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RESUMO

Muitas pesquisas microbiologicas e genéticas na industria farmacéutica sdo direcionadas
para 0 desenvolvimento de estratégias eficazes na manipulacdo de microrganismos, visando
a producdo de antibidticos conhecidos. No processo de obtencdo de &cido clavulanico (AC)
a partir de Streptomyces clavuligerus faz necesséario a implementacdo de um sistema de
conservacao da linhagem para manter a capacidade do microrganismo em questdo. Baseado
neste propdsito o objetivo deste trabalho foi testar diferentes estratégias de preservacdo nas
formas de esporos e células vegetativas de S. clavuligerus ATCC 27064 para garantir
condicBes 6timas de producdo de AC. Foram preparados 8 conjuntos de criotubos de células
vegetativas e avaliados durante 12 meses em relacdo ao numero de etapas de crescimento
(uma ou duas etapas de 24 horas), a influéncia da etapa de lavagem do micélio (lavados ou
ndo) e a concentracdo do agente crioprotetor (glicerol 10 ou 20% v/v). Dois conjuntos de
criotubos de esporos também foram avaliados em relacdo a concentracdo do agente
crioprotetor. Todos os cultivos foram realizados em mesa incubadora rotativa utilizando-se o
meio de cultura ISP1 para reativacdo e, meio complexo para producdo de AC. Avaliou-se
em todos os cultivos a morfologia, o crescimento celular, e a producdo de AC. Como
resultados principais obteve-se que a conservagdo de esporos com 10% de glicerol permitiu
uma viabilidade maior que a condi¢do E-20 durante os 360 dias de armazenamento, sendo
que a perda de producdo de AC apds 360 dias foi de 18% em comparacdo com a condi¢édo
E-20 que foi de 50%. As formas de preservacdo CL1-20 e CL2-20 foram as melhores
condicGes de preservacao (mais estavel) entre os criotubos preservados na forma de células
vegetativas. Em relacdo as producgdes de AC obtidas, o valor méximo alcancado foi de 1300

mg.L™ em 144 h, no modo de preservacdo CNL 2-20.
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ABSTRACT

A great deal of microbiological and genetic research in the pharmaceutical industry is
directed towards the development of effective strategies in the handling of microorganisms
seeking the production of antibiotics that already known. In the process of obtaining
clavulanic acid (CA) from Streptomyces clavuligerus, it is necessary to implement a system
of strain conservation to maintain the capacity of microorganisms. Therefore, the purpose of
this study was to test different preservation strategies of spores and vegetative cells of S.
clavuligerus ATCC 27064 in order to ensure optimum conditions for the production of CA.
Eight sets of vegetative cells stored in cryotubes were prepared, and they were evaluated for
12 months according to the number of growth stages (one or two 24-hour stages), the
influence of the mycelium washing stage (washed or not), and the concentration of the
cryoprotective agents (glycerol 10 or 20% v/v). Two sets of spores stored in cryotubes were
also evaluated according to the concentration of cryoprotective agents. All cultures were
performed in a rotating table incubator using the culture medium ISP1 for reactivation and
complex medium for the production of CA. Morphology, cell growth, and the production of
CA were evaluated in all cultures. The major findings were that the conservation of spores
with 10% glycerol (E-10) allowed a more viable condition that the E-20 during the 360 days
of storage, and the loss of CA production after 360 days was 18% but the condition E-20
was 50%. CL1-20 and CL2-20 were the best preservation conditions (more stable) for
vegetative cells stored in cryotubes. Regarding the production of CA obtained, the

maximum value was 1300 mg.L™ at 144 h in the CNL 2-20 preservation condition.

xii



Introducéo

1. INTRODUCAO

Os antibioticos sdo produtos do metabolismo secundario de microrganismos
que inibem o crescimento de outros microrganismos, mesmo quando utilizado em baixas
concentracGes. Comercialmente, os antibidticos usuais sdo produzidos primariamente por
fungos filamentosos e bactérias do grupo dos actinomicetos.

Um dos grupos de antibidticos mais importantes, historica e clinicamente, é o
grupo B-lactdmico. As penicilinas e a cefalosporinas séo antibidticos desse grupo, produzidos
industrialmente principalmente por linhagens mutantes altamente produtivas de fungos das
espécies Penicillium e Cephalosporium, respectivamente. Esses antibioticos inibem a sintese
do peptoglicano na formacéo da parede celular em células procaridticas. Como esse processo
é uma reacdo unica da bactéria, o antibiotico B-lactamico tem alta especificidade e toxicidade
relativamente baixa.

A eficécia antibacteriana dos antibidticos em geral vem diminuindo devido &
capacidade de algumas bactérias produzirem B-lactamases, enzimas que cliva o anel B-
lactdmicos desses compostos, que lhes conferem atividade antibacteriana. Esta resisténcia é
uma inevitavel consequéncia do processo seletivo pelo qual estes microrganismos estao
passando. As enzimas B-lactamases catalisam reacdes de hidrélise dos anéis B-lactdmicos de
penicilinas e cefalosporinas resultando em produtos sem atividade antibacteriana. Em 1977,
Reading e Cole publicaram um trabalho sobre a descoberta de um potente inibidor de (-
lactamases, o qual foi denominado &acido clavulanico.

O acido clavulanico (AC) é um composto [-lactamico relacionado
estruturalmente com as penicilinas e capaz de inativar uma ampla variedade de p-lactamases.
E um dos 21 metabdlitos secundarios oriundos de cultivos de Streptomyces clavuligerus, um
dos mais importantes microrganismos do ponto de vista industrial (Neves et al., 2001), A
producéo de AC requer condigOes especiais de cultivo como pH, temperatura, agitacéo e
aeracdo, além de fontes de carbono, nitrogénio, potéssio, fésforo, enxofre e oxigénio que
corresponde entre 80 e 90% do material celular seco (Moo-Young et al., 1995).

Algumas caracteristicas que distinguem o acido clavulanico de outros
inibidores de enzimas B-lactamases obtidas de actinomicetos sdo a sua capacidade de ser
extraido com solventes organicos do filtrado do caldo de cultivo a pH 2,0; sua alta
estabilidade em sangue humano; seu amplo espectro de inibicdo de B-lactamases e sua baixa

massa molar (Cole et al., 1985).



Introducéo

Streptomyces clavuligerus € uma espécie de bactéria do grupo dos
actinomicetos. Os actinomicetos formam hifas geralmente com didmetro entre 0,5 a 1,0um e
sdo encontrados em solos que apresentam pH entre 6,5 a 8, sendo 0 seu crescimento
desfavoravel em pHs menores que 5,0. E uma bactéria gram-positiva, primariamente
habitante do solo e semelhantes aos fungos. Existem varias espécies de Streptomyces
produtoras de antibidticos, entre eles S. jumonjinensis e S. katsuranomonus que também
sintetizam acido clavulanico (Butherworth et al., 1984).

A grande maioria dos processos biotecnologicos empregados na producao de
compostos comerciais ou na transformagdo de substratos em produtos de maior valor
agregado emprega linhagens microbianas. Contudo, o nimero de linhagens correntemente
utilizadas em biotecnologia e 0 nimero de produtos microbianos sdo relativamente limitados.
Dentre os grupos de microrganismos com grande potencial tecnoldgico destacam-se, entre
outros, os fungos basidiomicéticos, as mixobactérias, os actinomicetos e as bactérias de
ambientes extremos, com énfase especial para as alcalofilicas e as hipertermofilicas (Bull et
al., 1992).

Muitas pesquisas microbioldgicas e genéticas na industria farmacéutica sédo
direcionadas para o0 desenvolvimento de estratégias eficazes na manipulacdo de
microrganismos, visando a producdo de grandes quantidades de antibi6ticos conhecidos e
também novos compostos antibidticos. Para isso vale ressaltar a importancia do procedimento
de preservacdo ou conservacdo do microrganismo, preparacdo de criotubos e composicao dos
meios de cultura nos processos fermentativos para se obter 6timas producdes, associadas as
facilidades de manipulacdo e baixos custos, assim como facilitar as etapas posteriores de
separacdo e purificagdo do produto final, aspectos importantes a serem avaliados na
engenharia dos bioprocessos.

O desenvolvimento de processos fermentativos industriais se inicia pela
preservacdo e manipulacdo da linhagem produtora, uma etapa de primordial importancia cuja
elaboracdo depende de varios aspectos do processo como tipo de microrganismo e as
necessidades do bioprocesso quanto a concentracdo e forma de crescimento celular.

Na industria, como também em trabalhos de pesquisa relacionados com
processos fermentativos, ha necessidade do desenvolvimento de um protocolo de preservacao
da linhagem produtora. Isto tem como objetivo aumentar o periodo de preservacdo da
linhagem, mantendo propriedades biologicas como a capacidade de crescer e sintetizar o

produto de interesse com pequenos desvios entre cultivos, 0 que assegura a estabilidade do
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processo de producdo, com reflexos nas etapas posteriores de separacdo e purificagdo do
produto.

O objetivo desse trabalho foi obter um protocolo de preparacdo para a
preservacdo da linhagem de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. Foram propostos
diferentes formas de preservacgédo da linhagem, sendo monitoradas as propriedades desses por
um longo periodo de tempo (1 ano), como o crescimento e morfologia celular e,
principalmente a capacidade de producédo de acido clavulanico, na busca de condi¢bes 6timas

de manutengdo do microrganismo.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibioticos B-Lactamicos

Os antibidticos p-lactamicos sdo assim chamados por possuir em um anel -
lactdmico em sua estrutura. A Figura 2.1 mostra a estrutura de uma penicilina, exemplo tipico

de antibiotico B-lactamico.

i oanel
S -lactimico

Figura 2.1: Férmula estrutural de uma penicilina

O grupo dos antibioticos B-lactamicos pode ser dividido em cinco subgrupos,
dependendo do radical ligado ao anel B-lactamico, como ilustrado na Figura 2.2.

Praticamente todos os medicamentos desenvolvidos, desde a descoberta da
penicilina, ja possuem bactérias resistentes a seus efeitos, mostrando a capacidade desses
microrganismos em desenvolver mecanismos ou mutagOes para resistir aos efeitos dos
antibioticos. Neely e Holder (1999) apresentam varios dados sobre o aumento da resisténcia
de varias bactérias ao tratamento com antibiéticos, citando numerosos pesquisadores e
institutos de pesquisa em saude. Dos dados citados, destaca-se 0 aumento da resisténcia de
Klebsiella pneumoniae a ceftazidima que era de 0% nos periodos de 1978-1982 e foi para
16% nos periodos de 1993-1997.
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Figura 2.2 : Subgrupos do grupo dos B-lactamico

A resisténcia € uma inevitavel consequéncia imposta pelo processo seletivo e
pelo fregliente uso indiscriminado de antibioticos. Esta resisténcia aos antibioticos prejudica
os efeitos clinicos e financeiros das terapias empregadas, pelas altas taxas de morbidez e
mortalidade, longas durac@es nas hospitaliza¢des, aumento nos custos com seguros de saude,
administracdo de drogas alternativas caras e/ou tdxicas (Essack et al., 2001).

Para explicar a resisténcia de bactéria a acdo de antibidticos, Baggaley et al.
(1997), realizaram estudos sobre as bactérias resistentes as penicilinas e concluiram que essas
sdo capazes de produzir enzimas que clivam o anel B-lactdmico desse composto. Estas
enzimas sdo conhecidas como p-lactamases.

Existem varias maneiras de se evitar a acdo destrutiva das enzimas [-
lactamases: alterando a estrutura dos compostos B-lactamicos, fazendo com que estes fiqguem
insensiveis a hidrélise pelas B-lactamases e mantendo seu potencial antibiético (Hakimelahi et
al., 2002) ou utilizando um reagente que incapacite a acdo da enzima [-lactamase, em
conjunto com um antibiotico B-lactdmico que poderia, em condigdes normais, ser rapidamente
desativado pela enzima (Hakimelahi et al. 2002).

Embora tenham sido desenvolvidos antibidticos B-lactdmicos mais potentes
com a aplicacdo das técnicas anteriormente referidas, surgiu o interesse de se estudar 0s

inibidores das enzimas B-lactamases que poderiam de alguma forma potencializar a acéo
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destes antibioticos. Pesquisadores da Beecham Pharmaceutical descobriram e isolaram o
composto B-lactamico &cido clavulanico (AC), caracterizado como um potente inibidor destas

enzimas, composto obtido de cultura de bactéria do género Streptomyces.

2.2. Metabadlitos Secundarios

As atividades metabolicas associadas ao crescimento celular compéem o
metabolismo primario, onde o0s metabodlitos produzidos, conhecidos como metabdlitos
primarios, sdo principalmente enzimas, acidos orgéanicos e etanol, entre outros. No entanto,
em muitos microrganismos, verifica-se a sintese de compostos ndo essenciais ao crescimento,
0s 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).

Sabe-se que os metabdlitos secundarios ndo desempenham um papel direto no
metabolismo energético nem no crescimento celular, embora contribuam seguramente para a
sobrevivéncia do microrganismo, ja que inibem a acdo de competidores que possam ocupar o
mesmo nicho ecoldgico. Porém, € importante ressaltar que as vias do metabolismo secundario
requerem precursores gerados pelo metabolismo primario.

O metabolismo secundario pode ser observado em plantas, microrganismos,
tanto procariontes quanto eucariontes e, até mesmo, em alguns animais como artropodes e
insetos (Vining, 1986). De todos os produtos tradicionais obtidos por processos
fermentativos, os mais importantes para a salude humana sdo os metabdlitos secundarios
(Sanchez et al., 2002).

Microrganismos que excretam metabdlitos secundarios apresentam
inicialmente um periodo de crescimento celular, a trofofase. Quando este crescimento cessa
pelo esgotamento de um ou mais nutrientes essenciais, inicia-se a fase conhecida por idiofase,
onde a sintese dos metabdlitos secundarios é disparada (Phaff, 1981).

A grande importancia dos metabolitos secundarios deve-se a grande variedade
de atividade bioldgica destes compostos, empregados como antibioticos, fungicidas,
antitumorais, inibidores de enzimas e pigmentos, entre outras aplicagdes (Inoue, 2001).

Membros do género bacterioldgico Streptomyces caracterizam-se pela grande
capacidade de produzir uma variedade de metabolitos secundarios, muitos deles com poder
antibidtico, sendo o acido clavulanico um importante metabdlito secundario produzido pela

espécie clavuligerus, entre outras.
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2.3. Streptomyces clavuligerus

Streptomyces é o principal género da familia Streptomycetaceae, ordem
Actinomycetales (Lechevalier e Lechevalier, 1981). Sdo bactérias Gram positivas e possuem
um elevado contetdo de G+C (69-78%) (Korn-Wendisch e Kutzner, 1992). Eles produzem
micélio aéreo e vegetativo extensivamente ramificado. As hifas reprodutoras tém um diametro
aproximado de 0,5-1,0 um (Alexander, 1977). O crescimento deles ocorre pelos apices das
hifas acompanhado da formacdo de ramificacGes. Ao envelhecer as colénias produzem o
micélio aéreo (esporoforos) o qual se desenvolve dando origem a cadeias de esporos
(conidia). Segundo Whitaker e Long (1973), o crescimento de organismos filamentosos pode
se dar na forma de pequenas esferas ( “pellets”) ou na forma de hifas dispersas (forma
filamentosa).Conforme esses autores, a estrutura dos “pellets” também é variavel. As hifas
podem estar arranjadas soltas ou fortemente compactadas, formando “pellets” com a
superficie lisa (“smooth pellets”) ou “pellets cabeludos” (“hairy pellets).

Os estreptomicetos, assim como outros actinomicetos, apresentam uma forma
caracteristica de instabilidade genética. Varias caracteristicas, como formacdo de micélio
aéreo e de esporos, producdo de antibidtico e resisténcia sao irreversivelmente perdidas, o que
é resultado de delecdo de grandes regides de DNA (Lancini e Lorenzetti, 1993).

Balows et al. (1992) relatam que Streptomyces sdo capazes de degradar
residuos de plantas e animais incluindo polissacarideos, proteinas e compostos aromaticos.
Embora seja capaz de degradar compostos mais complexos, espécies de Streptomyces
necessitam somente de uma fonte de carbono organico, fonte de nitrogénio inorganico ou
orgéanico e alguns sais minerais. Também nédo requerem vitaminas ou fatores de crescimento.
Os actinomicetos sdo estritamente aerdbios necessitando, portanto, de oxigénio para o seu
desenvolvimento.

Os Streptomyces é um dos mais importantes microrganismos do ponto de vista
industrial (Neves et al., 2001). O grupo dos actinomicetos se caracteriza por possuir a maioria
das espécies produtoras de antibidticos conhecidas atualmente. Espécies de Streptomyces sdo
produtoras de mais ou menos 60% das substancias antibidticas conhecidas (Lima et al.,1975).

Romero et al., (1984) destacam que a caracteristica mais importante da
bactéria filamentosa Streptomyces clavuligerus € a sua capacidade de produzir antibidticos.
Atualmente, sabe-se que esta bactéria € capaz de produzir cerca de 21 metabolitos
secundarios, incluindo varios compostos B-lactamicos como a penicilina N, a cefamicina C, a

desacetoxicefalosporina C e o &cido clavulanico.



Revisdo Bibliografica

2.4. Acido Clavulanico

Devido ao aumento da resisténcia de algumas bactérias aos antibioticos p-
lactdmicos ao longo dos anos, houve necessidade de encontrar inibidores de -lactamases para
serem utilizados em conjunto com esses antibidticos, visando melhorar a sua eficiéncia.
Atualmente, pode-se se citar como inibidores de p-lactamases, o valclavan, as clavamicinas e
0 &cido clavulanico, sendo todos do subgrupo “clavam” do grupo dos B-lactamicos (Baggaley
et al., 1997). O acido clavulénico apresenta na sua estrutura anéis p-lactamico e oxazolidino,
tal como visto na Figura 2.3. Esta estrutura ndo ocorre naturalmente em compostos -
lactdmicos, sendo o &cido clavulanico o Unico que apresenta uma molécula de oxigénio na
posicdo 1.

OH

Anel B—Iactammo—» 6 5
<—Ane| oxazolidino
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Figura 2. 3: Férmula estrutural do &cido clavulanico

O 4cido clavulanico tem fraca acdo antibacteriana contra a maioria dos
microrganismos, mas é um potente inibidor de uma grande variedade de B-lactamases, sendo
capaz de tornar possivel a atividade antibacteriana de penicilinas e cefalosporinas contra
muitas bactérias resistentes produtoras de p-lactamases. Esta capacidade é atribuida a
preservacdo de adequadas concentracdes do antibidtico pela inibi¢do das B-lactamases. Com
isso, o0 acido clavulanico é encontrado em medicamentos na forma de sais de metais alcalinos,
como clavulanato de potassio, em conjunto com antibidticos, como a amoxicilina. As
formulacOes desses medicamentos e modo de uso estdo patenteadas pelo Beecham Research

Laboratories.

Tal combinacdo vem sendo amplamente receitada para o tratamento de vérias
infecgBes provocadas por bactérias. As vendas da GlaxoSmithKline de Augmentin, contendo

amoxicilina mais clavulanato de potassio, foi de 1,19 bilhdes de libras em 2002, apresentando
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uma queda de vendas que ficaram em 825 milhdes de libras em 2003, devido ao aparecimento

de similares no mercado.

Cabe ressaltar que existem em literatura muitos trabalhos recentes relacionados
com a utilizacéo de acido clavulanico em tratamentos contra infecgdes causadas por bactérias

patogénicas.

2.5. Formas de preservacao e armazenamento de Streptomyces

A preservacdo de microrganismos por meio da aplicacdo de metodologias que
propiciem a manutencdo das propriedades geneticas e morfologicas originais por longos
periodos é de fundamental importancia para que esses permanecam disponiveis como material
de referéncia. As colegdes de culturas de microrganismos sdo centros de conservacao de cepas
e de recursos genéticos. Tornaram-se depositarias de amostras ou cepas de referéncia
("strains™) e sdo responsaveis pela manutencdo desses microrganismos vivos e sem variacoes
genéticas e pelo atendimento aos pedidos de tais amostras, para fins industriais, de pesquisa e
de ensino. Para a sua manutencdo podem ser empregados diferentes métodos visando garantir
sobrevivéncia, estabilidade e pureza de isolados durante periodos prolongados de tempo,
mantendo-os inalterados morfoldgica e fisiologicamente.

A preocupacdo com a manutencdo de culturas viaveis iniciou-se
simultaneamente a descoberta dos meios artificiais de cultivo, pois a disponibilidade de

microrganismos sempre foi considerada essencial ao desenvolvimento da Microbiologia.

Ha varios metodos e praticas para manter e preservar microrganismos, isso
dependendo na maior parte das propriedades biologicas dos mesmos. Figueiredo (2001),
estudando métodos de preservacdo de fungos patogénicos, afirmou que a variedade dos
metodos recomendados e descritos na farta literatura, de certa forma, reflete a falta de um
método que seja abrangente e satisfatorio para todos os fungos e salientou que muitas das
técnicas empregadas para manutencdo de fungos originaram-se de técnicas desenvolvidas
para preservacgdo de outros microrganismos, principalmente, bactérias.

Culturas bacterianas devem ser preservadas para a utilizacdo com fins
didaticos e de pesquisa (Mariano e Assis, 2000). O organismo deve ser mantido vivo pelo
maior periodo possivel e por um método que ndo permita ou minimize a ocorréncia de
mutacdes ou de variabilidade quanto & patogenicidade, viruléncia ou caracteristicas basicas da

cultura original (Romeiro, 2001).
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Alguns métodos especiais de preservacdo apropriados para manter
microrganismos por poucos anos, incluem métodos simples, tais como, a preservagdo de
esporos e células em suportes como solo estéril, esferas de vidro e plastico, discos de papel ou
de gelatinas. A liofilizacdo pode ser indicada para preservacao por longa duragéo; congelar a
seco e armazenar em nitrogénio liquido sdo apropriados para a maioria dos micrdbios e é
realmente o método preferido da maioria dos servicos de colecdo de culturas. Tem se
verificado vida média de 25 anos ou mais, usando esse método, dependendo da espécie
preservada (Hill, 1981).

A liofilizacdo consiste na remocdo do vapor d’agua diretamente das amostras
congeladas e continuada secagem sob vacuo, até producdo de material estavel. E considerado
um dos mais efetivos métodos de preservacdo para a maioria dos microrganismos, sendo,
entretanto, menos aplicavel para algas e inadequado para protozodrios (Costa e Ferreira,
1991).

As vantagens do processo sdo: a) a desidratacdo a partir do estado de
congelamento é considerada como vantajosa devido a remocdo da agua de estruturas rigidas
mantidas pelo congelamento; b) ndo é necessario o emprego de equipamento dispendioso; c) a
manutencdo da viabilidade dos microrganismos por muitos anos, sem alteracbes de suas
caracteristicas genéticas. As desvantagens do processo sdo: a) impossibilidade de seu
emprego para certos fungos que ndo suportam o processo, perdendo a viabilidade; b) cada
tubo liofilizado somente pode ser utilizado uma s6 vez, pois ap6s a abertura das ampolas, e
em contato com o ar o microrganismo deve ser semeado imediatamente para ndo perder a
viabilidade. (Figueiredo, 2001).

A conservacao em criotubos, tanto de esporos como de micélio, e a liofilizacdo
sd0 metodos que garantem a disponibilidade de in6culo durante longos periodos, para
utilizacdo em experimentos e cultivos, que podem evitar possiveis alteracdes genéticas no
microrganismo, com efeitos negativos na capacidade produtiva.

Os actinomicetos crescem facilmente em condi¢des laboratoriais, mas varias
subculturas podem ter efeito negativo na producdo de metabdlitos secundarios, dentre estes 0s
antibidticos. Linhagens podem ser mantidas por periodos de tempos varidveis usando
diferentes técnicas que previnem, em diferentes graus, mudancas nas caracteristicas

morfologicas, fisiologicas e genéticas das espécies (Taddei et al., 1999).

As condicOes de reativagdo, o tipo de meio de cultura, a temperatura, e a
agitacdo, afetam o crescimento da cultura preservada e em geral o0 método de preservacdo.
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Para reativar culturas deve-se sempre levar em conta a condicdo da cultura, o tempo de
conservacao e tentar a reproducdo das condicdes ideais do crescimento do microrganismo

preservado e do método de conservacao escolhido (Taddei et al., 1999).

Yocheva et al.,. (2002) mostraram a influéncia da preservacdo por longa
duracdo no estado liofilizado, em relacdo a sobrevivéncia, a morfologia e atividade
antibidtica, de trés linhagens de Streptomyces. Concluiram que a viabilidade das linhagens
ndo depende somente das condicdes de liofilizacdo, mas também do estado fisiologico e das
caracteristicas das linhagens. Observaram que depois de algum tempo houve um aumento de
polimorfismo e novos tipos morfoldgicos e que o método de liofilizagdo foi 0 mais apropriado
para armazenamento por longa duracdo quando se tratava da atividade antibiotica. A maioria
das bactérias, actinomicetos e muitos fungos, inclusive os leveduriformes, responde bem a
essa técnica, mesmo considerando que o nimero total de células que sobrevivem ao processo

em cada operacdo seja relativamente pequeno.

Com esses métodos € importante o emprego de crioprotetores, grupo
heterogéneo de substancias de alta afinidade pela agua que contribuem para a vivéncia da
célula durante a crioconservagdo. Os crioprotetores diminuem o ponto de congelamento do
sistema e reduzem a quantidade e o tamanho dos cristais de gelos durante o esfriamento,
contribuindo para a protecao fisica das membranas e impedindo o aumento da concentracédo

do produto i6nico no congelamento (Gherna, 1981).

Muitos agentes crioprotetores sdo indicados com sucesso para a liofilizacéo,
como glicerol a 10% vl/v, leite desnatado a 10% v/v, inositol a 10% ou 12% m/v, rafinose a 5
ou 10% m/v e trealose a 10% m/v. Podlech et al., (1996), avaliando diferentes crioprotetores
na conservacao de Saccharomyces boulardii por liofilizacdo, concluiram que a combinacao
das solucbGes de leite desnatado e trealose 10% m/v foi a que proporcionou melhor
crioprotecdo as células da levedura. Gouveia (2001) realizou experimentos com Streptomyces
clavuligerus utilizando esporos conservados, porém atualmente conserva-se 0
microorganismo na forma de células vegetativas em criotubos para manter o microorganismo

na forma ativa para os experimentos planejados (Rosa et al., 2004).

S. clavuligerus, como a maioria das linhagens de interesse industrial, é capaz
de reproduzir-se por esporulacdo assexuada, sendo uma pratica comum a utilizacdo de
suspensdo de esporos durante os passos iniciais de obtencdo de indculo (Hockenhll, 1980).

Também se utiliza para propagar este microrganismo células vegetativas (micélio) tanto em
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laboratdrios de pesquisa como em procedimentos industriais de producgéo de grandes volumes

de meio requeridos para inocular os fermentadores.

2.5.1. Agentes Crioprotetores

Uma multiplicidade de fatores afeta a eficacia da criopreservacdo de
microorganismos como, por exemplo, a espécie, a linhagem, a forma e tamanho das células, a
fase e a velocidade de crescimento, temperatura de incubacdo, composi¢cdo do meio de
crescimento, pH, osmolaridade e aeracdo, teor de dgua da célula, composicdo de lipidos das
células, densidade de congelamento, composicdo do meio de congelamento, velocidade de
refrigeracdo, temperatura e duracdo de armazenamento e a velocidade de aquecimento
(Ashwood-Smith, 1980). Uma das condi¢bes mais importantes é a composicdo do meio
utilizado para suspender os organismos congelados. Embora uma boa sobrevivéncia dos
microbios ultra-congelados (bactérias e esporos microbianos) tem sido ocasionalmente
observada sem uma protecdo aditiva, a presenca de um adequado agente crioprotetor
geralmente aumenta consideravelmente a sobrevivéncia. A descoberta de que glicerol e o
dimetilsulfoxido (Me2SQO) protegem células eucarioticas, incluindo certas células
microbianas, contra os danos de congelamento, marcou o inicio da moderna criotecnologia
(Lovelock e Bishop,1959).

Os crioprotetores aditivos (CPAs) utilizados na criopreservacdo de
microrganismos (bactérias, fungos, algas, protozoarios) e de virus, incluem uma variedade de
simples e mais complexos compostos quimicos, mas apenas alguns deles tém sido
amplamente utilizada e com resultados satisfatorios estes incluem: dimetilsulfoxido (Me2S0),
glicerol, sangue ou soro albumina, leite desnatado, peptona, extrato levedura, sacarose,
glicose, metanol, sorbitol e extrato de malte.

Muitas comparagOes das atividades dos crioprotetores mais utilizados, com
base em artigos publicados, indicam que os mais bem sucedidos CPAs sdo Me2SO, metanol,
etilenoglicol, propilenoglicol e soro ou albumina, enquanto que glicerol, polietilenoglicol, e
sacarose sdo menos bem sucedidos. Outros agucares, dextrana, hidroxietilcelulose amido,
sorbitol e leite sdo os menos eficazes. No entanto, didis, assim como alguns outros CPAs sédo
toxicos para muitos micrébios. Me2SO pode ser considerado como mais usado
universalmente, embora alguns outros CPAs podem, por vezes, trazerem melhores

recuperagdes para determinados organismos em particular. No entanto, o0 melhor CPA ou
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combinacdo de CPAs para otimizar a preservacdo de um determinado microrganismo
“criosensivel” deve ser determinado experimentalmente.

CPAs podem ser classificados de diversas maneiras, como por exemplo,
aditivos de baixo ou alto peso molecular (Nash, 1966). A mais tradicional divisdo de CPAs
(Meryman, 1971) depende da sua taxa de penetracdo na célula: aqueles que penetram
rapidamente, geralmente dentro de 30 min, incluem metanol, etanol, etilenoglicol (EG), 1
propilenoglicol (PG), dimetilformamida, e Me2SO. Glicerol que penetra mais lentamente e
mono, oligo e polissacarideos, manitol, sorbitol, dextrano, amido hidroxietilico (HES), metil
celulose, albumina, gelatina, outras proteinas, polietilenoglicol (PEG), 6xido de polietileno
(PEO) ou alcool polivinilico sdo todos ndo penetrantes ou compostos ndo permeaveis que
causam crioprotecdo extracelular quando presente em concentracdes de 10-40% (v/v). A
permeabilidade de alguns destes solutos, como o glicerol, depende acentuadamente da
temperatura e o tipo de célula. Alguns CPAs penetrantes podem ser considerados compostos
de baixa permeabilidade sob certas circunstancias. Além disso, alguns CPAs penetram apenas
a parede celular e ndo a membrana citoplasmatica. Assim, trés categorias de aditivos podem
ser consideradas (Tao e Li, 1986): (1) CPAs penetrantes na parede celular e na membrana
citoplasmatica (Me2SO e glicerol), (2) CPAs penetrantes na parede celular, mas ndo na
membrana citoplasmatica (mono e dissacarideos, aminoacidos, polimeros, com um baixo peso
molecular, como por exemplo, PEG-1000), e (3) CPAs que ndo penetram nem na parede
celular (polimeros com maior massa molar de proteinas, polissacarideos, PEG-6000,

dextrana).

Glicerol

Glicerol (1,2,3-propanotriol), juntamente com Me2SO, tem sido o mais
amplamente utilizado em microbiologia. O efeito de crioprotecdo do glicerol foi descoberto
muito mais cedo do que normalmente € indicado (Polge, 1949). Keith (1913) observou que
uma adi¢do de 5 a 42% (v/v) de glicerol a suspensdes de Escherichia coli em agua permitiu a
sobrevivéncia de longo prazo desta bactéria a -20°C. Néo diluido ou 50% (v/v) de glicerol foi
adotado para a preservacgdo de rotina de um virus patogénico a temperaturas entre 4 e -20°C,
muito tempo antes de 1950. Mais tarde, glicerol foi aplicado em concentracfes de 2 a 55%
(v/v) (mediana de 10%), para o congelamento de diversos virus; bactérias, incluindo e
micoplasmas; fungos filamentosos, leveduras; algas; e protozoarios. Certos fungos

filamentosos sobreviveram ao congelamento melhor protegidos com glicerol do que com
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Me2SO. Glicerol também teve um pequeno ou nenhum efeito protetor para os géneros
bacterianos Methylomonas, Methylococcus, e Methylocystis, Spirillum e Anaplasma No
entanto, a toxicidade de glicerol tem sido observada em Aegyptianella pullorum, Chlamydia
spp., Rhodospirillum rubrum, Staphylococcus, Micrococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Pseudomonas, Corynebacterium diphtheriae, E. coli , Trypanosoma spp., onde o grau de

toxicidade € muito superior do que em uma solucéo de citrato em PBS (Hubalek ,2003).

Sorbitol

De acordo com Hubalek, (2003) sorbitol tem sido utilizado em

criomicrobiologia em concentracdes entre 1 e 36% (v/v) (mediana de 9%).

Trealose

Trealose € um CPA natural presente em células de levedura e de vegetais. Tem
sido usada em concentracgdes de 5 a 19% ( v/v) (mediana de 10%) como um CPA para certos
virus, (Hubélek ,2003).

Lactose

Lactose em concentracdes de 1 a 10% (v/v) (mediana 8%) forneceu uma
melhor protecdo do que o glicerol em fermentos de Lactobacilos. lactis ssp. armazenados a -
20 a -70°C . Lactose foi igualmente eficaz para o congelamento de E. coli. Uma mistura de
5% e 10% (v/v) de lactose e glicerol produziu bons resultados, superiores do que apenas com
glicerol ou Me2SO com S. cerevisiae, Pseudomonas aureofaciens, e S. tenebrarius,
(Hubélek,2003).

Misturas de agentes crioprotetores

CPAs podem interagir uns com 0s outros em misturas ou nas moléculas das
células, produzindo assim efeitos diferentes daqueles que ocorrem com CPAs empregados
isoladamente . Numa mistura, o efeito de um composto pode sobrepor ao do(s) outro(s) ou
eles podem combinar para produzir efeitos aditivos ou sinérgicos. Observou-se que o efeito

protetor de combinagdes de CPAs pode ser maior do que se poderia esperar em comparagao
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com as acOes aditivas dos agentes. Muitas vezes é aconselhavel a utilizagdo de combinar o
penetrante rapido e o ndo penetrante (ou penetrante lento) na crioprotecdo. Mesmo trés CPAS

podem ser combinados, como por exemplo Me2SO com glicose e PEG (Hubélek ,2003).

2.5.2. Criopreservacao

Microrganismos isolados e identificados, quando preservados por processos
adequados, como, por exemplo, liofilizacdo ou ultra-congelamento, podem ser armazenados
por longos periodos, conservando suas caracteristicas genéticas e propriedades industriais.
Para garantir a reprodutibilidade dos resultados e a continuidade na investigacdo biomédica e
de processos, hoje, pesquisadores sdo confrontados com a missao de estabilizar geneticamente
células vivas.

Estabilizar células em temperaturas criogénicas ¢ chamado de criopreservacao,
um aspecto da criobiologia aplicada, ou o0 estudo da vida a baixas temperaturas.

A criopreservacdo ou a conservacdo a baixas ou ultrabaixas temperaturas
permite deter os processos metabolicos e a deterioracdo das células durante longos periodos,
mantendo a estabilidade genética do material criopreservado. E um tema que até hoje n&o foi
totalmente esclarecido e existe uma vasta literatura sobre o assunto, que muitas vezes €
contraditéria (Figueiredo, 2001).

A estocagem a -70°C tem sido utilizada com sucesso para diferentes
microrganismos, como bactérias, micoplasmas, fungos, protozoarios e bacteriéfagos (Costa e
Ferreira, 1991).

Nesse método deve-se respeitar fatores como a velocidade de
descongelamento, condigdes de crescimento, idade do cultivo, etc. Muitos microrganismos
ndo toleram mudancas muito bruscas de temperatura e certos intervalos entre 0 e -15°C tém
sido reconhecidos como criticos ou letais. Para manter-se a viabilidade de alguns
microrganismos parece mais conveniente congelar lentamente e descongelar rapidamente,
enquanto que para outros ocorre 0 inverso. Este processo também chamado de "deep
freezing" consiste em submeter-se o material a temperaturas de até -100°C, sendo as mais
corriqueiras de -60° C, e tem sido mais extensivamente usado para preservacdo de bacterias
(Figueiredo, 2001).

O congelamento e o descongelamento acarretam danos celulares, que se

manifestam por varios niveis de alteracfes. Esta crio-injdria pode ser resultante de choque
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térmico, do efeito na concentracdo do soluto intra e extracelular; da desidratacdo; da formacéo
do gelo interno; da recristalizacdo do gelo interno e formacéo de um volume minimo da célula
(Costa e Ferreira, 1991).

De acordo com o Manual de Criopreservacdo (Nalge Nunc International)
estudos de criobiologia levaram a especulagé@o sobre o que ocorre durante o congelamento de
células vivas e como fendbmenos adversos podem ser superados. Uma vez que a agua € o
principal componente de todas as células vivas e deve estar disponivel para 0s processos
quimicos de vida que podem ocorrer, 0 metabolismo celular para quando toda agua no sistema
é convertida em gelo.

Durante o processo de congelamento héa diferentes velocidades de formacéao de
cristais de gelo. Durante o resfriamento lento, ocorre o congelamento externo da célula antes
de formar gelo intracelular (Figura 2.4). Como forma gelo, a agua é retirada do ambiente
extracelular, ocorrendo um desequilibro osmético em toda membrana celular levando a

migracao de agua para fora da célula.

Velocidade lenta de

Velocidade rapida
congelamento

de congelamento ,
B
OB 4 QD0
0z09
B Qﬂ a0 O G{}@ 0

mais gelo mtracelular menos celo mtracelular
menor desequilibrio maior desequilibiio
osmotico osmotico

Figura 2. 4. Velocidade de congelamento de 1°C/minuto de um agente crioprotetor para
minimizar o dano devido o desequilibrio osmético da formagao de cristais de gelo.
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O aumento da concentracdo de soluto fora da célula, bem como intracelular,
pode ser prejudicial para a sobrevivéncia da célula (Farrant, 1980). Se muita 4&gua permanece
no interior da célula, devido a formacéo de cristais de gelo, podem ocorrer danos durante o
aquecimento.

A velocidade de congelamento é de extrema importancia sobre este fenémeno.
Resfriamento rapido minimiza os efeitos da concentra¢do de solutos como, formas de gelos
uniformes, mas conduz a uma maior formagéo de gelo intracelular. Resfriamento lento, por
outro lado, resulta em uma maior perda de agua da célula e menor quantidade de gelo interno,
mas aumenta os efeitos de solutos. Células permedaveis afetam a velocidade da perda de agua;
mas sdo capazes de tolerar congelamento rapido melhor do que células menos permeaveis
(Nei et al., 1969).

Mazur et al., (1972) relatam que tanto as formacdes de cristais de gelo como 0s
efeitos de solutos desempenham um papel na inativacao da célula e que uma 6tima velocidade
de congelamento minimiza o efeito de cada um. Com poucas exce¢des, é preferida uma
velocidade de 1°C por minuto. Uso de agentes crioprotetores durante o congelamento pode
também minimizar os efeitos negativos e aumentar a concentracdo de solutos e formacéo de
cristais de gelo.

O efeito das baixas temperaturas sobre os microrganismos depende da espécie
microbiana e da intensidade de aplicacdo. Acredita-se que algumas bactérias vivam por muito
tempo em temperaturas de congelamento, desde que sejam mantidas em meios crioprotetores

como o glicerol, lactose e sélidos ndo gordurosos (Angelo et al., 2007).

O processo de criopreservacdo as vezes exige a adi¢do de substancias quimicas
ou naturais protetoras como glicerol, soro, leite, propilenoglicol, etc. O uso do glicerol como
agente crioprotetor tem oferecido excelentes resultados na preservacdo da viabilidade e
viruléncia de Leptospira sp., sendo atualmente este um método tradicionalmente empregado
para a conservacao de colecfes de culturas microbianas no nivel internacional (Maura et al.,
2006). E um método rapido, facil, ndo demanda manipulacio durante a estocagem e nio
requer grande espaco. A estocagem quando feita em nitrogénio liquido permite manter por
longo tempo a viabilidade e é Gtil para microrganismos mais fastidiosos (Costa e Ferreira,

1991). No entanto, o seu custo € elevado. De acordo com Figueiredo (2001), a maior
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limitacdo ao emprego desse método € que o mesmo € muito dispendioso, uma vez que exige

refrigeradores especiais capazes de produzir temperaturas muito baixas (-60 a -100°C).

Observando a literatura pesquisada, nota-se que ha poucos trabalhos que
abordam a preservacdo e armazenamento de Streptomyces sp., logo o estudo da avaliagéo de
formas de preparacdo de estoques de trabalho na preservacdo de Streptomyces clavuligerus
representa uma grande contribuigdo nesse assunto, bem como vem somar para a melhoria do

processo de producdo de &cido clavulanico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo

Foi utilizado como microrganismo a linhagem de Streptomyces clavuligerus

ATCC 27064, obtidos comercialmente na forma liofilizada.

3.2. Meios de Cultura
3.2.1. Meios de Cultura de Preparo de Criotubos

3.2.1.1. Meio de Cultura de Esporulagdo

Na obtencdo de esporos de S. clavuligerus para a preparacdo do estoque de
trabalho de criotubos foi utilizado o meio de cultura de esporulacdo de Sanchez e Brafa
(1996) modificado com a inclusdo de MOPS, meio definido por Lavarda (2003) como o
melhor meio de cultura de esporulacio. Tal meio apresenta a seguinte composicéo (em g.L™):
extrato de levedura (0,5), extrato de carne (0,5), caseina hidrolisada &cida (1,0), glicose (5,0),
MOPS (21,0), &gar (20,0), pH 7,0.

3.2.1.2. Meio de Cultura para a Obtencéo de Células Vegetativas

Na etapa de propagacdo do micélio para a obtencdo de estoque de trabalho de
criotubos de células vegetativas foi utilizado o meio de cultura de ISP1 modificado com a
incluso de extrato de malte, que apresenta a seguinte composicao (em g.L™): extrato de malte
(10,0), triptona (5,0), extrato de levedura (3,0), MOPS, (21,0), pH 6,8 ajustado com NaOH.

3.2.2. Meio de Cultura para Teste da Viabilidade Celular

Para os testes de viabilidade celular foi utilizado o meio de cultura de

esporulacdo de Sanchez e Brafia (1996) modificado com a inclusdo de MOPS.
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3.2.3. Meio de Cultura de Reativacdo (MR)

Na etapa de avaliacdo dos microrganismos acondicionados em criotubos, em
todos os cultivos foi utilizado o meio de cultura de reativacdo ISP1 modificado com a
incluséo de extrato de malte (item 3.2.1.2).

3.2.4. Meios de Cultura de Indculo (MI) e de Producéo (MP)

Os meios de cultura utilizados nas etapas de preparo de indculo e de producédo
tiveram a mesma composicdo definida por Maranesi et al. (2005) (em g.L™): farinha de soja
desengordurada (20,0), glicerol (10,0), 6leo de soja (23,0), K;HPO,4 (1,2), MOPS, (21,0),
solucdo de sais (MnCl,-4H,0, 1,0g; FeSO,4-7H,0, 1,0g; ZnSO,4-7H,0, 1,0g; agua destilada,
g.s.p. 1L) (1 mL), pH 6,8.

3.3. Métodos Analiticos

3.3.1. Determinacdo da Concentracéo de Glicerol

Ao longo dos experimentos, o glicerol foi quantificado por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC), empregando-se coluna Shodex KS-801 e como eluente

agua deionizada.

3.3.2. Determinacéo da Concentracéo celular

No final da etapa de reativacdo em meio de cultura sollvel, a concentracdo
celular (Cx) foi quantificada pelo método da massa seca apds centrifugagdo das amostras,
descarte do sobrenadante, lavagem das células e secagem a 85°C por 6 horas. Durante 0s
cultivos visando a producéo de acido clavulanico, devido a existéncia de solidos insoltveis no
meio de cultura, a concentracdo celular foi avaliada indiretamente a partir de medidas

reoldgicas do caldo fermentativo utilizando um reébmetro Brookfield Engineering modelo LV-
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DVIII+. Nesse caso, como o caldo se caracteriza como um fluido pseudoplastico (1=K -y"),

o indice de consisténcia (K) se relaciona com a concentracéo celular (Cx).

3.3.3. Determinagéo da Concentracéo do Acido Clavulanico

A concentracdo de &cido 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 derivatizagédo de &cido clavulanico com imidazol.

O procedimento experimental foi 0 seguinte:

Foram preparadas duas solucdes diferentes (A e B) em tubos de ensaio, com a
mesma amostra. Para a solugdo A, adicionou-se 5 ml de imidazol (6 g em 100 mL, pH 6,8)
em 1 ml de amostra, sendo o branco composto por 5 ml de imidazol e 1 ml de agua. Para a
solucdo B, adicionou-se 5 ml de agua destilada em 1 ml de amostra, sendo o branco agua
destilada. A mistura reacional foi aquecida por 15 min a 30°C. Resfriou-se as amostras e
mediu-se as absorbancias (A=311 nm). A absorbancia das amostras foram obtidas pela
diferenca entre as absorbancias das solugdes A e B.

E importante ressaltar que a relagdo entre a absorbancia e a concentracdo de
acido clavulanico é linear até 50 mg/l. Logo, as amostras devem ser diluidas adequadamente
para ficarem dentro desta faixa.

Para obtencéo da curva de calibracéo, ilustrada na Figura 3.1 foram preparadas
solucBGes padrdes de clavulanato de potassio de 10, 20, 30, 40 e 50 mg/l. Os valores
experimentais de concentracdo de acido clavulanico (Cac) e de absorbancia (Abs) foram

relacionados por regressao linear, obtendo-se a seguinte equacao de calibracéo:

Cac (mg/l) = 46,156 Abs + 0,3064 (3.1)
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Figura 3.1 Curva de calibracao para determinacdo da concentracao de acido clavulanico.

Procedendo-se experimentalmente da mesma forma para as amostras, pode-se
obter os respectivos valores de concentracdo de &cido clavulanico (Cac) ao longo dos
cultivos. As amostras antes de serem analisadas foram submetidas a centrifugacdo a 4°C e

11000 rpm por 20 minutos e a analise das mesmas se deu a partir do sobrenadante obtido.

3.3.4. Analise da Concentracao de Células Viaveis

A viabilidade de esporos nos criotubos foi avaliada pelo método da contagem
de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL). Este método considera que o numero de
coldnias que crescem corresponde ao numero de células viaveis presentes na amostra. Deve-
se distribuir a amostra a ser examinada sobre a superficie de um meio nutriente, e, ap6s um
periodo de incubacdo em temperatura apropriada (28°C), contar as coldnias formadas
expressando os resultados. A Figura 3.2 ilustra as etapas de diluicdo empregadas na analise de

viabilidade celular.
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Figura 3.2 Representacéo do procedimento utilizado para o teste da viabilidade celular.

3.3.5. Acompanhamento da Morfologia Celular

Foi avaliada qualitativamente a morfologia celular do microrganismo utilizado
a partir de imagens das amostras, observando as presencas de esporos, micélios livres,
bioparticulas (“pellets”) e fragmentac&o de hifas. Para tal foi utilizado sistema de aquisigdo de
imagens disponivel no Laboratorio de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar. A analise
das caracteristicas morfologicas foi realizada através de imagens capturadas por uma camera
de video acoplada a um microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 50), com lampada de
mercario. As amostras para analise morfolégica foram preparadas a partir das amostras
retiradas do caldo de cultivo em 144 horas. Distribuiram-se uma gota da amostra numa lamina
de vidro e cobriu-se com uma laminula. As laminas foram observadas com uma ampliacéo de

10, 20 e 40x na objetiva para distinguir facilmente a morfologia.

A Figura 3.3 mostra as classes morfoldgicas de Streptomyces olindensis e suas
principais caracteristicas em cada classe.
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Figura 3.3. Classes morfoldgicas de Streptomyces olindensis, apresentando crescimento em meio de

cultura e suas principais caracteristicas em cada classe. Fonte: Pamboukian et. al., 2002.

3.4. Metodologia de Preparo de Criotubos

3.4.1. Criotubos de Esporos

A preparacdo do estoque de trabalho de suspensdo de esporos (criotubos de
esporos) da linhagem Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 foi desenvolvida de acordo
com as seguintes etapas:

a) Inoculagdo em meio de cultura especifico para a obtencdo de esporos: Foi utilizado o meio
de cultura de esporulagdo de Sanchez e Brafia (1996) modificado com a inclusdo de
MOPS, meio definido por Lavarda (2003) como o melhor meio de cultura de esporulagéo.
Criotubos de 3,5 mL de células vegetativas foram utilizados para inocular 5 frascos
erlenmeyers de 1L, que foram incubados por mais 20 dias para aumentar a quantidade de

€SPoros;
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b) apds periodo de incubacdo dos cultivos, 20 mL de solucdo salina foram adicionados a
cada frasco contendo o meio esporulado;

c) para a obtencdo de suspensdo de esporos foi realizada agitacdo vigorosa dos frascos
(agitacdo magnética) e a posterior raspagem dos esporos com auxilio de uma alga de
platina esterilizada;

d) as suspensdes de esporos de todos os erlenmeyers foram transferidas para um Erlenmeyer
de 1 L, e a seguir foram filtradas com gaze, no intuito de separar algumas particulas
provenientes da fragmentacdo do meio de cultura de esporulacéo;

e) por fim, a suspensdo foi diluida com solucédo de glicerol 10 ou 20% v/v e transferidos 3,5
mL para criotubos para serem armazenados em ultrafreezer a —70°C, definindo o estoque

de trabalho de suspenséo de esporos.

Foram preparados dois conjuntos de criotubos de suspensdo de esporos,
diferenciando-se entre si pela concentracdo de glicerol na solugéo crioprotetora utilizada na
preparacdo dos criotubos, respectivamente 10 ou 20% v/v de glicerol como agente
crioprotetor. Esta foi a variavel que foi analisada sua influéncia na preservacao dos esporos de
S. clavuligerus.

Quando se trabalha com microorganismos, na maioria das vezes deseja-se
determinar a concentracdo de celulas da suspensdo preparada. Uma das formas mais comuns
de se obter esta estimativa € através da contagem ao microscépio, utilizando-se uma camara
de Neubauer. Por isso, uma contagem de cada solucdo de esporos preparada antes de
adicionar o glicerol foi realizada em camara de Neubauer sendo obtidos os seguintes
resultados: 1,5 X 10° esporos/mL (correspondente ao estoque 10% viv) e 57 X 107
esporos/mL (correspondente ao estoque 20% v/v).

Em relacdo a andlise da viabilidade celular, foram tomadas aliquotas de cada
conjunto de criotubos (10% e 20% v/v) ap6s 30 dias de congelamento. Foram inoculadas em
placas em duplicata com meio de esporulacdo de Sanchez e Brafia (1996) para proceder a
contagem de UFC ap0s incubacdo por uma periodo de 10 dias a uma temperatura de 28 °C. O
resultado da viabilidade para o conjunto de criotubos contendo 10% v/v de glicerol resultou
num valor médio 5,0 x10® UFC/ml e para os criotubos contendo 20% v/v de glicerol, o valor
médio foi de 1,0 x 10° UFC/ml. Esses foram os valores escolhidos como sendo

correspondentes a 100% de viabilidade.
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3.4.2. Criotubos de Células Vegetativas

A preservagdo da bactéria Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 na forma

de estoques de criotubos de células vegetativas, foi realizada seguindo metodologia baseada

na proposta de recuperacdo do microrganismo fornecido pela ATTC (“American Type

Culture Collection”):

a)

b)

d)

Criotubos de 3,5 mL de células vegetativas foram inoculados em meio de reativagdo ISP 1
e incubados a 28°C e 250 rpm por 24 horas.

No caso da preparacdo de criotubos de células vegetativas com uma Unica etapa de
crescimento, ao final de 24 horas de incubag&o, a suspensdo foi diluida com solucdes de
glicerol de modo a se obter concentracdes de 10 ou 20% v/v de glicerol como agente
crioprotetor, respectivamente, e armazenados em ultrafreezer a —70°C;

no caso da preparacdo de criotubos de células vegetativas com duas etapas de
crescimento, ao final de 24 horas de incubagdo, 5 mL da suspensdo foi inoculada em
Erlenmeyers de 500 mL contendo 45mL (in6culo de 10% v/v) de meio de cultura de
reativacdo, sendo os mesmos incubados novamente a 28°C e 250 rpm por 24 horas. Da
mesma forma que no item anterior, a suspensdo foi diluida com solugdes de glicerol de
modo a se obter concentragdes de 10 ou 20% v/v de glicerol como agente crioprotetor,
respectivamente, sendo entdo transferidos 3,5 mL de para criotubos e 0S mesmos
armazenados em ultrafreezer a —70°C;

para avaliar a influéncia da lavagem das células de S. clavuligerus na sua preservacgdo, na
preparacao de criotubos de células vegetativas com uma ou duas etapas de crescimento, ao
final as suspensdes foram centrifugadas (4°C e 11000 rpm por 20 minutos), 0s
sobrenadantes foram descartados, o miceélio foi ressuspendido e lavado com solucéo salina
(NaCl 0,9% ml/v), centrifugado novamente e o sobrenadante descartado. Por fim, o
micelio foi diluido com solucdes de glicerol com 10 ou 20% v/v, respectivamente, e as
suspensdes transferidas para criotubos de 3,5 mL e armazenados em ultrafreezer a —70°C.

Devido ao fendbmeno de “cold shock” nos Streptomyces com relacdo ao

transporte de nutrientes o qual explica como micélios submetidos a uma rapida mudanca de

temperatura (exemplo: de 30° C a -2° C) em poucos segundos experimentam uma perda

reversivel do controle da permeabilidade da membrana, evidenciado pelo consumo de
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pequena moléculas (Gouveia, 2001), estabeleceu-se submeter as suspensdes de micelio e
esporos a uma diminuicdo seqiiencial da temperatura, primeiramente uns 30 minutos no
congelador e finalmente estoca-las a -70° C com finalidade de se garantir a manutencdo do
criotubo, mantendo assim a capacidade produtora de AC pelo microrganismo.

No caso da preservacdo de S. clavuligerus na forma de criotubos de células
vegetativas, foram preparados 8 conjuntos de criotubos com o objetivo de avaliar as
influéncias de 3 varidveis na preservacdo do microrganismo: o nimero de etapas de
crescimento (uma ou duas etapas de 24 horas), a influéncia da etapa de lavagem do micélio
(suspens@es de micélios lavados ou ndo) e a concentracdo do agente crioprotetor (glicerol 10
ou 20% v/v). Destaca-se que na preparacdo dos criotubos de esporos ou de células
vegetativas, todos 0s meios de cultura e materiais utilizados foram esterilizados em autoclaves
a 2,2 atm e 121°C por 15 minutos, bem como os procedimentos de preparacdo dos criotubos

foram executados em camara de fluxo laminar.

3.5. Metodologia de Avaliagéo das Formas de Preservacéo de Streptomyces clavuligerus

Apos a etapa de preparacao dos criotubos de esporos e de células vegetativas,
h&, portanto 10 conjuntos de criotubos preparados e preservados sob diferentes formas. Na
Tabela 3.1 é apresentada uma sintese das condi¢des de preparacdo que foram utilizadas para a

preservacao da linhagem de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.

Os 10 diferentes tipos de criotubos preparados (estoques de trabalho) foram
avaliados periodicamente, em intervalos entre 30 e 45 dias, por 12 meses, com relacdo a sua
viabilidade e as suas capacidades de crescimento, consumo de glicerol e de producéo de acido

clavulanico.

No caso dos criotubos de esporos, foi avaliada a viabilidade dos esporos
armazenados utilizando-se a contagem de coldnias formadas (unidade formadora de coldnias:

UFC) de acordo com o procedimento descrito no item 3.3.4.

Todos os criotubos foram testados quanto a sua capacidade de produzir &cido
clavulanico. Para tal, foram realizados cultivos em triplicata em mesa incubadora rotativa,
modelo G25 da New Brunswick Scientific. Em cada cultivo, o contetdo dos criotubos séo
adicionados a 50 mL do meio de cultura de reativacdo (MR) contidos em Erlenmeyers de 500

mL e incubados por 24 horas a 250 rpm. Apds esse periodo 5 mL da suspensdo de micélios
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reativados (MR) foram inoculados em Erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL de meio de
cultura para inéculo (MI), sendo entéo estas culturas incubadas a 28°C e 250 rpm por 24
horas. A etapa principal iniciou-se ao se transferir 5 mL da suspensdo de indculo para
Erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL do meio de cultura de producdo. Foram retiradas
amostras (5mL), nos tempos de cultivo de 96, 120 e 144 horas, que coincidem com as maiores
producdes de &cido clavulanico (Maranesi et al., 2005). A Figura 3.4 mostra 0 esquema

experimental para os cultivos em mesa incubadora rotativa.

— A -4 =

S
criotubo meio de reatlva;aﬁ rmeio de indculo
SmiL

L

Figura 3.4. Esquema experimental para os cultivos em mesa incubadora rotativa.

Foram avaliadas a reologias e os teores de glicerol e de acido clavulanico em
cada amostra, bem como a concentracdo e a morfologia celular ao final das etapas de

reativacéao.
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Tabela 3.1 Condicdes de preservacgao da linhagem Streptomyces clavuligerus ATCC

27064

Estado Lavagem das Numero de Etapas  Concentracdo  Cddigo do

Fisioldgico Células de Crescimento (24  de Glicerol (% Criotubo
h) v/V)

Esporos - - 10 E-10

Esporos - - 20 E-20

Células sim 1 10 CL-1-10
Vegetativas

Células sim 1 20 CL-1-20
Vegetativas

Células sim 2 10 CL-2-10
Vegetativas

Células sim 2 20 CL-2-20
Vegetativas

Células nédo 1 10 CNL-1-10
Vegetativas

Células nao 1 20 CNL-1-20
Vegetativas

Células nédo 2 10 CNL-2-10
Vegetativas

Células nao 2 20 CNL-2-20
Vegetativas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados 12 ensaios avaliando os 10 diferentes conjuntos de criotubos.
A média dos resultados das triplicatas em termos de pH, concentragdo de acido clavulanico, K
e n (pardmetros reoldgicos) e produtividade em &cido clavulénico (concentracdo de acido
clavulanico por tempo) nos cultivos em triplicata encontram-se nos Quadros 4.1 a 4.12, e nas
Figuras 4.1 a 4.14.
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Quadro 4.1: Resultados obtidos no 1° ensaio apés 30 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 555,8 - - 57

E-10 120 - 491,5 - - 4,0

144 6,3 372,6 1,40 1,0 2,6

96 - 509,0 - - 53

E-20 120 - 523,4 - - 4,3

144 5,6 504,6 0,02 1,1 3,5

96 - 718,9 - - 7,5

CL1-10 120 - 671,6 - - 5,6

144 5,6 576,6 0,09 0,9 4,0

96 - 667,7 - - 6,9

CL1-20 120 - 612,8 - - 4,3

144 6,5 443,2 0,70 0,8 3,0

96 - 816,2 - - 8,5

CL2-10 120 - 698,9 - - 58

144 1,7 630,4 0,60 0,6 4,4

96 - 532,6 - - 55

CL2-20 120 - 488,8 - - 4,0

144 8,0 478,8 3,20 0,5 33

96 - 671,9 - - 7,0

CNL1-10 120 - 266,9 - - 2,2

144 7,5 40,69 3,70 0,6 0,3

96 - 737,0 - - 7,6

CNL1-20 120 - 693,5 - - 58

144 7,8 763,5 3,20 0,6 53

96 - 549,6 - - 5,7

CNL2-10 120 - 406,3 - - 3,3

144 6,8 624,3 1,00 0,6 4,3

96 - 853,9 - - 8,9

CNL2-20 120 - 630,4 - - 5,2

144 7,0 562,4 0,50 0,7 3,9
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Quadro 4.2: Resultados obtidos no 2° ensaio apdés 60 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 886,5 - - 9,2

E-10 120 - 413,0 - - 35
144 6,1 828,8 2,00 0,3 5,7

96 - 374,2 - - 3,9

E-20 120 - 395,3 - - 3,3
144 7,3 406,1 1,80 0,5 2,8

96 - 824,2 - - 8,6

CL1-10 120 - 1281,2 - - 10,7
144 7,1 1015,8 0,70 0,5 7,0

96 - 188,8 - - 1,9

CL1-20 120 - 329,0 - - 2,8
144 7,3 350,3 1,30 0,6 2,5

96 - 784,9 - - 8,2

CL2-10 120 - 1151,9 - - 9,6
144 7,0 1128,0 0,20 0,7 7,8

96 - 164,5 - - 1,7

CL2-20 120 - 218,8 - - 1,8
144 7,9 146,2 0,90 0,5 1,0

96 - 925,7 - - 9,6

CNL1-10 120 - 1182,6 - - 9,8
144 7,2 863,4 0,50 0,7 5,6

96 - 516,5 - - 5,4

CNL1-20 120 - 4542 - - 3,8
144 6,6 507,9 0,05 1,0 3,5

96 - 49,8 - - 0,5

CNL2-10 120 - 2419 - - 2,0
144 8,5 50,9 2,80 0,5 0,4
96 - 1042,3 - - 10,8

CNL2-20 120 - 11719 - - 9,7
144 6,9 998,0 2,50 0,2 6,9

32
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Quadro 4.3: Resultados obtidos no 3° ensaio apds 90 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 736,5 - - 7,6

E-10 120 - 7329 - - 6,1
144 5,6 799,9 0,03 1,0 55

96 - 794,2 - - 8,3

E-20 120 - 9449 - - 7,9
144 57 555,3 0,03 1,0 3,8
96 - 1291,9 - - 13,4

CL1-10 120 - 758,4 - - 6,3
144 6,0 746,4 0,10 0,8 5,2

96 - 976,5 - - 10,2

CL1-20 120 - 1056,1 - - 8,8
144 7,4 730,7 0,20 0,7 50

96 - 928,8 - - 9,7

CL2-10 120 - 842,6 - - 7,0
144 8,0 921,1 1,80 0,5 6,4

96 - 760,7 - - 7,9

CL2-20 120 - 839,2 - - 6,7
144 7,4 651,1 0,10 0,8 4,5

96 - 1034,2 - - 10,8

CNL1-10 120 - 1064,2 - - 8,8
144 5,6 912,6 0,50 0,6 6,3

96 - 697,2 - - 7,3

CNL1-20 120 - 796,5 - - 6,6
144 7,6 917,6 0,30 0,7 6,4

96 - 615,3 - - 6,4

CNL2-10 120 - 720,3 - - 6,0
144 8,0 481,5 0,70 0,7 3,4

96 - 1090,3 - - 11,3

CNL2-20 120 - 952,3 - - 7,9
144 6,8 768,7 3,20 0,5 53
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Quadro 4.4 Resultados obtidos no 4° ensaio ap6s 120 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 839,9 - - 8,7

E-10 120 - 931,5 - - 7,8

144 6,7 859,2 6,20 0,6 59

96 - 686,8 - - 7,2

E-20 120 - 938,5 - - 7,8

144 6,6 874,6 1,00 0,7 6,0

96 - 707,6 - - 7,4

CL1-10 120 - 1223,5 - - 10,2

144 6,7 825,3 13,00 0,3 5,7

96 - 703,8 - - 7,3

CL1-20 120 - 791,5 - - 6,6

144 6,9 1039,9 4,10 0,4 7,2

96 - 866,9 - - 9,0

CL2-10 120 - 993,0 - - 8,3

144 6,7 1004,2 10,90 0,4 7,0

96 - 900,3 - - 9,4

CL2-20 120 - 1003,0 - - 8,4

144 6,7 1009,2 10,70 0,4 7,0

96 - 798,4 - - 8,3

CNL1-10 120 - 1033,0 - - 8,6

144 6,8 972,2 5,70 0,4 6,7

96 - 806,1 - - 8,4

CNL1-20 120 - 907,6 - - 7,6

144 6,9 907,3 3,40 0,4 6,3

96 - 759,2 - - 7,9

CNL2-10 120 - 759,6 - - 7,3

144 6,9 889,2 4,60 0,4 6,2

96 - 797,5 - - 8,3

CNL2-20 120 - 1168,4 - - 9,7

144 6,7 1300,8 9,80 0,4 9,0
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Quadro 4.5: Resultados obtidos no 5° ensaio apds 150 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 486,0 - - 5,0

E-10 120 - 706,5 - - 59

144 6,6 715,7 5,60 0,5 5,0

96 - 1037,3 - - 10,8

E-20 120 - 1040,3 - - 8,6

144 6,6 828,8 0,05 0,9 5,7

96 - 156,0 - - 1,6

CL1-10 120 - 216,0 - - 1,8

144 7,6 333,8 20,40 0,3 2,3

96 - 1018,0 - - 10,6

CL1-20 120 - 964,2 - - 8,0

144 6,7 834,2 6,20 0,4 58

96 - 243,7 - - 2,5

CL2-10 120 - 199,9 - - 1,6

144 7,5 550,7 12,00 0,3 3,8

96 - 853,0 - - 8,8

CL2-20 120 - 855,7 - - 71

144 6,7 1001,8 8,80 0,4 6,9

96 - 182,6 - - 1,9

CNL1-10 120 - 146,8 - - 1,2

144 7,5 376,5 16,60 0,3 2,6

96 - 915,7 - - 9,5

CNL1-20 120 - 831,1 - - 6,9

144 6,8 993, 6,90 0,4 6,9

96 - 992,6 - - 10,3

CNL2-10 120 - 928,0 - - 7,7

144 6,8 1097,2 4,00 0,4 7,6

96 - 838,0 - - 8,7

CNL2-20 120 - 1008,8 - - 8,4

144 7,0 826,5 12,40 0,3 57
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Quadro 4.6: Resultados obtidos no 6° ensaio apds 180 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 304,5 - - 3,2

E-10 120 - 310,7 - - 2,6

144 7,3 611,8 19,60 0,3 4,2

96 - 1037,7 - - 10,8

E-20 120 - 519,6 - - 4,3

144 7,3 503,4 26,60 0,3 35

96 - 146,8 - - 15

CL1-10 120 - 70,7 - - 0,6

144 7,4 253,0 3,90 0,4 1,7

96 - 1027,6 - - 10,7

CL1-20 120 - 991,5 - - 8,2

144 7,2 757,6 16,20 0,4 5,2

96 - 119,2 - - 1,2

CL2-10 120 - 207,6 - - 1,7

144 7,6 2715 5,90 0,3 1,8

96 - 483,8 - - 5,0

CL2-20 120 - 376,1 - - 31

144 7,7 303,8 6,90 0,4 2,1

96 - 100,7 - - 1,0

CNL1-10 120 - 114,5 - - 0,9

144 7,7 186,0 3,60 0,4 1,3

96 - 1064,2 - - 11,0

CNL1-20 120 - 899,9 - - 7,5

144 7,3 1121,2 21,0 0,4 7,8

96 - 1157,6 - - 12,0

CNL2-10 120 - 1058,4 - - 8,8

144 7,2 1022,6 0,80 0,5 71

96 - 175,7 - - 1,8

CNL2-20 120 - 198,8 - - 1,6

144 7,5 149,2 11,20 0,3 1,0

36
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Quadro 4.7: Resultados obtidos no 7° ensaio ap6s 210 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 266,8 - - 2,7

E-10 120 - 468,8 - - 3,9

144 7,5 465,3 4,70 0,4 3,2

96 - 186,0 - - 1,9

E-20 120 - 159,5 - - 13

144 7,3 435,3 13,70 0,4 3,0

96 - 333,8 - - 3,5

CL1-10 120 - 190,7 - - 1,6

144 7,5 246,0 7,40 0,4 1,7

96 - 133,0 - - 1,4

CL1-20 120 - 34,9 - - 0,3

144 7,6 373,0 3,40 0,4 2,6

96 - 313,0 - - 3,3

CL2-10 120 - 460,7 - - 3,8

144 6,9 429,9 13,10 0,3 2,9

96 - 291,0 - - 3,0

CL2-20 120 - 124,9 - - 1,0

144 7,4 299,2 7,00 0,4 2,0

96 - 292,2 - - 3,0

CNL1-10 120 - 393,8 - - 3,3

144 7,3 347,6 6,60 0,3 2,4

96 - 283,0 - - 2,9

CNL1-20 120 - 169,2 - - 1,4

144 7,0 589,9 9,90 0,3 4,0

96 - 316,5 - - 3,3

CNL2-10 120 - 562,3 - - 4.7

144 7,0 790,8 12,20 0,3 55

96 - 54,5 - - 0,6

CNL2-20 120 - 137,6 - - 1,2

144 8,3 47,6 0,70 0,6 0,3
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Quadro 4.8: Resultados obtidos no 8° ensaio apds 240 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 196,8 - - 2,0

E-10 120 - 179,9 - - 15

144 7,7 336,1 7,10 0,3 2,3

96 - 157,2 - - 1,6

E-20 120 - 196,0 - - 1,6

144 7,5 3384 3,50 0,4 2,4

96 - 269,2 - - 2,8

CL1-10 120 - 488,4 - - 4,0

144 6,9 361,5 11,50 0,3 2,5

96 - 525,3 - - 55

CL1-20 120 - 545,3 - - 4,5

144 6,9 529,9 15,20 0,4 3,6

96 - 195,3 - - 2,0

CL2-10 120 - 180,3 - - 15

144 7,4 506,8 7,00 0,3 3,5

96 - 63,8 - - 0,7

CL2-20 120 - 192,2 - - 1,6

144 7,5 343,8 8,40 0,2 2,4

96 - 325,3 - - 3,4

CNL1-10 120 - 639,9 - - 53

144 6,6 903,8 13,20 0,3 6,3

96 - 388,0 - - 4,0

CNL1-20 120 - 792,3 - - 6,6

144 7,6 656,8 11,20 0,4 4,6

96 - 509,2 - - 53

CNL2-10 120 - 758,4 - - 6,3

144 7,3 625,7 9,20 0,3 4,3

96 - 328,0 - - 3,4

CNL2-20 120 - 148,0 - - 1,3

144 7,9 3234 6,20 0,4 2,2




Resultados e Discussédo

Quadro 4.9: Resultados obtidos no 9° ensaio apds 270 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 472,2 - - 4,9

E-10 120 - 392,6 - - 3,3

144 7,0 576,1 17,50 0,3 4,0

96 - 598,0 - - 6,2

E-20 120 - 714,6 - - 5,6

144 7,2 661,5 20,70 0,3 4,6

96 - 344,2 - - 3,6

CL1-10 120 - 291,0 - - 2,4

144 7,3 148,0 13,50 0,3 1,0

96 - 287,6 - - 3,0

CL1-20 120 - 499,9 - - 4,2

144 6,9 4415 14,60 0,3 3,0

96 - 508,0 - - 53

CL2-10 120 - 684,6 - - 5,7

144 6,7 786,9 28,70 0,3 54

96 - 531,1 - - 55

CL2-20 120 - 447,6 - - 3,7

144 6,6 693,8 29,00 0,2 4,8

96 - 216,0 - - 2,2

CNL1-10 120 - 599,2 - - 5,0

144 7,2 723,8 22,30 0,3 5,0

96 - 813,8 - - 8,5

CNL1-20 120 - 923,5 - - 7,7

144 6,9 826,5 20,20 0,3 5,7

96 - 520,7 - - 5,4

CNL2-10 120 - 586,5 - - 4,9

144 6,8 596,8 22,70 0,30 4,2

96 - 484,5 - - 5,0

CNL2-20 120 - 423,8 - - 3,5

144 6,9 742,3 27,80 0,3 5,2
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Quadro 4.10: Resultados obtidos no 10° ensaio apds 300 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 229,2 - - 2,4

E-10 120 - 526,8 - - 4,4

144 7,0 4134 6,50 0,30 2,9

96 - 186,0 - - 1,93

E-20 120 - 472,3 - - 3,9

144 6,8 552,3 10,30 0,32 3,8

96 - 109,9 - - 1,2

CL1-10 120 - 253,8 - - 2,2

144 7,4 310,7 5,90 0,32 2,2

96 - 366,1 - - 3,8

CL1-20 120 - 294,6 - - 2,5

144 7,2 229,9 5,60 0,34 1,6

96 - 452,6 - - 4,7

CL2-10 120 - 4111 - - 34

144 7,0 187,9 12,50 0,36 1,3

96 - 296,9 - - 2,8

CL2-20 120 - 268,4 - - 2,2

144 6,9 446,9 3,90 0,38 3,1

96 - 179,2 - - 18

CNL1-10 120 - 2449 - - 2,0

144 7,2 153,8 8,80 0,47 1,0

96 - 588,4 - - 6,2

CNL1-20 120 - 1434 - - 1,2

144 7,3 251,8 5,70 0,32 1,8

96 - 177,6 - - 1,9

CNL2-10 120 - 158,4 - - 1.3

144 7,2 195,3 9,90 0,35 1,4

96 - 390,4 - - 4,0

CNL2-20 120 - 415,7 - - 3,5

144 6,9 455,7 12,20 0,30 3,2
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Quadro 4.11: Resultados obtidos no 11° ensaio apds 330 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 236,8 - - 2,5

E-10 120 - 2115 - - 1,8

144 7,2 460,7 8,20 0,4 3,2

96 - 136,5 - - 1,4

E-20 120 - 135,3 - - 1,2

144 7,4 291,0 9,60 0,4 2,0

96 - 149,2 - - 15

CL1-10 120 - 345,3 - - 2,8

144 6,8 197,6 7,10 0,4 1,4

96 - 159,9 - - 1,7

CL1-20 120 - 346,1 - - 2,9

144 7,1 425,3 11,10 0,4 2,9

96 - 259,9 - - 2,7

CL2-10 120 - 193,0 - - 1,6

144 6,7 70,7 2,40 0,4 0,5

96 - 394,5 - - 4,1

CL2-20 120 - 346,1 - - 2,9

144 6,7 425,3 7,70 0,3 3,0

96 - 243,8 - - 2,6

CNL1-10 120 - 191,8 - - 1,6

144 7,6 1445 12,00 0,3 1,0

96 - 180,7 - - 1,9

CNL1-20 120 - 3349 - - 2,8

144 7,2 247,6 12,20 0,3 1,7

96 - 375,3 - - 3,7

CNL2-10 120 - 419,9 - - 3,5

144 6,6 190,7 4,50 0,3 1,3

96 - 326,9 - - 3,4

CNL2-20 120 - 259,9 - - 2,2

144 6,8 189,5 6,10 0,3 1,3
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Quadro 4.12: Resultados obtidos no 12° ensaio ap06s 360 dias de armazenamento

Codigo do Tempo pH Cac K n Pac
Criotubo (h) -) (mg/l) | (dina.cm™.s") ) (mg/l.h)

96 - 458,4 - - 4,7

E-10 120 - 329,2 - - 2,8

144 6,5 423,8 17,30 0,4 2,9

96 - 259,9 - - 2,7

E-20 120 - 2345 - - 19

144 7,7 148,0 14,70 0,5 1,0

96 - 234,5 - - 2,4

CL1-10 120 - 183,8 - - 15

144 7,5 143,8 1,63 0,9 0,9

96 - 316,5 - - 3,3

CL1-20 120 - 186,0 - - 15

144 6,9 440,7 10,70 0,3 3,0

96 - 4457 - - 4.6

CL2-10 120 - 189,5 - - 1,6

144 6,9 265,7 11,80 0,4 18

96 - 375,3 - - 3,9

CL2-20 120 - 249,6 - - 2,0

144 6,5 195,3 6,40 0,3 1,4

96 - 349,9 - - 3,6

CNL1-10 120 - 336,1 - - 2,8

144 6,8 349,9 2,20 0,4 2,5

96 - 419,9 - - 4,4

CNL1-20 120 - 246,0 - - 2,0

144 6,8 265,7 4,10 0,4 1,8

96 - 150,3 - - 1,6

CNL2-10 120 - 301,5 - - 2,5

144 6,9 266,9 7,90 0,5 1,9

96 - 366,1 - - 2,6

CNL2-20 120 - 326,9 - - 2,8

144 7,0 1515 9,30 0,3 1,0
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Como pode ser observado nos Quadros 4.1 a 4.12, sdo apresentados resultados
referentes a 3 tempos de cultivo, 96, 120 e 144 horas, respectivamente, pois dependendo da
cinética do processo, o valor maximo de producdo de AC pode ocorrer em diferentes tempos
e, de acordo com Maranesi et al., (2005), esse tipo de cultivo tem a produgdo maxima em
tempos mais adiantados (96, 120 e 144 horas). Para analise preliminar dos resultados, foram
utilizados os valores maximos de cada conjunto de criotubo, independentemente do tempo de

cultivo.

Em vista dos resultados, observa-se que hd uma grande variacdo de pH do
caldo, variando numa faixa de 5,6 a 8,3 afetando negativamente em alguns cultivos o
crescimento celular e acelerando a degradacdo do acido clavulanico. A literatura mostra que
valores de pH entre 6,2 e 7,0, 0 &cido clavulanico apresenta maior estabilidade (Bersanetti et
al., 2005). Uma possivel explicacdo para elevados valores de pH é que o microrganismo
comega a consumir 0s aminoacidos da proteina da farinha de soja presente no meio liberando
amonia via ciclo da uréia e elevando assim o pH do caldo. Apesar dos altos valores de pH
detectados em alguns cultivos, foram obtidas altas quantidades de AC quando utilizados os
criotubos CNL 2-10; CL 2-20 e CNL 1-20.

Os baixos valores de K, indice de consisténcia do caldo, medidos no final do
cultivo (144 horas) indicam a baixa viscosidade dos caldos que, em alguns casos
correspondem a baixas concentracOes celulares, provavelmente pela exaustdo de nutrientes ou
mesmo pela lise celular. No entanto, foram observadas altas producdes de AC, o que significa
que tais condicbes de preservacdo propiciaram altas producBes mesmo com baixas
concentracdes celulares, ou seja, alta producdo especifica. Isto pode se atribuido,
provavelmente a uma condicdo de “stress” a qual o microrganismo foi submetido, devido a
fatores como alto pH e exaustdo de nutrientes. Ja o indice de comportamento de escoamento
(n) variou entre 0,17 e 1,11. Valores de n préximos de 1,00 indicam um fluido com

caracteristicas reoldgicas Newtonianas, indicando novamente a ocorréncia de morte celular.

Para avaliar a influéncia da forma de preservacdo no crescimento celular,
foram obtidos valores de concentragéo celular ao final das etapas de reativagdo e no momento
final dos cultivos (144 horas). As Figuras 4.1 e 4.2 mostram os valores de concentragdo
celular (Cx) obtidos pelo método da massa seca, logo apos a reativagdo do criotubo e a
concentracdo celular no tempo de 144 horas, obtida através da correlacdo proposta por
Baptista-Neto (2004).
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Cx = 3,76.K%333.n0078 (2.2)

[ 1° Cultivo
[ 2° Cultivo
I 3° Cultivo
I 4° Cultivo

20 —r——m—m————FF—F——F——7——1

18 [N 5° Cultivo
[—6° Cultivo
16 I 7° Cultivo
I 8° Cultivo
14 I 9° Cultivo
[C—/J10° Cultivo
12 1 1° Cultivo

120 Cultivo
10

Cx(g.L)

CL1-10 CL2-10 CL2-20 CL1-20 CNL1-10 CNL2-20 CNL1-20 CNL2-10 E10 E20

Criotubos

Figura 4.1.Concentracédo celular ao final da etapa de reativagdo para as diversas condicdes de
preservacao.

Analisando-se os graficos das Figuras 4.1 e 4.2, observa-se que o 1° 2° e 3°
cultivos tiveram valores de Cx menores em relacdo a outros cultivos, como por exemplo, 0s
cultivos 99, 10°, 11° e 12°, tanto no inicio do ensaio como no final de 144 horas mas, no
entanto, com altos valores de AC. Uma possivel explicagdo € que nesses criotubos poderiam
ter poucas células, mas células viaveis com alta capacidade de producdo de AC . Os criotubos
armazenados hd 270 dias ou mais em ultrafreezer tiveram valores altos de Cx, mas
produziram pouco AC como j& era esperado, devido provavelmente ao fato desses criotubos

terem poucas células viaveis.
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20 T — T T — T T 1T 1 1
18
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14
12
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cx (gL

1 L. |
CL1-10 CL2-10 CL2-20 CL1-20 CNL1-10 CNL2-20 CNL1-20 CNL2-10

Criotubos

E10

E20

[ 1° Cultivo
[ 2° Cultivo
I 3° Cultivo
I 4° Cultivo
[ 5° Cultivo
[_—16° Cultivo
[ 7° Cultivo
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I 9° Cultivo
[C/J10° Cultivo
1 1° Cultivo
[12° Cultivo

Figura 4.2.Concentracéo celular em 144 horas de cultivo obtida a partir dos parametros

reolégicos Ken

Observa-se claramente atraves dos graficos das Figuras anteriores que houve

uma grande variabilidade entre os valores de concentracao celular para as diversas condicdes

de preservacdo empregadas e nos 12 cultivos realizados, ndo sendo possivel relacionar o

crescimento celular com a producéo de AC e com as condigdes de preservacao. O que se deve

ressaltar com base nesses resultados € que, independente da condi¢do de preservacao

empregada, 0s microrganismos cresceram ao longo dos cultivos e apresentaram capacidade de

produzir AC.

A média comparativa dos resultados em termos de producdo de acido

clavulanico utilizando criotubos de células de S. clavuligerus conservadas em diferentes

condicgdes ao do tempo de preservacado encontra-se, respectivamente, nas Figuras 4.3 a 4.14.
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Figura 4.3. Producdo de &cido clavulanico ap6s 30 dias de armazenamento
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Figura 4.4. Producdo de &cido clavulanico ap6s 60 dias de armazenamento
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Figura 4.5. Producdo de &cido clavulanico apos 90 dias de armazenamento
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Figura 4.6. Producéo de &cido clavulanico ap6s 120 dias de armazenamento
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Figura 4.7. Producéo de &cido clavulanico ap6s 150 dias de armazenamento
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Figura 4.8. Producéo de acido clavulanico apds 180 dias de armazenamento
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Figura 4.9. Producéo de &cido clavulanico ap6s 210 dias de armazenamento
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Figura 4.10. Producao de &cido clavulanico ap6s 240 dias de armazenamento
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Figura 4.11. Producao de &cido clavulanico ap6s 270 dias de armazenamento
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Fig.4.12. Producdo de &cido clavulanico ap6s 300 dias de armazenamento
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Figura 4.13. Producao de acido clavulanico ap6s 330 dias de armazenamento
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Figura 4.14. Producao de acido clavulanico ap6s 360 dias de armazenamento
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Com relacdo a viabilidade celular, as mesmas mantiveram-se praticamente
constantes nos dois conjuntos de criotubos com esporos (Tabela 4.13 e Figura 4.15). Pode-se
observar que houve uma variabilidade entre os ensaios que pode ter sido influenciada pelas
guantidades diferentes de células nos criotubos do mesmo lote, no momento da transferéncia
dos esporos para os criotubo. Uma vez que se trata de uma suspensdo, a homogeneizagéo
pode ndo ter sido perfeita. No entanto, deve-se salientar que ndo se observou queda de

viabilidade nos criotubos com esporos.

Tabela 4.13. Resultados da viabilidade dos conjuntos de criotubos de esporos

dos ensaios.
Viabilidade (UFC.mL™)
Ensaios E-10 E-20
0 5,0 x 10° 2,8 x 10°
1 4,4 x 10° 4,6 x 10°
5 4,7 x 10° 5,8 x 10°
3 6,9 x 10° 4,4x10°
2 1,0 x 10° 6,2 x 10°
5 1,4 x 10° 4,7x10°
6 2,4x10° 6,0 x 10°
7 3,0 x 10° 1,1x10°
8 1,2 x 10° 5,9 x 10°
9 8,6 x 10° 6,9 x 10°
10 5,1x 10° 7,9 x 10°
11 3,6 x 10° 3,0 x 10°
12 7,0x 10 2,8x10°
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Figura 4.15. Concentracéo de esporos no decorrer de 360 dias.

Através do teste estatistico de analise de variancia (ANOVA), verificou-se que
ndo houve diferenca significativa entre as médias dos diferentes conjuntos de criotubos.
Avaliando os resultados obtidos no gréfico da Figura 4.15, pode-se tirar algumas conclusdes
em relagdo a estabilidade da producdo de AC nos diferentes formas de preservacdo de
esporos, perda em porcentagem (%) da producdo de AC depois de 360 dias em relacdo ao
valor inicial e o tempo da queda da producéo de AC.

As analises foram realizadas primeiramente avaliando as influéncias das 3

variaveis na preservacao do microrganismo separadamente.

4.1 Influéncia dos nimeros de etapa de crescimento na preservacao

A Tabela 4.14 apresenta os valores de perda em porcentagem da capacidade

produtiva de AC ao final de 360 dias em relacdo a producao inicial (30 dias).
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Tabela 4.14. Perda da capacidade produtiva de AC.

Cadigo do Valor inicial de Valor final de Perda da
Criotubo Producao producéo producéo (%)
(mg.L™) (mg.L™)
E-10 558,8 458,4 18
E-20 523,4 259,9 50
CL1-10 718,9 2345 67
CL1-20 667,7 440,7 34
CL2-10 816,2 4457 45
CL2-20 532,6 375,3 30
CNL1-10 672,0 349,9 48
CNL1-20 763,4 419,9 45
CNL2-10 624,3 301,5 52
CNL2-20 854,0 366,0 57

Nos graficos das Figuras 4.16 e 4.17 observa-se uma queda brusca na producao
de AC apds o 4° més para a forma de preservacdo CL1-10. Apos esse periodo, a producédo
permaneceu muito baixa e estavel, havendo uma queda de 67% da producdo em relacdo ao
primeiro més. Na forma de preservacdo CL2-10, a queda da producdo apds o 4° més de
armazenamento foi de 45% da producdo em relagdo ao primeiro més (vide Tabela 4.14),
ocorrendo muitas oscilages ao longo do tempo em comparacdo com CL1-10, que apresentou

melhor estabilidade (menor oscilacao).
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Figura 4.16. Producao méaxima de &cido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo CL1-10.
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Figura 4.17. Produ¢do méxima de &cido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo CL2-10.
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Ainda em relacdo a influéncia da etapa de crescimento, comparando os modos
de preservacdo CL1-20 e CL 2-20 (Figuras 4.18 e 4.19) pode-se observar que houve uma
gueda na producdo apds o 6° més de armazenamento para a forma de preservacdo CL1-20.

Para CL2-20 observa-se uma queda brusca na producdo apds o 5° més e um
aumento novamente da producdo 9° més, o que pode ser explicado pelas diferencas entre as
quantidades de células presentes nesses criotubos como também a influéncia do pH no
crescimento celular e na degradacdo do produto. Apoés isso, a producdo voltou a cair até o0 12°
més. A perda na producgéo de AC em relagdo ao primeiro més de cultivo nos criotubos CL1-
20 (34%) foi um pouco maior que nos CL2-20 (30%). Os criotubos CL1-20 apresentaram

uma curva de estabilidade melhor que a dos CL2-20.
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T T T T T T T
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~— M + DP S _ ! 1
‘1 1000 | . Y -
5 681 mg.L™ T/ I I
g L .
» 800 | -
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(@) I .
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682, T{
600 ;-I T ] -
400 !/ I\* T/! _

B83 mg.L?

200 - -

0 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
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tempo de preservacdo (dias)

Figura 4.18. Produ¢do méxima de &cido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo CL1-20.
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Figura 4.19. Producdo méaxima de acido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo CL2-20.

Nos gréficos das Figuras 4.20 e 4.21 pode-se observar que para 0s criotubos
CNL1-10 houve uma queda brusca da producdo ap6s o 4° més de armazenamento, seguida de
um aumento da producdo no 8° més. Apos isso a producdo voltou a cair até o 11° més, com
um pequeno aumento no ultimo més. Nos CNL2-10, a queda na producdo ocorreu apds 0s
seis meses (180 dias) de armazenamento. As perdas de producdo de AC em relacdo ao
primeiro més foram proximas para os criotubos CNL1-10 (48%) e CNL2-10 (52%). Os

criotubos CNL 2-10 tiveram uma curva de estabilidade melhor do a dos CNL1-10.
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Figura 4.20. Producdo maxima de acido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de
preservacdo CNL1-10.
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Figura 4.21. Producdo méaxima de acido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo CNL2-10.
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Em relacdo aos modos de preservacdo CNL1-20 e CNL2-20 (Figuras 4.22 e
4.23) pode-se concluir que a queda na producdo do CNL1-20 ocorreu ap6s 180 dias de
armazenamento, mas houve um aumento novamente da producdo no 8° més, o que pode
novamente ser explicado pelas diferencas entre as quantidades de células presentes nesses
criotubos como também a influéncia do pH no crescimento celular e na degradacdo do
produto. Apds esse periodo a producdo voltou a cair até o 11° més, com um pequeno aumento
no ultimo més. A perda na producdo de AC em relacdo ao primeiro més de cultivo nos

criotubos CNL 2-20 de 48% foi inferior a dos criotubos CNL1-20 (57%).

[ e CNL120 |

1200 T T T T T T T T T T T T T T

M + DP N\
1000 = . {/ }
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gL \ \
\ E
\
600 M -DP \ |

?31mg.L'1 \i |
400 | \;/E—

200 —
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Figura 4.22.Producgdo maxima de acido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a

forma de preservacdo CNL1-20.
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(120dias) de armazenamento. Entre 0 8 ° e 0 9° més, observou-se um novo aumento da
producdo de AC, voltando a cair do 9° até o 12° més. Observou-se uma pequena perda de
producéo de AC de 18% em relagcdo ao primeiro més de cultivo nos criotubos, menor valor
entre todos os lotes de criotubos. Ja o lote de criotubos E-20 teve uma queda na producédo a
partir do 6° més (180 dias) de armazenamento, o que pode estar associado a concentracdo do
agente crioprotetor. Observou-se uma perda na producdo de AC de 50% apés de 1 ano de

armazenamento. Ainda, pbde-se observar que o lote E-10 apresentou uma melhor estabilidade
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I
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150 200
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Figura 4.23. Producao méaxima de &cido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a

forma de preservacdo CNL2-20.

que o lote E-20.

300

350

Influéncia da concentracéo do agente crioprotetor (glicerol 10 ou 20% v/v)

O lote de criotubos E-10 apresentou uma queda na producdo a partir do 4° més
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Figura 4.24. Producdo méaxima de acido clavulanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacdo E-10.
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Figura 4.25. Producdo méxima de &cido clavuléanico obtida ao longo de 360 dias para a forma de

preservacao E-20.

Ha uma série de fatores que podem influenciar a viabilidade de uma linhagem.

Um deles poderia ser o estado fisioldgico da cultura (célula vegetativa ou esporos) submetida
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a criopreservacdo ou liofilizacdo. Foi demonstrado que esporos de Streptomyces sdo mais
resistentes a variagdes de temperatura do que células vegetativas (Kusnetsov e Bushueva,
1973). A forma de preservacédo de esporos com 10% de glicerol foi a que teve menor perda na
producgéo durante 360 dias, podemos afirmar que armazenar esporos com 10% de glicerol a
-70°C é melhor que com 20% de glicerol em relagdo a viabilidade.

A queda da producdo dos criotubos do lote CL1-20 foi mais lenta que a do
CL1-10, o que pode ser explicado pela maior concentracdo de glicerol como agente
crioprotetor. O lote CL1-20 apresentou queda na producdo apds o 6° més, ja o lote CL1-10
apresentou queda apdés 4° més de armazenamento. Apds 1 ano de armazenamento, 0S
criotubos do lote CL1-20 apresentaram perda da producdo de 34%,bem inferior quando
comparada a do lote CL 1-10 de 67%.

A queda da produgéo do lote CL2-20 foi mais lenta que a do lote CL2-10, o
que pode ser explicado novamente pela maior concentracdo de glicerol como agente
crioprotetor. Os criotubos do lote CL2-20 apresentaram queda na producgdo ap0s o 5° més. Ja
para os criotubos do lote CL2-10 a queda foi apds 4° més de armazenamento. A perda da
producédo apds 1 ano para o lote de CL2-20 foi de 30%, bem inferior quando comparada a do
lote CL2-10 de 45%.

Quanto aos lotes de criotubos com células vegetativas nao lavadas (CNL), a
gueda da producdo do lote CNL1-20 foi mais lenta que a do lote CNL1-10, o que pode ser
explicado novamente pela maior concentracdo de glicerol como agente crioprotetor. O lote
CNL1-20 apresentou queda na produgdo ap6s do 6° més, ja o lote CNL1-10 apresentou
quueda da producdo de AC apds 4° més de armazenamento. As perdas de producdo de AC em
relacdo ao primeiro més foram proximas para os criotubos CNL1-20 (45%) e CNL 1-10
(48%). A curva de producdo dos criotubos do lote CNL1-20 mostrou-se mais estavel que a do
lote CNL1-10.

A queda da producdo de CNL2-10, diferentemente dos outros conjuntos com
10% v/v de agente crioprotetor (glicerol), foi mais lenta do que CNL2-20. Os criotubos do
lote CNL2-10 apresentaram queda na producdo de AC ap6s do 6° més. Para os criotubos do
lote CNL2-20 a queda foi apds 4° més de armazenamento. As perdas de producdo de AC apds
0 tempo de preservacdo de 1 ano foram proximas para os criotubos CNL2-10 (52%) e CNL 2-
20 (57%).

Os crioprotetores diminuem o ponto de congelamento do sistema e reduzem a

quantidade e o tamanho dos cristais de gelo durante o esfriamento, contribuindo para a
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protecéo fisica das membranas e impedindo o aumento da concentracdo do produto idnico do

congelamento da dgua (Gherna, 1981).

Nos conjuntos de criotubos com uma etapa de crescimento e com lavagem das
células a perda na produgéo de AC no final de um ano foi maior em relacéo valor inicial. Com
duas etapas sem lavagem a perda foi maior, sendo aqui observada a influéncia conjunta da
lavagem das células e da etapa de crescimento. Uma etapa de crescimento com 10% v/v de
glicerol apresentou uma media de producdo de AC menor com ou sem lavagem das células.
Com 20% v/v de glicerol a média foi maior. Constata-se, portanto, a influéncia do agente
crioprotetor na média de producao.

4.3. Influéncia da Lavagem das Células

A curva de produgdo dos criotubos do lote CL1-10 foi mais estavel que a do
lote CNL1-10, embora a perda da producéo no final de 12 meses tenha sido maior (67%) em
relacdo a do lote CNL1-10, de 48%.

Os criotubos do lote CL2-10 tiveram muitas oscilagdes na producdo durante os
12 meses de armazenamento. A curva de producdo relativa ao lote CNL2-10 foi mais estavel
do que a do lote CL 2-10 e a perda da producdo dos criotubos do lote CL2-10 foi menor
(45%) em relacdo a do lote CNL2-10, de 52%.

Comparando os criotubos dos lotes CL2-20 e CNL2-20, pode-se notar que a
curva de producdo do lote CNL2-20 apresentou algumas oscilagcBes no inicio e apresentou
comportamento bem semelhante ao do lote CL2-20. A perda de producéo dos criotubos do
lote CL2-20 foi de 30% e do lote CNL 2-20 foi de 57%.

Comparando os comportamentos dos criotubos dos lotes CL1-20 e CNL1-20,
pode-se notar que as curvas de producdo foram bem semelhantes. A perda de producdo do
lote CL1-20 foi de 34% e do lote CNL1-20 foi de 45%.

Com excecdo do CL1-10, todos os conjuntos de criotubos com lavagem de
células apresentaram uma perda menor no final de 1 ano em relacéo aos criotubos de células
ndo lavadas. Ndo houve muita diferenca entre as curvas de producdo em relacéo a estabilidade
dos criotubos, ou seja, todos apresentaram flutuacéo na producao.

Quanto a estabilidade dos criotubos, pode-se notar que houve certa
variabilidade entre cultivos que pode ter sido influenciada por outros fatores como

quantidades diferentes de células nos criotubos do mesmo lote e a variacdo de pH ao longo
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dos cultivos. Pode-se observar esta estabilidade na Figura 4.26, que mostra os perfis da
concentracdo de acido clavulanico durante os 12 meses de preservacao, para as diferentes
formas de preservacdo. Os valores utilizados no grafico correspondem a media da triplicata
correspondente ao valor méximo de producdo, independentemente do tempo de cultivo (96,
120 ou 144 h), uma vez que o pico de producdo pode ocorrer nesses diferentes tempos de
cultivo. Para a analise de estabilidade do criotubos foi gerada uma grande média com o
respectivo desvio padrdo, utilizando todos os valores correspondentes ao valor maximo de
producdo, calculado como sendo 656,5 + 292,3 mg.L™. Observa-se no gréfico da Figura 4.26
quais conjuntos de criotubos ou formas de preservacao estdo dentro do desvio padréo, ou seja,

mantendo certa estabilidade.
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Figura 4.26. Producdes de acido clavulanico ao longo de 360 dias obtidas para as diferentes formas de
preservacao.

Em relacdo as producdes de AC obtidas, o valor maximo alcancado foi de
1300 mg.L™* em 144 h, no modo de preservagdo CNL 2-20. Esse resultado é o melhor obtido
até o momento na literatura consultada, em cultivos em mesa incubadora rotativa com meio
complexo e linhagem selvagem, acima da producdo encontrada por Wang et al. (2005), de
670 mg.L™" em cultivo com a adicdo do aminoacido ornitina e de Maranesi et al. (2005) de
7219 mg. L de AC em 120 horas de cultivo utilizando o mesmo meio de cultura de

producéo do presente trabalho.

As Figuras 4.27 a 4.36 ilustram os perfis das médias das triplicatas de cada

amostra em relacdo a producédo de AC nos diferentes tempos de cultivo, para os 10 lotes de
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criotubos ao longo de 360 dias de preservacdo. Observa-se que 0s picos de producdo de AC
ocorreram aleatoriamente em 96, 120 e 144 horas de cultivo, bem como que ndo houve, na
maioria dos cultivos, grande diferenca entre os valores dos picos, independente do tempo de

cultivo.
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Figura 4.27. Perfis dos valores médios da produg¢do de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preserva¢do CL1-10.
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Figura 4.28. Perfis dos valores médios da producédo de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CL2-10.
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Figura 4.29. Perfis dos valores médios da producdo de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CL1-20.
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Figura 4.31. Perfis dos valores médios da produgédo de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CNL1-10.
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Figura 4.32. Perfis dos valores médios da producgédo de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CNL2-10.
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Figura 4.33. Perfis dos valores médios da producgédo de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CNL1-20.
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Figura 4.34. Perfis dos valores médios da produg¢do de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservagdo CNL2-20.
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Figura 4.35. Perfis dos valores médios da produg¢do de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservacao E-10.
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Figura 4.36. Perfis dos valores médios da produg¢do de AC em 96, 120 e 144 horas de cultivo ao

longo de 360 dias para a forma de preservacao E-20.

Em relacdo a andlise morfoldgica, foram obtidas imagens microscopicas ao
final das etapas de reativacdo dos 120 cultivos. Essa andlise foi realizada para verificar os
tipos de morfologia da bactéria crescida apos determinados tempos de armazenamento, ndo

sendo realizada uma andlise mais refinada das imagens.

Constatou-se nas imagens oriundas de microrganismos armazenados na forma
vegetativa (micélios) morfologias diversas como pellets, clumps, filamentos livres ndo
ramificados e filamentos livres ramificados, independente das condicdes de preservacao. No
entanto, a morfologia dos microrganismos preservados na forma de esporos apresentaram
somente presenca de filamentos livres. Uma alta concentracdo de esporos no inoculo resulta
em um crescimento na forma filamentosa, ao passo que uma baixa concentracdo de esporos
provoca a formacdo de “pellets” (Foster, 1949). Microrganismos preservados na forma de

células vegetativas apresentaram em suas imagens algumas formacdes de “pellets”.

Como ilustragdo, imagens aleatérias de cinco desses cultivos estdo
apresentadas nas Figuras 4.37 a 4.41. Pode-se observar algumas imagens a presenca de

“pellets” e de filamentos livres dispersos.
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Fig 4.37. “Pellet” presente no indculo preservado na forma CNL2-20 ap6s a etapa de reativagéo

(aumento de 40x)

Fig 4.38. Forma filamentosa de S. clavuligerus preservados na forma CNL1-20 ap6s a etapa de

reativacdo (aumento de 40x)
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Fig 4.39. “Pellets” presentes no indculo preservados na forma CL2-20 apds a etapa de reativacdo

(aumento de 10x)
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Fig 4.40. Micélios de S. clavuligerus preservados na forma CL2-20 apds a etapa de reativacao

(aumento de 10x)
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Fig 4.41. Forma filamentosa no ensaio preservados na forma E-10 ap6s a etapa de reativagéo

(aumento de 20x)
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia de preservacdo e
manipulacdo da linhagem de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064, através da avalia¢do de
10 modos diferentes de preservacdo que foram acondicionadas em criotubos a —70°C,
utilizando-se o glicerol como um composto crioprotetor. Durante o decorrer dos ensaios
realizados a cada 30 dias no decorrer de 1 ano foi constatada a perda da viabilidade e

estabilidade celular da linhagem. De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

e houve uma grande variabilidade entre os valores de concentracdo celular para as
diversas condicbes de preservacdo empregadas e nos 12 cultivos realizados, ndo sendo
possivel relacionar o crescimento celular com a producdo de AC e com as condicGes de
preservacao.

e independentemente da forma de preservacdo, as producBes de AC ocorreram
aleatoriamente em 96, 120 e 144 horas de cultivo.

e com relacdo a viabilidade celular, as mesmas mantiveram-se praticamente constantes
nos dois conjuntos de criotubos com esporos ao longo de um ano de preservagéo.

e a porcentagem do agente crioprotetor (glicerol) influenciou na média de producéo para
0S microrganismos preservados com uma ou duas etapas crescimento.

e N0s conjuntos de criotubos com uma etapa de crescimento e com lavagem das células
a perda na producdo de AC no final de um ano foi maior em relagéo ao valor inicial,
comparando com 0s conjuntos de criotubos com duas etapas de crescimento.

¢ nos conjuntos de criotubos com uma etapa de crescimento e sem lavagem das células a
perda na producdo de AC no final de um ano foi menor em relacdo ao valor inicial,
comparando com 0s conjuntos de criotubos com duas etapas de crescimento.

e Com excecdo do CL1-10, todos os conjuntos de criotubos com lavagem de células
apresentaram uma perda menor no final de 1 ano em relacdo aos criotubos de células
néo lavadas.

e Com excecdo de CNL2-20, todos os criotubos de células vegetativas armazenados
com 20% de glicerol, tiveram menor perda na producdo de AC no final de um ano,
comparando com os criotubos com 10% de glicerol.

e em linhas gerais, quanto a estabilidade dos criotubos, pode-se notar que houve certa

variabilidade entre os cultivos, o que pode ter sido influenciada por outros fatores como
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quantidades diferentes de células nos criotubos do mesmo lote e a variacdo de pH ao
longo dos cultivos.

e em todos 0s conjuntos de criotubos houve uma queda da producdo de AC, alguns a
partir de 120 dias outros em 150 e 180 dias.

e Em relacéo as producdes de AC obtidas, o valor méximo alcancado foi de 1300 mg.L™
em 144 h, no modo de preservacdo CNL 2-20.

e Em relacdo a analise morfoldgica, microrganismos preservados na forma de esporos
apresentaram somente presenca de filamentos livres e microrganismos preservados na
forma de células vegetativas apresentaram em suas imagens algumas formacgOes de

“pellets”.

e a condicdo de preservacdo E-10 apresentou uma viabilidade maior que a condicédo
E-20 durante os 360 dias de armazenamento, sendo que a perda de producéo de AC apoés
360 dias foi de 18% em comparacdo com a condicdo E-20 que foi de 50%. Sendo,
portanto a melhor condicéo de preservacdo (mais estavel) entre os criotubos preservados
na forma de esporos.

e As formas de preservagdo CL1-20 e CL2-20 foram as melhores condicOes de
preservacdo (mais estavel) entre os criotubos preservados na forma de células
vegetativas, apresentando menores perdas na producdo de AC no final de um ano e um

pico de producdo entre 150 e 180 dias.
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