao das lipases esta

expressa na Figura 2.8.
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Figura 2.8. Atuacgao da lipase (Muralidhar et al., 2002)
(E: lipase dissolvida inativa; E*: lipase dissolvida ativa; Es*: lipase adsorvida ativa; Ei*: lipase
adsorvida inativa; S,,: substrato soluvel em agua; S: substrato insoluvel em agua; E*S,, e E*S:

complexos lipase-substrato; Pw e P: produto na fase aquosa e lipidica, respectivamente).

Devido as lipases agirem na interface 6leo-agua, a velocidade de hidrélise € uma fungéo
direta da area superficial da interface. Em microrganismos onde a atividade da lipase esta associada a
célula, a interface seria a propria superficie celular e os acidos graxos poderiam ser transportados
diretamente para o interior da célula. Sob estas condi¢des, ndo haveria acumulo de acidos graxos no
caldo fermentativo, reduzindo os problemas de toxidade.

O pH étimo de atuagéo das lipases microbianas € entre 5,6 e 8,5 (Alford & Pierce, 1961), e
a maioria das lipases tem temperatura 6tima entre 30 e 40°C. Nos ensaios de Large et al. (1999), foi
verificada a maxima atuagao da lipase de Streptomyces clavuligerus em pH 7.4, sob condi¢bes de
temperatura constante a 28°C.

Em termos de quimica enzima-substrato, a atividade das lipases pode ser dividida em
tiposeletividade (habilidade para hidrolisar um tipo particular de éster de &acido graxo),
regioseletividade (habilidade para hidrolisar grupos éster carboxilicos nas posicbes sn-1 e sn-3
quando comparadas com a posicdo sn-2) e estereoseletividade (habilidade para diferenciar dois

enantiomeros num substrato racémico).
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Os mecanismos envolvidos na indugédo da atividade das lipases foram amplamente
estudados (Gilbert et al., 1991). Sabe-se que, qualquer que seja o microrganismo envolvido ou
a localizacao da lipase, a fonte de carbono é essencial para a atividade da enzima, estimulando
ou inibindo esta atividade. Gilbert et al. (1999) relata ainda que na composi¢do do meio de
cultura, a fonte de carbono a base de lipidios mostrou-se necessaria para a produgédo de
lipases, embora seu papel na sintese e estimulacdo destas enzimas n&o seja ainda bem
entendido.

Nos estudos de Large et al. (1999), a atividade das lipases em Streptomyces clavuligerus foi
detectada somente na presenga de 6leos. Os estudos ainda mostraram que se somente lipidio for
usado como fonte de carbono, a atividade das lipases é detectada imediatamente, diferentemente da
situagdo na qual o meio de produgao nao contém dleos, em que nenhuma atividade foi detectada,
sugerindo, assim, que dleos induzem a sintese ou estimulam a atividade das lipases.

Peacock et al. (2003), também verificaram esse comportamento em cepas de Streptomyces
lividans quando estudaram a producao do antibiético actinorhodin utilizando glicose e trioleina como
fontes de carbono.

A atividade das lipases € um fator importante para o desempenho do processo, pois, quando
elevada, leva ao acumulo de acidos graxos livres no meio, os quais, acima de determinada
concentragdo, podem levar a inibigdo do crescimento e da produgéo (Park et al., 1994).

Com base nas informagbes da literatura citada quanto ao emprego de lipidios em
caldos de fermentagéo para produgéo de diversos metabdlitos secundarios, o estudo do cultivo
em batelada de Streptomyces clavuligerus para a produgdo de AC empregando essa fonte de
carbono aliada a concentragéo ideal de fontes de nitrogénio presentes no meio de cultura de
producéo representa uma grande contribuicdo para o estudo do processo de produgéo deste

importante farmaco.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Microrganismo

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

contendo 10% v/v de glicerol.

3.1.2. Meios de Cultura

3.1.2.1. Meio de Cultura de Reativagao

Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativacao proposto por Rosa et
al. (2001), descrito na Tabela 3.1. O pH foi ajustado em 6,8 e o meio de cultura foi esterilizado
a 121°C por 15 minutos.

Tabela 3.1. Meio de cultura para reativagao do microrganismo

Concentracao
Glicerol (g.L™") 15
Peptona bacterioldgica (g.L’1) 10
Extrato de levedura (g.L™") 1
Extrato de malte (g.L'1) 10
MOPS (g.L™" 21
K,HPO, (g.L™") 2,5
MgS04.7H,0 (g.L™") 0,75
Solucso de sais'” (1mL.L") 1

" Composicdo (g.L"): MnCl,.4H,O, 1,0; FeSO,.7H,O, 1,0; ZnS0,.7H,O, 1,0; agua

destilada, g.s.p 1L.



Materiais e Métodos 27

3.1.2.2. Meios de Cultura de Produgao

A) Ensaios Preliminares em Mesa Incubadora Rotativa

Inicialmente foram utilizados quatro meios de cultura de produgéo para verificar a influéncia
da fonte e da concentragao de nitrogénio, na produgéo de acido clavulanico por Streptomyces
clavuligerus (Tabela 3.2). O pH de cada meio de cultura foi ajustado em 6,8 e, entdo, estes

foram esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Tabela 3.2. Meios de cultura de in6culo e produgéo para avaliagdo da fonte e da concentragéo

de nitrogénio.

BS1 BS2 BS3 BS4

"Farinha de soja desengordurada (NT g.L™ ) 1,6 3,2 - -
Samprosoy 90NB - - 1,6 3,2

Glicerol (g.L™") 10 10 10 10

Oleo de soja (g.L™) 23 23 23 23
MOPS (g.L™) 21 32,5 21 32,5

@Solugao de sais (10 mL.L™) 1 1 1 1
K.HPO, (g.L") 1,2 1,2 1,2 1,2

) Composicdo em nitrogénio total, “’'Composicéo vide Tabela 3.1

Como a farinha de soja desengordurada utilizada nestes ensaios apresenta em sua
composicao 50% p/p de proteina total e o hidrolisado protéico de soja, 92% p/p, foi fixada a
concentracéo de nitrogénio total em 1,6 g.L'1 para os meios de cultura BS1 e BS3; e para os
meios de cultura BS2 e BS4, essa concentragéo foi fixada em 3,2 g.L™.

Este procedimento foi adotado para garantir que os resultados em termos de produgao de
acido clavulanico fossem exclusivamente em funcéo da fonte e concentragdo de nitrogénio
total empregados nos meios de cultura.

Numa segunda etapa, foram realizados dois ensaios em mesa incubadora rotativa, para

avaliar a influéncia de concentracdo de lipidios na producdo de acido clavulanico. Nestes
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ensaios, os meios de cultura de in6culo foram iguais ao do meio de cultura BS1. Apds
preparagao do meio de cultura, o pH foi ajustado em 6,8, com posterior esterilizagdo a 121°C
por 15 minutos. As composi¢des dos meios de cultura de produgdo dos ensaios BS5 e BS6

estao descritos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Meios de cultura de producéo para avaliagdo da concentragao de 6leo de soja

utilizado como fonte de carbono.

BS5 BS6
"Farinha de soja desengordurada (NT g.L™) 1,6 1,6
Glicerol (g.L™") 10 10
Oleo de soja (g.L") 16 30
MOPS (g.L™") 21 21
@Solugao de sais (10mL.L™") 1 1
K,HPO, (g.L™") 1,2 1,2

") Composicdo em nitrogénio total, “’Composicao vide Tabela 3.1

B) Ensaios em Biorreator de Bancada

Foram realizados seis cultivos em biorreator convencional de bancada, sendo que os
meios de cultura de inéculo e produgao estdo representados na Tabela 3.4. Esses cultivos
tiveram o objetivo de se avaliar a influéncia da concentragdo de nitrogénio e de lipidios em
condigdes de agitacdo e aeragdo que assegurassem boa mistura ao meio reacional bem como

suficiéncia de oxigénio aos microrganismos.
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Tabela 3.4. Meios de cultura de inéculo e de produgao para avaliagao das concentragdes da
fonte de nitrogénio e de 6leo de soja utilizado como fonte de carbono.
BF1 BF2 BF3 BF4 BF5 BF6

"Farinha de soja desengordurada (NTg.L") 16 24 32 24 16 32

Glicerol (g.L™") 10 10 10 10 10 10

Oleo de soja (g.L'1) 23 23 23 16 16 16
®MOPS (g.L") 21 21 21 21 21 21
@Soluczo de sais (10mL.L™") 1 1 1 1 1 1

K,HPO, (g.L™) 12 12 12 12 12 12

“Anti-espumante (g.L™") 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

") Composigdo em nitrogénio total, “’Composicdo vide Tabela 3.1, “utilizado somente

na etapa de in6culo, “ ytilizado somente na etapa de produgao.

3.2. Equipamentos

3.2.1. Camara Asséptica

Para garantir uma manipulagdo asséptica do microrganismo, foi utilizada uma cémara
asséptica de fluxo laminar da marca VECO, contendo um bico de Bunsen e [dampada germicida

UV, em todas as etapas em que se fizeram necessarias.

3.2.2. Autoclaves

Alguns materiais envolvidos na realizagdo dos processos de fermentagdo, tais como
meio de cultura, solu¢des e suspensdes diversas, vidraria, reator, etc., foram esterilizados em

autoclaves marca FABBE, por 15 minutos a 121°C.
3.2.3. Ultrafreezer

As amostras para analise de acido clavulanico e glicerol bem como os criotubos
contendo os microrganismos foram armazenados em um biofreezer FORMA SCIENTIFIC a

uma temperatura de —70°C.
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3.2.4. Mesa Incubadora Rotativa

Ensaios preliminares, bem como as etapas de reativacdo e crescimento do
microrganismo, foram realizados em mesa incubadora rotativa marca NEW BRUNSWICK

SCIENTIFIC, INC., modelo G-25 com controles de temperatura e de freqiéncia de rotagao.

3.2.5. Centrifuga Refrigerada

As amostras dos cultivos foram centrifugadas em centrifuga com refrigeracdo modelo
5403 da marca EPPENDORF, com capacidade para seis tubos, podendo conter até 35 mL

cada um.

3.2.6. Medidor de pH

Os valores de pH foram medidos com o uso de pH-metro de bancada marca ORION

YSP710.

3.2.7. Rebmetro

Para as medidas reolégicas foi utilizado o redmetro LV-DVIII+ de cilindros concéntricos

marca BROOKFIELD ENGINEERING.

3.2.8. Biorreator de Bancada

Os experimentos foram realizados em biorreator de bancada da NEW BRUNSWICK

SCIENTIFIC, INC., modelo BIOFLO Ill com 4L de volume util, com controle de temperatura, pH,
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oxigénio dissolvido e rotagdo, bem como rotdmetro para aeragdo e bombas para a alimentagao

de meio de cultivo, adicao de antiespumante e solugdes de acido e de base.

3.2.9. Cromatégrafo

Para a realizagdo das analises de glicerol e acido clavulanico foram utilizados dois
sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca WATERS.
A) Andlise de glicerol: Sistema contendo duas bombas modelo 510, refratdmetro W410 e injetor
Rheodyne 7125.
B) Andlise de &cido clavulanico: Sistema com duas bombas modelo 515, detector PDA W996,

injetor automatico com controle de temperatura modelo W7170s.

3.3. Metodologia Analitica

3.3.1. Analise da Concentracgdo de Acido Clavulanico

A) Método Espectrofotométrico (Bird et al., 1982)

A concentragdo de acido clavulanico foi analisada através do método quimico
proposto por Bird et al. (1982). O método consiste na analise espectrofotométrica (A=311 nm)
do produto da derivatizagdo de acido clavulanico com imidazol.

O procedimento experimental foi o seguinte:

e Foram preparadas duas solugdes diferentes (A e B) em tubos de ensaio, com uma dada

amostra.

Solugéo A: adicionou-se 5 mL solugao de imidazol (6 g em 100 mL, pH 6,8) a 1
ml de amostra, sendo o branco composto pela solugédo resultante da mistura de 5 mL de

imidazol e 1 mL de agua.
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Solucado B: adicionou-se 5 mL de agua destilada a 1 mL de amostra, sendo o

branco a agua destilada.
e As solugdes foram aquecidas por 15 min a 30°C.

e Resfriou-se as solugbes e mediu-se as absorbancias (A=311 nm) das solugbes A e B.

E importante ressaltar que a relagdo entre as diferencas de absorbancias e a
concentragcédo de acido clavulanico é linear até 50 mg.L'1. Logo, as amostras tiveram que ser
diluidas adequadamente para ficarem dentro desta faixa.

Para obtengao da curva de calibragéo, ilustrada na Figura 3.1, foram preparadas solug¢des
padrdes de clavulanato de potassio de 10, 20, 30, 40 e 50 mg.L‘1. Os valores experimentais de
concentracao de acido clavulanico (Cac) e de diferengas de absorbancia (Abs) foram

relacionados por regressao linear, obtendo-se a seguinte equacao de calibragéo (Equacgao 3.1):

Cac (mg.L™") = 42,277* Abs + 0,1197 (R*=0,9996) 3.1

N
o
1
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o
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Concentragdo de AC (mg.L")

o
1
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Absorbancia

Figura 3.1. Curva de calibragao para determinagdo da concentragao de AC

Procedendo-se experimentalmente da mesma forma para as amostras, pode-se obter

os respectivos valores de concentragéo de acido clavulanico (Cac) ao longo dos cultivos.
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As amostras antes de serem analisadas foram submetidas a centrifugacéo a 4°C e

11000 rpm por 15 minutos, e a analise das mesmas se deu a partir do sobrenadante obtido.

B) Método Cromatografico (Foulstone e Reading, 1982)

Esse método baseia-se na determinagdo de um composto oriundo da derivatizagéo
do &cido clavulanico com imidazol, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Para a separacado do composto derivatizado utilizou-se, como fase estacionaria, uma
coluna C-18 p-Bondapak de 300 mm da Waters e uma fase mével composta de 6% (v/v) de
metanol e 94% (v/v) de tampé&o fosfato (0,1 M de KH,PO,; pH=3,2), a uma vaz&o de 1,0
mL.min™". Os picos foram detectados no comprimento de onda de 311 nm e tempo de retencao
préximo a 5 minutos. As concentragbes de acido clavulanico foram determinadas a partir de
uma curva de calibragdo obtida de solugao estoque 50 mg.L'1 de clavulanato de potassio em
agua (50, 75 e 100% v/v), oriundo do medicamento CLAVULIN® da Glaxo SmithKline
Farmacéutica, disponivel comercialmente.

Adotou-se o seguinte procedimento para cada amostra:

. A amostra foi centrifugada a 4°C e 11000 rpm por 15 minutos, e o
sobrenadante obtido foi congelado a -70°C para analise apds o término do cultivo.

. Apéds o término do cultivo, descongelou-se as amostras, dilui-se em tampao
acetato (pH 4,5, 1:2) e novamente centrifugou-se a 4°C, 11000 rpm por 15 minutos, para
retirada de sélidos em suspenséo.

. Retirou-se uma aliquota de 0,5 mL da amostra e adicionou-se a 0,5 mL de

imidazol ( 8,25 g em 50 mL, pH 6,8).

. A mistura reacional foi aquecida por 15 min a 30°C.
. Apds a reagao, a solugéo foi filtrada em membranas de 0,22 um.
. Colocou-se os tubos das amostras e da curva padrdo no carrossel do

cromatografo, sendo o sistema previamente estabilizado, no minimo com 4 horas de
antecedéncia.
. Os picos foram detectados a 311 nm e, de posse da curva padrdo gerada,

obteve-se os valores de concentracao de acido clavulanico para cada amostra.
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Cac (mg.L™")=2,71.10* * Area do pico (R*=0,999) 3.2

3.3.2. Analise de Glicerol

O dlicerol foi quantificado também por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando-se uma coluna Shodex KS 802 Lonpak (WATERS), agua Milli-Q como fase mével e
um refratdmetro como detector. O equipamento foi operado a 80° C com uma vazao de 1
mL.min™". A curva de calibragao foi obtida com solugéo de glicerol em agua com concentragdes
crescentes até 1 g.L’1. As amostras analisadas foram diluidas em agua para ficarem nesta faixa

de concentragao e filtradas em membranas de 0,22 um de didmetro de poro.

3.3.3. Avaliagao do Crescimento Celular

Devido a existéncia de solidos insoluveis no meio de cultura, a concentragao celular
foi avaliada indiretamente a partir de medidas reolégicas do caldo fermentativo utilizando um
redmetro BROOKFIELD ENGINEERING modelo LV-DVIII+. Com os dados obtidos e da relagao
entre a tensdo (t) e a velocidade de cisalhamento (y), dada pela equagéo 3.3, pdde-se tracar
graficos de t por y e, através de um método de regresséo nao linear, determinar K (indice de
consisténcia) e n (indice de comportamento de escoamento), que sdo os parametros utilizados,
neste caso, para se avaliar o crescimento celular a partir de correlagdes entre essas duas

variaveis.
n
=Ky 3.3

De posse dos valores de K, que é diretamente proporcional a concentragédo celular,
(Cx), é possivel se ter uma estimativa do crescimento microbiano, isto €, quanto maior o valor

de K, maior a concentracgao celular.
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3.3.4. Determinagao da Concentragao de Lipidios

Os lipidios totais presentes no meio de produgao foram quantificados pelo método
baseado na reacgao da sulfofosfovanilina (Postma e Stroes,1968). Neste método, os lipidios da
amostra reagem com acido sulfurico, formando o ion “carbonium”, que reage com o
grupamento carbonil ativado do reagente de cor (acido fosférico e vanilina), produzindo um
complexo de cor rosa, estabilizado por ressonancia, cuja absorbancia medida em 537 nm é
diretamente proporcional a concentragao de lipidios na amostra.

O procedimento consistiu em adicionar a tubos de ensaio com 0,2 mL de amostra, 4
mL de acido sulfurico concentrado. Essa mistura foi homogeneizada e colocada em banho
fervente por 10 minutos, seguido de resfriamento em agua gelada por mesmo periodo. A
mistura foi novamente homogeneizada e transferiu-se uma aliquota de 0,2 mL para tubos de
ensaio (para o branco foram adicionados 0,2 mL de acido sulfdrico concentrado), com posterior
adicdo de 4 mL solugdo de acido fosforico 85% p/v e 1 mL de vanilina 0,6% p/v (reagente de
cor). Os tubos foram agitados e colocados em banho a 37°C por 15 minutos.

Foram lidas as absorbancias em 537 nm e a curva de calibracao foi obtida com o meio
de cultura de produgéo utilizado em cada ensaio, com concentra¢des crescentes de 6leo de

soja comercial até 30 g.L™".

3.3.5. Determinacao de Carboidratos Totais

Os carboidratos totais foram determinados pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al.,
1956). Este método consiste na adigdo de fenol e acido sulfdrico concentrado que resultam
numa coloracao alaranjada na presencga de carboidratos.

Transferiu-se 1 mL de amostra para tubos de ensaio, seguido de adigdo de 1 mL de
fenol 5% p/v e acido sulfurico concentrado. Os tubos foram deixados em repouso por 15
minutos e depois colocados em banho com aquecimento a 30°C por 15 minutos. A absorbancia
foi lida em 488 nm e a curva de calibragdo foi obtida com solugdo de lactose em agua com

concentracdes variando de 10 a 160 mg.L'1.
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3.4. Procedimento Experimental

3.4.1. Ensaios em Mesa Incubadora Rotativa

Inicialmente foram realizados ensaios em mesa incubadora rotativa para a
determinagao de meio de cultivo apropriado para a continuidade do trabalho em biorreator de
bancada.

O procedimento para a realizagao dos experimentos foi descrito por Rosa et al.(2002).
Os ensaios consistiram em trés etapas: reativagdo do microrganismo, crescimento e produgao.

Primeiramente, 3,5 mL de suspensdo de células vegetativas de S. clavuligerus
mantidos em criotubos foram inoculados em Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL de meio
de reativagao e estes entao foram incubados por 24 horas a 28°C e 250 rpm.

Posteriormente, 5 mL de suspensdo foram transferidos para Erlenmeyers de 500 mL
contendo 45 mL de meio de cultura de in6culo, de mesma composi¢cdo do meio de cultura
principal. Esta etapa foi realizada a 28°C e 250 rpm por 24 horas.

Na etapa de producgao, transferiu-se o volume de suspensao de inéculo numa relagao
de 10% v/v, para um baldo de 3 L contendo o meio de cultura de produgado. Volumes de 50 mL
foram bombeados individualmente para erlenmeyers de 500 mL e mantidos em agitagdo em
mesa incubadora rotativa a 28°C e 250 rpm, dando inicio aos ensaios. O esquema

experimental dos ensaios em mesa incubadora rotativa esta representado na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Esquema experimental para os cultivos em mesa incubadora rotativa

Os cultivos tiveram aproximadamente 168 horas de duragao, retirando-se amostras de
12 em 12 horas, que foram analisadas quanto as concentragdes de glicerol, acido clavulanico,

lipidios totais, bem como a realizagdo das caracterizagdes reolégicas do mesmo.

3.4.2. Experimentos em Biorreator Convencional de Bancada

Foram realizados experimentos em biorreator convencional de bancada de 4 L de
volume util. As condigdes utilizadas durante os cultivos foram: 800 rpm, 28°C, 0,5 vvm e pH

6.8.
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O procedimento para a realizacdo dos ensaios em biorreator foi semelhante ao descrito
para os ensaios em mesa incubadora rotativa, somente diferenciado pelos volumes de meio de
cultura no reator (3,6 L) e de inéculo (0,4 L) e pelo controle de pH por adi¢cdo de solugdes de

HCI (2M) e NaOH (1M) ja que o meio de cultura utilizado no biorreator foi isento de MOPS.

ol

O procedimento experimental pode ser visualizado na Figura 3.3

>
. \-“-__
5,0mL
i 35mL X, CU:’

~
\.,_‘_\_\_‘—”_’_'_'__/

Criotubo de suspensac 50 mL de meio de cultura 400 mL de meio de cultura Biorreator de Bancada (4,0 L),

de células vegetativas de reativagéo, agitado de indculo agitado por 24 horas contendo 3,6L de Meio de

armazenado a -70°C,  por 24h a 28°C e 250 rpm Cultura de Produgao

em solucdo 10% (w/v)

de glicerol.

Figura 3.3. Esquema experimental para os cultivos em biorreator de bancada

As amostras foram coletadas do biorreator em intervalos de 6 a 8 horas, onde foram
realizadas as caracterizagdes reoldgicas da mesma e analises de concentragdo de acido
clavulanico, glicerol e lipidios totais apds centrifugacdo. Salienta-se que as analises de acido
clavulanico foram realizadas imediatamente apds cada amostragem, sendo este o pardmetro
determinante para o término do cultivo. As amostras provenientes dos cultivos para analise de
concentragcdo de acido clavulanico, lipidios totais e glicerol foram centrifugadas a 4°C, 11000
rpom por 15 minutos. As amostras que nao puderam ser prontamente analisadas, foram

congeladas a -70 °C para posterior analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaios em Mesa Incubadora Rotativa

Conforme descrito no item 3.1.2.2, estes ensaios foram realizados preliminarmente
com o intuito de definir a concentragao e a fonte de nitrogénio, bem como a concentragao ideal
de 6leo de soja do meio de cultura de producgéo para a etapa posterior de cultivos, realizados

em biorreator de bancada.

A) Avaliagao da Fonte e Concentracao de Nitrogénio

4.1.1. Ensaio BS1

Os resultados encontrados estéo ilustrados no grafico da Figura 4.1. Neste ensaio
utilizou-se 20 g.L”" de farinha de soja (equivalente a 1,6 g.L™' de nitrogénio total) e 23 g.L™" de

6leo de soja na composicdo do meio de cultura.
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Figura 4.1. Perfis de concentracao de lipidios (C.p), glicerol (Cgu), acido clavulanico
(Cac), carboidratos totais (Cct) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS1
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Analisando a Figura 4.1, verifica-se que a producdo de acido clavulanico teve inicio
quando a concentracado de glicerol se encontrava em valores baixos, esgotando-se por volta de
30 horas.

Em relacédo a concentragao de acido clavulanico, o valor maximo alcangado foi de 700
mg.L™" em 132 horas de cultivo. Esse resultado é o melhor obtido até o presente momento na
literatura em cultivos em mesa incubadora rotativa, acima do encontrado por Wang et al.
(2004), cerca de 670 mg.L'1 em cultivo com adi¢cdo do aminoacido ornitina.

Quanto a concentragdo de carboidratos totais presentes na farinha de soja, pode-se
observar que nao houve consumo durante o cultivo, evidenciando que as fontes de carbono
preferenciais foram glicerol e 6leo e que o principal papel da farinha de soja foi servir como
fonte de nitrogénio no meio de cultura.

Neste ensaio, o consumo de lipidios pelo microrganismo se deu apés o término do
glicerol, ou quando este se encontrava em pequenas concentracbes. Isto evidencia um
comportamento diauxico no processo fermentativo, ocorrendo inicialmente o uso da fonte de
carbono de facil assimilacdo para o crescimento celular e a ativacdo do metabolismo
secundario, e a subsequente utilizagdo de uma fonte complexa, no caso o 6leo de soja, para
crescimento, manutencéo celular e produgédo do composto desejado.

O indice de consisténcia, K, que representa de forma relativa o crescimento celular,
apresentou um perfil marcado por altos valores, chegando a 35 dina.cm?s" em 84 horas e

mantendo-se acima de 20 dina.cm?.s" até o final do cultivo.

4.1.2. Ensaio BS2

No cultivo BS2, cujos resultados estao ilustrados no grafico da Figura 4.2, verificou-se
um comportamento semelhante ao cultivo BS1 em todos os parametros avaliados, durante as

primeiras 40 horas do processo fermentativo.
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Figura 4.2. Perfis de concentragdo de lipidios (C.p), glicerol (Cg), acido clavulanico
(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS2

Principalmente no que se refere a concentragdo de glicerol presente no meio de
cultura, o consumo foi semelhante ao verificado no cultivo BS1, evidenciando uma preferéncia
de consumo por fonte de carbono de facil assimilagdo no inicio da fase de crescimento celular.

Neste cultivo, novamente houve consumo de 6leo de soja pelas células, mesmo que
menor, resultando numa grande quantidade de dleo residual. Este fato pode estar associado ao
baixo crescimento celular, com um valor de K maximo em torno de 20 dina.cm™.s" em 40
horas, seguido de pronunciada queda até o final do cultivo, evidenciando acentuado declinio da
concentracgao celular.

Apesar da adicdo de uma maior concentracdo do tampao MOPS, 32 g.L'1 na
composicao do meio de cultura de produgdo, ndo foi possivel assegurar a manutengao do pH
em 6,8, considerado 6timo para crescimento de Streptomyces clavuligerus e produgao de acido
clavulanico, o que refletiu principalmente na baixa produgéo de acido clavulanico (100 mg.L'1),

seguida de acentuada degradagéo.
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4.1.3. Ensaio BS3

No cultivo BS3, a fonte de nitrogénio original foi substituida por Samprosoy 90NB, um
hidrolisado protéico de soja, na mesma concentragdo de nitrogénio total do cultivo BS1. Os

resultados estdo expressos na Figura 4.3.

S —~eu A ‘ 450
5 o ’

2 5 {400
(]

) 350
=2 1

3 300
m T —~~
<~ 20 v
> 2507
] 1 o
© 5 200 €
— | 150 , 2
o 10 | e
£ 100
o ]

g 5 50
5 ,

¥ O 0

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)

Figura 4.3. Perfis de concentracao de lipidios (C.;p), glicerol (Cg.)), acido clavulanico
(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS3

De acordo com a Figura 4.3, pode-se verificar que a maxima concentragao obtida de
acido clavulanico foi 338 mg.L'1 em 110 horas, decrescendo depois desse periodo. Este
resultado foi em torno de 50% do maximo obtido na mesma concentragcdo de nitrogénio total
quando empregou-se a farinha de soja como fonte de nitrogénio, demonstrado no ensaio BS1.

Apesar da menor concentragéo de acido clavulanico verificada neste ensaio, o perfil de
crescimento celular, indicado pelo indice de consisténcia, K, foi muito semelhante ao do cultivo
BS1, indicando que as condi¢des do cultivo foram favoraveis ao crescimento.

O perfil de concentragédo de lipidios no meio foi similar aos anteriores, com inicio do
consumo apo6s o término do glicerol, com um residual de aproximadamente 14 g.L'1 no final do

cultivo.
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Conforme anteriormente mencionado, o cultivo BS3 apresentou na sua composi¢ao
uma concentragdo de nitrogénio total de 1,6 g.L'1, diferenciando-se do cultivo com meio BS1,
apenas pela fonte de nitrogénio empregada.

Em trabalhos anteriores realizados no DEQ-UFSCar, a utilizagdo de Samprosoy 90NB
gerou bons resultados, sendo adotado como fonte de nitrogénio padrao para os ensaios de
producédo de acido clavulanico.

Neste trabalho, na presenga de 6leo de soja, apresentou rendimento muito inferior em
contraste com os 6timos resultados obtidos com a farinha de soja.

Foi entdo proposta a confirmacéo dos dados de concentragédo de acido clavulanico pelo
método proposto por Foulstone e Reading (1982), (HPLC), reconhecidamente confiavel e
amplamente utilizada em trabalhos de produgédo de acido clavulanico reportados na literatura

atual. Os resultados comparativos estdo expressos no grafico da Figura.4.4.
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Figura 4.4. Comparagao dos resultados de concentragdo de acido clavulanico pelos
métodos de Bird et al., (1982) e Foulstone e Reading, (1982)

Analisando-se o grafico da Figura 4.4, pode-se perceber que os resultados de
concentracdo de acido clavulanico quando foi empregada a metodologia proposta por Bird et

al. (1982) foram ligeiramente superiores aquelas obtidas quando empregou-se a metodologia
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proposta por Foulstone e Reading, (1982), e a diferenca foi maior para as amostras com maior
concentragao de acido clavulanico.

Cabe ressaltar alguns pontos importantes quanto a curva apresentada:

As analises pelo método espectrofotométrico foram realizadas imediatamente apés a
amostragem, sem congelamento das mesmas, exceto para os dois pontos correspondentes as
96 e 120 horas de cultivo. Essas amostras foram inicialmente analisadas pelo método de Bird
et al. (1982), depois foram preservadas congeladas até o final do cultivo, sendo depois a
analisadas pelo método cromatografico. Depois de realizada anadlise cromatografica, e as
amostras terem sido novamente congeladas, foi verificado que a diluigdo empregada na analise
inicial (espectrofométrico) estava incorreta, devido a alta concentracdo de solidos em
suspensao presente nestas amostras, resultando em altas absorbancias, fora da faixa de
linearidade da curva padrdo. Entdo a amostra foi novamente descongelada, diluida e re-
analisada pelo método do Bird et al. (1982).

O efeito da degradagéo do acido clavulanico pelo congelamento da amostra, mesmo
que pequeno, ficou evidente quando o ultimo ponto da curva foi coincidente, justamente porque
nesse momento foi possivel realizar a analise simultaneamente pelas duas metodologias, sem
a necessidade de congelar a amostra para preservacgao.

Os resultados desse cultivo nem poderiam ser diferentes, observando-se que as duas
metodologias baseiam-se no mesmo principio de derivatizagdo do acido clavulanico com
imidazol, gerando um produto estavel cuja absorbancia pode ser lida em 311 nm e relacionada
com a concentracao de acido clavulanico presente na amostra.

Com base nesses resultados e levando em consideracao a facilidade de manuseio das
amostras com um menor numero de etapas e pela possibilidade de realizar as analises
prontamente apés a amostragem, sem a necessidade de congelamento, foi adotada a
metodologia de Bird et al. (1982) como padrdo para todos os ensaios, sem qualquer
necessidade de confirmagéo por HPLC, observando necessariamente alguns cuidados.

Para evitar a repeticdo de erros na diluicdo das amostras pelo método
espectrofotométrico, foi adotada a diluigdo padrdo 1:25 para todas as amostras. Essa diluigdo
mostrou-se adequada, pois no inicio do cultivo onde ha menores concentragbes de acido

clavulanico, ha também uma maior concentragdo de sodlidos em suspensdo, elevando as
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leituras de absorbancia do branco e da amostra. Ja ao longo do cultivo, com menores
concentragdes de insoluveis, ha o aumento da concentracdo de acido clavulanico, que a
absorbancia pode ser lida dentro da faixa de linearidade da curva. A necessidade de diluir a
amostra numa maior razdo devera observar a maxima absorbancia lida na curva padréo, no

caso para concentragao de 50 mg.L'1 de acido clavulanico.

4.1.4. Ensaio BS4

Os resultados do ensaio BS4, equivalente em concentragcdo de nitrogénio total do
cultivo BS2, no entanto utilizando proteina isolada em substituicdo a farinha de soja, estédo

expressos na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Perfis de concentracao de lipidios (C.p), glicerol (Cgu), acido clavulanico

(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS4

Neste ensaio, os perfis de concentragbes de lipidios, glicerol e de indice de
consisténcia apresentaram o comportamento similar aos anteriores, porém a concentragdo
maxima de acido clavulanico, em torno de 50 mg.L'1 em 60 horas, foi marcadamente inferior a

todos os cultivos, o que pode ter ocorrido por diversos motivos, entre eles a inibigao pela
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concentracdo de nitrogénio presente no meio, a degradacdo do &cido clavulanico em pHs
alcalinos e até mesmo limitacdo por oxigénio dissolvido em cultivos em mesa incubadora

rotativa.

4.1.5. Comparacao dos ensaios BS1, BS2, BS3 e BS4

Nos cultivos BS2 e BS4 em mesa incubadora rotativa, o principal problema foi a
manuten¢do do pH em 6,8, o valor 6timo para a produgéo de acido clavulanico. Nesses cultivos
o pH permaneceu por mais horas de cultivo na faixa de pH alcalino. Mayer e Decker (1996)
relataram que o pH é um dos fatores de maior influéncia no bioprocesso de producgéo de acido
clavulanico, devido a esse produto degradar em grande velocidade em pHs acidos e alcalinos.

Comportamento similar com flutuagcées de pH foi verificado por Chen et al. (2003),
quando foi investigada a produgédo de éacido clavulanico em mesa incubadora rotativa com
arginina e ornitina na composi¢cao do meio de cultura. No trabalho citado, foi utilizado extrato
protéico de soja, com alimentagbes de ornitina (0,25 mmol) e arginina (0,25 mmol) em
intervalos de 12 horas e os autores relacionaram o aumento do pH com a possivel produgao de
amoénia pelas células.

Os resultados dos quatro cultivos quanto a concentragdo de acido clavulanico estao

expressos na Figura 4.6.
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Figura 4.6. Perfis de concentragao de AC pra os cultivos BS1, BS2, BS3 e BS4 em mesa

incubadora rotativa

Analisando-se o grafico da Figura 4.6, observa-se o melhor desempenho do cultivo
BS1. Este meio de cultura com farinha de soja na menor concentragao de nitrogénio total
avaliada (1,6 g.L'1), possibilitou a manutengdo do pH em valores proximos a 6,8 ao longo de
todo o cultivo, apresentou também um bom crescimento microbiano, gerando uma maior
producao de acido clavulanico, sendo, portanto, o meio de cultura adotado como padrao para

ser utilizado na segunda etapa do trabalho, em cultivos em biorreator de bancada.

B) Avaliagao da Concentragéao de Lipidios

Definido o meio de cultura de produgdo para o prosseguimento do trabalho (BS1),
foram avaliadas diferentes concentracbes de 6leo de soja, para verificagdo desta variavel na

produgéo de acido clavulanico.
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4.1.6. Ensaio BS5

A Figura 4.7. ilustra o grafico dos resultados encontrados no cultivo BS5 em que se
utilizou o meio de cultura com 20 g.L'1 de farinha de soja (1,6 g.L'1 de nitrogénio total) e dleo de

soja na concentragéo de 16 g.L ™)
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Figura 4.7. Perfis de concentragdo de lipidios (C_p), glicerol (Cg), acido clavulanico
(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS5

Foi observado que no cultivo BS5, com menor concentragdo de dleo de soja, (16 g.L™),
o indice de consisténcia, K, alcangou valores pouco abaixo dos que foram observados no
experimento BS1, indicando um bom crescimento microbiano.

Quanto ao consumo total de lipidios, este foi de apenas 8 g.L‘1, Ou seja, a concentragao
de oleo residual foi similar a verificada nos cultivos anteriores, com maior concentragao inicial
de dleo (23 g.L ).

Como neste cultivo apresentava composi¢ao similar ao cultivo BS1, com 1,6 g.L'1 de
nitrogénio total, a concentragdo do tampao MOPS adicionada foi de 21 g.L'1 , que ao contrario
do que foi verificado no cultivo BS1, ndo foi suficiente para manutengao do pH em 6,8.

A maxima produgdo de acido clavulanico obtida foi de 165 mg.L'1 em 144 horas,
seguida de acentuada degradagdo, em consondncia com o maximo valor de indice de

consisténcia 23 dina.cm™.s".
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4.1.7. Ensaio BS6

No cultivo BS6 foi avaliada a influéncia da maior concentragdo de éleo de soja (30 g.L

1) na produgao de acido clavulanico, sendo os resultados ilustrados no grafico da Figura 4.8.
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Figura 4.8. Perfis de concentragdo de lipidios (Cp), glicerol (Cg), acido clavulanico

(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BS6

No cultivo BS6, o indice de consisténcia (K) alcangou maiores valores do que o
verificado no cultivo BS5, o que mostra um bom crescimento do microrganismo. Quanto a
concentracdo maxima de &cido clavulénico, em torno de 225 mg.L'1 (168 horas), nota-se que
estd bem abaixo daquele observado no cultivo BS1. Novamente houve problemas na
manuteng¢do do pH em 6,8. Houve um consumo maior de 6leo de soja (18 g.L'1) e o pH
alcangou maiores valores no final do cultivo, quando a concentracdo de oleo residual
apresentou valores constantes. Isso pode evidenciar que os acidos graxos livres liberados no
meio podem ajudar na manutencdo do pH, mas ao longo do cultivo, 0 acimulo destes pode

causar efeitos de inibicdo, reduzindo a biossintese do acido clavulanico.
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4.2. Ensaios em Biorreator

Partindo-se da condicdo da composi¢ao do meio de cultura do cultivo BS1, com farinha
de soja como fonte de nitrogénio, foram realizados cultivos em biorreator de bancada, variando-
se concentragdes de fonte de nitrogénio e de 6leo de soja para avaliagdo de produgao de AC

em condi¢des controladas de pH por adi¢gao de acido e base.
4.2.1. Ensaio BF1

Os resultados do cultivo BF1, com meio de cultura com 20 g.L'1 de farinha de soja e 23
g.L'1 de dOleo de soja estao ilustrados no grafico da Figura 4.9. Neste cultivo foi empregado o
mesmo meio de cultura de produgdo BS1, com o intuito de verificar a produgdo de acido

clavulanico do meio de cultura que gerou os melhores resultados em mesa incubadora rotativa.
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Figura 4.9. Perfis de concentragdo de lipidios (Cp), glicerol (Cg), acido clavulanico

(Cac), indice de consisténcia (K) e concentragao de oxigénio dissolvido (OD)

do ensaio BF1
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Observando-se a Figura 4.9, pode-se verificar que o consumo de glicerol pelas células
se deu nas primeiras 30 horas de cultivo, evidenciando o comportamento apresentado em
todos os cultivos em mesa incubadora rotativa.

Foi verificado também que a concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) teve seu valor
minimo coincidente com a exaustdo do glicerol. Apds esse periodo, a concentragdo de OD
voltou a aumentar chegando até o maximo de 94%, e novamente diminui durante a fase de
consumo de 6leo de soja, permanecendo em torno de 80% até o final do cultivo, indicando que
nao houve limitagao por falta de oxigénio dissolvido.

O maximo valor do indice de consisténcia (k) obtido foi 25 dina.cm?.s", permanecendo
por longo periodo acima de 20 dina.cm®.s". Este perfil de crescimento celular foi verificado no
ensaio em mesa incubadora rotativa com mesma composi¢do do meio de cultura (BS1).

O consumo de lipidios, como verificado nos cultivos anteriores, se deu imediatamente
apos o consumo do glicerol, sem que fosse necessaria qualquer adaptagdo do microrganismo
para o consumo desse substrato. Este comportamento também foi verificado por Large et al.
(1999).

A concentragdo de o6leo residual foi em torno de 10 g.L'1, semelhante ao que foi
verificado em mesa incubadora rotativa, com consumo total em torno de 13 g.L™".

A produgdo maxima de acido clavulanico obtida (670 mg.L'1) foi similar ao verificado
em ensaio em mesa incubadora rotativa, no entanto em 94 horas de cultivo, evidenciando que
com essa composicdo de meio de cultura, a producdo em mesa incubadora rotativa foi
prejudicada pela falta de oxigénio fazendo com que a produgao maxima fosse alcangada num

tempo maior de cultivo.

4.2.2. Ensaio BF2

O ensaio BF2 foi realizado utilizando meio de cultura com 30 g.L'1 de farinha de soja
(2,4 g.L’1 de nitrogénio total) e 23 g.L'1 de 6leo de sojas estando os resultados apresentados no

grafico da Figura 4.10.
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Figura 4.10. Perfis de concentragao de lipidios (Cp), glicerol (Cg), acido clavulanico
(Cac), indice de consisténcia (K) e concentragao de oxigénio dissolvido
(OD) do ensaio BF2

Este cultivo foi marcado pela alta viscosidade do caldo de fermentacdo, com um K
maximo préximo de 42 dina.cm?s", permanecendo por um longo periodo acima de
30 dina.cm™s".

O aumento da concentracao de farinha de soja refletiu diretamente no crescimento
celular, mas néao influenciou no consumo de éleo de soja, resultando numa alta concentragédo
de dleo residual, em torno de 13 g.L™".

A producdo de acido clavulanico maxima obtida foi de 657 mg.L'1 em 72 horas,
representando uma antecipacgao de 20 horas em comparagao com o cultivo BF1, para se obter

semelhante produgdo maxima.

4.2.3. Ensaio BF3

No ensaio BF3 utilizou-se meio de cultura contendo 40 g.L’1 de farinha de soja (3,2 g.L’1
de nitrogénio total) e 23 g.L'1 de dleo de soja Os resultados desse cultivo estao ilustrados no

grafico da Figura 4.11.
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Figura 4.11. Perfis de concentragao de lipidios (C ), glicerol (Cg), acido clavulanico
(Cac), indice de consisténcia (K) e concentragao de oxigénio dissolvido

(OD) do ensaio BF3

Este ensaio, foi uma reprodugcédo do ensaio BS3 em biorreator de bancada, agora em
condi¢cdes favoraveis de controle de pH, que foi determinante para os ensaios em mesa
incubadora rotativa com emprego de altas concentragdes de nitrogénio total na composigao do
meio de cultura.

A maior concentragdo de nitrogénio total (3,2 g.L'1) nao influenciou no consumo de
glicerol, que foi completamente exaurido entre 24 e 30 horas de cultivo, no entanto, o
crescimento celular foi nitidamente inferior ao cultivo BF2, quando foi empregada uma menor
concentragao de farinha de soja.

Uma peculiaridade do perfil de K representado neste cultivo, foi a pronunciada queda
do indice de consisténcia, K, logo apds curto periodo de maximo crescimento, sugerindo que o
consumo rapido de altas concentragdes de nitrogénio, gera produtos de degradagdo que sao
altamente toxicos para as células, causando excessiva fragmentagéo das hifas.

O consumo de lipidios se deu numa maior velocidade entre 24 e 30 horas, logo apds a
exaustdo do glicerol. Pode-se notar um aumento da concentracéo de lipidios no caldo apds

esse periodo, que pode ser indicadora do momento que ocorreu a acentuada morte celular.
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Uma vez que os acidos graxos podem ser usados como fonte imediata de energia e também

como componentes de reserva energética, altas velocidades de lise celular podem gerar um

acumulo destes componentes no caldo de fermentagao.

Neste ensaio, mesmo em condi¢bes de menor crescimento celular, a produ¢do maxima

de acido clavulanico obtida foi de 796 mg.L'1 em 74 horas de cultivo.

4.2.4. Ensaio BF4

O ensaio BF4 foi realizado utilizando meio de cultura contendo 30 g.L'1 de farinha de
soja (2,4 g.L™" de nitrogénio total) e 16 g.L™" de 6leo de soja. Como no cultivo BF2, obteve-se
bom crescimento celular, objetivou-se nesse cultivo obter menor concentragéo residual de dleo

de soja. Os resultados obtidos estao representados no grafico da Figura 4.12
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Figura 4.12. Perfis de concentracido de lipidios (C.p), glicerol (Cg.), acido clavulanico
(Cac), indice de consisténcia (K) e concentragao de oxigénio dissolvido

(OD) do ensaio BF4

Com vista a alta concentracdo de o6leo de soja residual do meio BF2, quando foi

empregada a concentragdo de 23 g.L'1 de 6leo de soja, investigou-se entdo a influéncia na
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producdo de &cido clavulanico quando empregada uma menor concentragdo de 6leo de soja
inicial, no caso 16 g.L'1.

Neste ensaio foi verificado que mesmo em menor concentragdo de 6leo de soja, o
cultivo apresentou alta densidade celular, representado pelo valor de K, acima de 30 dina.cm’
28", por longo periodo durante o cultivo.

Apesar de apresentar uma concentragdo de 6leo residual menor, em torno de 5 g.L'1, o]
consumo foi similar ao cultivo BF2.

Em termos de producdo de acido clavulanico, comparativamente com os cultivos
anteriores, este gerou os melhores resultados em termos de produgédo de AC em biorreator de

bancada, com a concentragdo maxima de 840 mg.L'1 em 79 horas de cultivo.
4.2.5. Ensaio BF5

Neste ensaio denominado BF5, o meio de cultura apresentou na sua composi¢ao 20
g.L'1 de farinha de soja (1,6 g.L'1 de nitrogénio total) e 16 g.L'1 de dOleo de soja, dando sequéncia
aos experimentos com menor concentragdo de 6leo de soja visando uma menor concentragao

residual desse substrato. Os resultados desse cultivo estao representados na Figura 4.13.
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Figura 4.13. Perfis de concentracdo de lipidios (C.p), glicerol (Cg.), acido clavulanico

(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BF5
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Pode-se verificar que semelhante ao cultivo BF1, com mesma concentracdo de
nitrogénio total, que o valor maximo do indice de consisténcia (K) atingido ao longo do cultivo
foi de 28 dina.cm™.s", evidenciando uma relagao direta entre a concentragéo de farinha de soja
e o crescimento celular. Diferentemente do que ocorreu em todos os ensaios anteriores, ao
final do cultivo foi verificado um aumento do indice de consisténcia, até aproximadamente 22
dina.cm?s" , no entanto, nesse momento do cultivo a producdo de &cido clavulanico ja
apresentava um perfil de queda, provavelmente pela exaustdo de outros nutrientes aliada ao
acumulo de subprodutos indesejaveis no caldo.

Quanto ao consumo de 6leo de soja, este substrato foi quase completamente exaurido,
apresentando no final do cultivo uma concentragéo residual de dleo de soja de apenas 1 g.L™.

A producdo maxima de acido clavulanico obtida foi de 742 mg.L'1 em 78 horas de
cultivo, valor superior ao alcangado no cultivo BF1 com maior concentragao de 6leo de soja na

composi¢cado do meio de cultura de produgao.

4.2.6. Ensaio BF6

Nesse cultivo a composicdo do meio de cultura de produgao continha 40 g.L'1 de
farinha de soja ( 3,2 g.L’1 de nitrogénio total) e 16 g.L’1 de oleo de soja. Os resultados deste

ensaio estdo expressos na Figura 4.14.



Resultados e Discussao 57

—~ —o—K —s—Cpp —4—Cgq, —0—Cy¢
T, 90 R ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ 1000

10

K (dina.cm™.
(&)}

o

Tempo (h)

Figura 4.14. Perfis de concentragao de lipidios (C ), glicerol (Cg), acido clavulanico

(Cac) e indice de consisténcia (K) do ensaio BF6

Como observado nos cultivos anteriores, o glicerol presente no meio de cultura foi
completamente consumido em aproximadamente 30 horas, coincidindo com o inicio do
consumo do 6leo de soja.

A alta concentracdo de farinha de soja empregada neste ensaio favoreceu um alto
crescimento celular, confirmado pelo alto valor de K maximo alcangado, em torno de 45
dina.cm™.s" em 42 horas.

Apesar da alta concentragdo celular verificada neste cultivo, o 6leo de soja n&o foi
completamente consumido, apresentando um residual 2 g.L'1.

A concentragdo maxima de acido clavulanico obtida neste experimento (906 mg.L'1 em
84 horas) foi a maior de todos os ensaios realizados, seguida de acentuada degradagéo no

final do cultivo.
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4.2.7. Comparagao dos Cultivos em Biorreator de Bancada

Os perfis de crescimento celular em termos de indice de consisténcia (K) para os

cultivos em biorreator estao expressos no grafico da Figura 4.15.
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Figura 4.15. Perfis dos indices de consisténcia (K) dos ensaios BF1, BF2, BF3, BF4, BF5
e BF6

Verifica-se pela Figura 4.15 que nos cultivos com mesma composi¢cdo de nitrogénio
total (nas concentragbes de 1,6 € 2,4 g.L'1), os perfis de K se sobrepdem, independentemente
da concentracdo de 6leo de soja adicionada. Este comportamento nao foi verificado para os
cultivos com maior concentragéo de farinha de soja (BF3 e BF6).

Pode-se verificar também que na menor concentracéo de nitrogénio total, quando se
empregou 20 g.L’1 de farinha de soja, o valor maximo de K foi de 25,8 dina.cm®.s". Valor
semelhante foi verificado no cultivo BF3 (27,8 dina.cm™s"), com 40 g.L™" de farinha de soja na
composi¢cao do meio de cultura de producgao. Inicialmente acreditava-se que no cultivo BF1 a
concentragcdo de farinha de soja empregada poderia ter sido insuficiente e que no cultivo BF3
esta teria sido adicionada em excesso, hipotese que ndo se comprovou com os resultados

obtidos no cultivo BF6, que apresentou um alto valor de K maximo (45 dina.cm'z.s"). 0]
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crescimento celular no cultivo BF3 pode ter sido afetado, possivelmente por outros fatores
como, por exemplo, o estado fisiologico das células do inéculo transferidas ao fermentador ou
mesmo pelo cisalhamento excessivo do micélio, e ndo pela concentragdo de farinha de soja
propriamente dita presente no meio de cultura.

A presenca de altas concentragdes de nitrogénio no meio de cultura pode desencadear
alta velocidade de desaminacdo de proteinas, gerando alta concentracdo de substancias
toéxicas no caldo, supostamente aménia, ocasionando lise celular ou fragmentagao dos
micélios. Como demonstrado na Figura 4.13, a diminuicdo da densidade celular foi mais
acentuada nos cultivos em que foram empregadas maiores concentracgdes de farinha de soja.

O cultivo que gerou os melhores resultados quanto a produgéo de acido clavulanico foi
o cultivo com maior concentragdo de nitrogénio total na composi¢cdo do meio de cultura de
produgédo (3,2 g.L'1) e 16 g.L'1 de 6leo de soja, onde foi obtida a produ¢cdo maxima de 906

mg.L”" de AC em 84 horas, como verificado no grafico da Figura 4.16.
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Figura 4.16. Perfis de concentragdao de acido clavulanico (C,c) dos ensaios BF1, BF2,
BF3, BF4, BF5 e BF6

Verificou-se que o incremento na concentragado de acido clavulanico se deu lentamente

no cultivo BF1, quando a produgao de AC maxima obtida foi de 670 mg.L'1 em 94 horas, sendo
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que foram necessarias apenas 64 horas para se obter a mesma concentragdao de AC no cultivo
BF2, com a maior concentragéo de farinha de soja.

No cultivo BF3, com concentragao de farinha de soja de 30 g.L'1 (3,2 g.L'1 de nitrogénio
total), a produgdo maxima de AC foi 795 mg.L'1 em 74 horas, concentragao inferior a obtida no
cultivo BF4, que rendeu uma maior produgédo de AC, 840 mg.L'1, quando no meio de cultura
continha menor concentragao de lipidios.

Em todos os cultivos foi verificada pouca degradacdo do produto, mantendo a
concentracdo de AC em patamares altos até o final dos cultivos, mesmo quando os valores de
K estavam muito baixos, evidenciando que os fatores que causaram a diminuicdo na
viscosidade do caldo, provavelmente pela fragmentacdo do micélio, ndo ocasionaram
degradagéao do produto.

Nos cultivos realizados, independentemente da concentragdo de 6leo de soja
empregada, ndo houve exaustdo desse substrato. Os perfis de concentragdo de lipidios nos

cultivos realizados estédo apresentados na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Perfis de consumo de lipidios (C ) dos ensaios BF1, BF2, BF3, BF4, BF5 e
BF6
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Conforme ilustrado na Figura 4.17, ndo houve consumo de lipidios nas primeiras horas
do cultivo, quando a fonte de carbono preferencial foi o glicerol, consumido durante esse
periodo. Apdés o consumo do glicerol, a concentracdo de lipidios comegou a decrescer
imediatamente, sem necessidade de qualquer adaptagao das células para consumo do novo
substrato.

Peacock et al. (2003) em estudos sobre utilizagdo de substratos mistos em cultivos
com Streptomyces lividans também verificaram esse comportamento diduxico. Os autores
relataram que quando o meio de cultura continha apenas trioleina, a atividade da lipase era
rapidamente detectada. Diferentemente do que ocorria quando o meio de cultura continha
glicose e ftrioleina como fontes de carbono, onde as atividades da lipase e a B-oxidagéo
(principal via do metabolismo lipidico) s6 eram detectadas apds a exaustdo da glicose. A
presenca de glicose no caldo aparentemente reprimia a atividade da lipase, necessaria para
degradagéo da trioleina.

Independente da velocidade de consumo do d6leo de soja, a concentracdo residual
deste substrato foi semelhante em todos os cultivos com mesma concentragdo inicial.

Para os ensaios BF4, BF5 e BF6, quando foram empregadas menores concentragbes
de dleo de soja, apesar de menor concentragao de 6leo residual, o0 consumo deste substrato foi
semelhante aos outros cultivos, em torno de 12 g.L™.

A ocorréncia de 6leo residual em processos fermentativos em que sao utilizados esses
substratos insoluveis é amplamente reportada na literatura e alguns autores tentaram elucidar
as razbes dessa ocorréncia, principalmente no que se refere as condigcbes de aeragao,
agitacéo e atuacao de lipases no caldo.

A aeragdo e agitagdo mecanica desempenham um importante papel na utilizacdo de
lipidios em cultivos com microrganismos filamentosos, uma vez que os meios de cultura séo
caracterizados por altas viscosidades com requerimento de altas concentracbes de oxigénio
(Large et al. 1998), e o acumulo de 6leo na forma de gotas insoluveis acarretam problemas de
transferéncia de massa (Choi et al. 1996).

Como a lipase atua na interface 6leo-agua, o emprego de condigbes de aeracdo e

agitagdo adequadas, suficientes para fragmentar as gotas de éleo sem cisalhamento excessivo
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dos micélios, aumentaria a area interfacial gerando um incremento na disponibilidade do
substrato lipidico, diminuindo a sua concentragao residual.
Todos os ensaios foram marcados pela alta produtividade de AC, conforme

apresentado no gréfico da Figura 4.18.
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Figura 4.18. Produtividade de AC dos ensaios BF1, BF2, BF3, BF4, BF5 e BF6

Nos cultivos BF3 e BF6, realizados com maior concentracdo de farinha de soja
(40 g.L'™"), a produtividade maxima de 12,50 mg.L".h™" foi alcangada em 48 horas, e esse
mesmo valor foi alcangado em 61 horas no cultivo com 30 g.L'1 de farinha de soja e 16 g.L'1 de
Oleo de soja.

Os maiores valores de produtividade em acido clavulanico foram alcangados nos
cultivos com menor concentragédo de lipidios, e no cultivo BF6 esta permaneceu por longo
periodo em torno de 12 mg.L™.h™.

As altas producdes e produtividades em AC obtidas neste trabalho foram superiores
aquelas obtidas em cultivos de Streptomyces clavuligerus visando produgéo de AC reportadas
na literatura, sem adicdo de 6leo de soja, mesmo quando empregadas estratégias diferentes
de condugdo de processos fermentativos como batelada alimentada, cultivos continuos ou

mesmo em reatores de configuragao diferenciada. Para fins comparativos, alguns resultados de
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producdo e produtividade em AC em trabalhos que utilizaram linhagem selvagem de S.
clavuligerus e meios de cultura contendo glicerol e derivados de soja estéo relatados na Tabela
4.

Tabela 4.1. Comparagéo entre valores de produgéo (Cac) € produtividade (Pac) maximas em

AC publicados na literatura

Concentragdo maxima Produtividade
Tempo de )
de AC ] maxima de AC (mg.
4 cultivo (h) A
(mg. L") L".h7)
Mayer e Deckwer (1996)' 500 95 5,3
Teodoro (2004)’ 680 96 7,1
Chen et al. (2002)’ 240 70 3,4
Baptista—Neto (2005)° 579 23* 21,0
Cerri (2005)° 450 54 8,4
Presente trabalho 906 84 12,5

‘cultivo em batelada alimentada, “cultivo continuo, “cultivo em biorreator airlift, *tempo de

residéncia hidraulico.

As altas concentragoes de AC, aliadas a altas produtividades obtidas no presente
trabalho, quando foram operados cultivos em batelada em biorreator convencional com
linhagem selvagem de Streptomyces clavuligerus, sugerem que o 6leo de soja constitui uma
eficiente fonte de carbono e energia, promovendo o aumento da produgdo do composto de

interesse.

4.2.8. Correlacao entre Concentragdoes de Farinha de Soja (Crs) e de

Oleo de Soja (Cos) e Produgao de Acido Clavulanico

Numa tentativa que relacionar as concentragbes de farinha e de 6leo de soja com a
produgdo maxima de AC (Cacnax) NOS ensaios em biorreator, bem como avaliar a influéncia

dessas variaveis, foi proposta uma correlagdo que expressa pela Equagéao 4.1.

Cac,, =axChyxChg R%=0,90 4.1

mq

onde:
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Cks: concentragao de farinha de soja (g.L'1)

Cos: concentragéo de 6leo de soja (g.L™")

e os parametros estudados tiveram os seguintes resultados:
a: 1071,5 + 362,9
b: 0,281 + 0,059

c:-0,435+ 0,092

De acordo com os parametros obtidos pode-se avaliar que nessa faixa de condigbes
experimentais, um aumento na concentracdo de farinha de soja refletiu num aumento da
produgdo de AC. Influéncia diferente pode ser constatada para o pardmetro referente a
concentracdo de 6leo de soja, que pelo seu valor negativo evidencia que a maxima produgao
do produto de interesse é obtida quando é empregada uma menor concentracdo desse
substrato nas condi¢des estudadas. As influéncias das duas variaveis estudadas (Crs € Cos) na
producédo de AC apresentaram a mesma ordem de grandeza, no entanto, a influéncia de Cos
na produgéao de AC foi superior.

O bom ajuste da correlagdo pode ser observado pelos resultados expressos na Tabela
4.2, em que se contrastam os valores experimentais e calculados pela correlagdo e na Figura
4.19.

Tabela 4.2. Comparagao entre os valores de Cac.x experimentais e calculados pela Equagao
4.1

Cacmax experimental Cacnay calculada
Ces (L) Cos(gL™ Desvio (%)
(mg.L"™) (mg.L™)
BF1 20 23 657 635,3 -3,30
BF2 30 23 670 7129 6,40
BF3 40 23 796 773,6 -2,81
BF5 20 16 742 744.8 0,38
BF4 30 16 840 835,7 -0,51
BF6 40 16 906 906,8 0,09
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Pelo maior valor do parametro referente a influéncia da concentracdo de 6leo de soja

(-0,440), o ajuste foi claramente superior para os cultivos quando foi empregado 16 g.L” na

composi¢cado do meio de cultura.
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Figura 4.19. Comparacgao entre os valores experimentais e calculados de Cac,.x

Observando os resultados da Tabela 4.2 e Figura 4.19, pode-se notar o excelente
ajuste da correlagdo proposta (Equacdo 4.1) mesmo para o pequeno nudmero de pontos
experimentais, pois todos os desvios ficaram abaixo de 6,5% sendo a maioria abaixo de 3%.
Pela qualidade do ajuste pode-se assegurar que a correlagéo obtida € de grande utilidade para

prever a produ¢do maxima de AC em outras condicbes de cultivo utilizando essas fontes de

carbono e de nitrogénio.

4.2.9. Modelagem Qualitativa do Processo de Produgido de Acido

Clavulanico

Face aos resultados obtidos no presente trabalho relacionados com a produgao de AC
em cultivos utilizando-se meio de cultura contendo glicerol e 6leo de soja como fontes de

carbono e as discussdes acerca das influéncias desses substratos na produgédo de AC, neste
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item do trabalho sdo apresentadas algumas hipéteses para basear uma proposta de modelo
que descreva a producéo de AC.

O glicerol, um dos substratos utilizados neste trabalho, consiste numa eficiente fonte de
C para crescimento de linhagens selvagens de Streptomyces clavuligerus e desempenha um
importante papel como precursor na produgédo de AC, no entanto, quando presente em meios
de cultura em concentragbes acima de 15 g.L'1 pode inibir ou mesmo reprimir a produgédo de
AC (Romero et al.; 1984, Chen et al. 2002).

Os acidos graxos presentes no 6leo de soja fornecem material de reserva energética
que podem ser consumidos pela bactéria filamentosa e de acordo com Large et al. (1999) sao
responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios, incluindo varios compostos f3-
lactédmicos.

O uso de um meio de cultura composto de glicerol e 6leo de soja como fontes de
carbono representa uma estratégia para, inicialmente, favorecer o crescimento celular pelo
consumo do glicerol até a exaustdo. Posteriormente, assegura a demanda da manutencao
celular e favorece a produgdo de AC com o consumo do 6leo de soja, pois sua hidrolise
disponibiliza lenta e gradativamente glicerol e acidos graxos as células. A lipase em
Streptomyces clavuligerus se encontra aderida as células e os produtos da hidrélise sdo entao
transportados diretamente para o interior das mesmas, minimizando efeitos de represséo ou
inibicdo por estes substratos.

Levando em consideragdo o consumo diauxico dos substratos, a velocidade de
consumo de glicerol proveniente do 6leo de soja é controlada pela hidrélise e esta, entdo, pode
ser considerada a etapa controladora do processo.

Quando a lipase esta ativa em substratos solluveis, a atividade dessa enzima segue
modelos cinéticos normais a maioria das enzimas (Muralidhar et al., 2002). Assumindo o
modelo classico de Michaelis-Menten, a velocidade de hidrélise é proporcional a concentragéo
de lipidio (substrato) e a area interfacial das gotas de 6leo que estao em contato com o micélio,
que é fungao das condigbes de agitacdo e aeragao impostas ao caldo de fermentagao.

O processo em batelada com 6leo como substrato mimetiza um processo em batelada
alimentada, cuja velocidade de disponibilizagdo de glicerol e acidos graxos é controlada pela

concentracdo de 6leo e pelas condigdes de cultivo. Sendo isto verdade, desta forma, a
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velocidade de producao de AC é controlada pela velocidade de consumo de lipidio num cultivo
em batelada e pela velocidade de alimentagéo de glicerol e acidos graxos num eventual cultivo
em batelada alimentada.

Com base nessas suposi¢des, pode-se num trabalho seguinte elaborar um modelo
cinético baseado numa estequiometria que considere o crescimento celular, a hidrélise do

lipidio e a produgao de AC.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos em ensaios preliminares em mesa incubadora
rotativa, o meio de cultura com farinha de soja na menor concentragdo de nitrogénio total
avaliada (1,6 g.L'1), possibilitou a manutengdo do pH em valores préximos a 6,8 ao longo de
todo o cultivo, apresentando também um bom crescimento microbiano, gerando uma maior
producgdo de acido clavulanico (700 mg.L'1 em 132 horas de cultivo), sendo, portanto, o meio de
cultura adotado como padréo utilizado na segunda etapa do trabalho, em cultivos em biorreator
de bancada.

Os cultivos em biorreator de bancada apresentaram alta concentragao celular e
consumo incompleto de 6leo de soja, obtendo altas produgbdes e produtividade em AC. No
cultivo com concentracao de farinha de soja de 30 g.L'1 e 16 g.L'1, a producdo maxima de AC
foi de 840 mg.L'1 em 79 horas, concentracao inferior apenas a obtida no cultivo BF6 com 40
g.L'1 de farinha de soja e 16 g.L'1 de 6leo de soja, em que se obteve uma maior producéo de
AC, 906 mg.L™ em 84 horas.

Os resultados sugerem que a velocidade de hidrolise, fungdo de concentragdo de
lipidios, seja determinante na produgédo de AC, pois o sistema se comportou como um cultivo
em batelada alimentada a volume constante onde a disponibilidade dos substratos (glicerol e

acidos graxos) € definida pela concentragéo de lipidios no caldo de fermentagéo.



Sugestodes 69

6. SUGESTOES

Como sugestdes de continuidade do trabalho propde-se:
- realizagao de cultivos complementares com outras concentracdes de farinha de soja e 6leo de
soja para identificar melhores condi¢des para a produgéo de AC.
- proposta de um modelo para prever a produgdo de AC em meio contendo glicerol e lipidio
como fontes de carbono e energia e farinha de soja como fonte de nitrogénio.
- estudo da producédo de AC em batelada alimentada utilizando glicerol, AG e dleo de soja

hidrolisado ou ndo no meio de cultura suplementar.
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