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Resumo 

Streptomyces clavuligerus produz uma diversidade de compostos de interesse 
terapêutico, com destaque para os beta-lactâmicos ácido clavulânico (um inibidor de 
beta-lactamases) e o antibiótico cefamicinaC, e os não beta-lactâmicos holomicina e 
tunicamicina. A produção destes metabólitos secundários é extremamente 
influenciada pela natureza e/ou concentração da(s) fonte(s) de nitrogênio do meio. 
Por exemplo, lisina é precursor dos antibióticos beta-lactâmicos e sua presença em 
culturas de S.clavuligerus estimula, principalmente, a produção de cefamicinaC. Por 
outro lado, lisina também é consumido no metabolismo primário, gerando duas 
moléculas de glutamato. O presente trabalho propôs explorar as atuações 
individuais de lisina e glutamato exógenos no processo em batelada de produção de 
compostos bioativos. Para isto, realizaram-se cultivos submersos em batelada em 
meios quimicamente definidos contendo maltose como principal fonte de carbono e 
energia e lisina ou lisina+glutamato como fonte(s) de nitrogênio. Realizaram-se 
cultivos preliminares em frascos agitados iniciados em pH 6,8 ou pH 7,2. 
Independente do pH inicial, nos meios contendo somente lisina obtiveram-se as 
maiores concentrações de cefamicinaC (~140 mg.L-1) e nos meios lisina+glutamato, 
além de cefamicina C (55 a 85 mg.L-1) também houve a produção de holomicina (15 
a 35 mg.L-1). Esta última foi inesperada e inédita, pois a literatura tem afirmado que a 
produção de holomicina pela linhagem selvagem de S.clavuligerus é indetectável. 
Outra particularidade dos cultivos em lisina+glutamato foi o aumento acentuado de 
pH até 8,0, impedindo, assim, avaliar a atuação dos aminoácidos na produção de 
bioativos. Para eliminar a variação de pH e ao mesmo tempo investigar se a 
produção de holomicina havia sido desencadeada pela presença de glutamato e/ou 
justamente pelo aumento de pH, conduziram-se cultivos em biorreator convencional 
(5L vol. útil) com pH controlado em 6,8, valor usual em culturas submersas de 
S.clavuligerus, ou em pH 7,4, valor próximo do início da produção de holomicina em 
frascos agitados. Na condição lisina+glutamato em pH 6,8 obteve-se ca.400 mg.L-1 
de cefamicinaC, um valor de gt3 a 4 vezes maior que o obtido nas demais 
condições. Uma concentração de cefamicinaC desta ordem de grandeza obtida em 
meio sintético nunca foi relatada na literatura. Este resultado também sustenta a 
ideia de que glutamato exógeno pode promover maior disponibilização da lisina 
presente no meio no sentido do aumento da produção de cefamicinaC. Holomicina 
foi produzida somente nos meios controlados em pH 7,4 (50 a 100 mg.L-1), 
independente da presença de glutamato. Concentrações desta ordem de grandeza 
têm sido reportadas apenas para mutantes de S.clavuligerus melhores produtores 
deste composto que apresentam, geralmente, danos genéticos associados à síntese 
de ácido clavulânico. Os dados obtidos em biorreator também foram comparados 
entre si por meio de estudos de modelagem e simulação, tanto do ponto de vista 
cinético como de distribuição de fluxos metabólicos. O modelo cinético refletiu bem o 
comportamento dos cultivos e as simulações do modelo metabólico indicaram que a 
produção de holomicina juntamente com a utilização de lisina como única fonte de 
nitrogênio, exigiu maior demanda energética. Os presentes resultados somam-se às 
evidências de que é possível configurar um ambiente artificial que simule condições 
necessárias e suficientes do ambiente natural do micro-organismo capazes de 
desencadear a produção de metabólitos secundários específicos. 
 
Palavras chave: Streptomyces clavuligerus. Bioprocesso. Metabólito secundário. 
Modelagem matemática e simulação. Fluxos metabólicos 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 
Streptomyces clavuligerus produces several compounds of therapeutic interest 
including the beta-lactam clavulanic acid (a powerful beta-lactamase inhibitor) and 
the antibiotic cephamycin C as well as the not beta-lactam holomycin and 
tunicamycin. The production of this secondary metabolites is extremely influenced by 
source and/or concentration of nitrogen in the culture media. For example, lysine is a 
precursor of the beta-lactam antibiotics and its presence in culture S. clavuligerus 
stimulates especially the production of cephamycin C. On the other hand, this 
microorganism also consumes lysine in the primary metabolism, generating two 
molecules of glutamate. The present work proposed to explore the individual 
performances of exogenous lysine and glutamate in the batch process of bioactive 
compounds production. For this porpoise, submerged batch cultures were performed 
by using a chemically defined media containing maltose as the main source of 
carbon and energy coupled with lysine or lysine+glutamate as the main source(s) of 
N. Preliminary cultures were made in shake flasks initiated at pH 6.8 or pH 7.2. In the 
media containing only lysine were obtained the highest concentrations of cephamycin 
C (~ 140 mg.L-1). Likewise, in the media with lysine+glutamate, in which were also 
obtained cephamycin C (55 to 85 mg.L-1) and holomycin (15 to 35 mg.L-1). The latter 
was unexpected and unpublished, since the literature has stated that the production 
of holomycin by the wild strain of S. clavuligerus is undetectable. Another peculiarity 
of the glutamate cultures was the sharp increase of pH to 8,0, thus preventing the 
evaluation regarding the action of amino acids in the production of bioactive. This 
problem was eliminated by conducting the cultures in a conventional bioreactor (5L) 
with pH controlled at 6.8, usual value in submerged cultures of S. clavuligerus, or at 
pH 7.4, value close to that was observed at the start of holomycin production in 
shake flasks. In the lysine+glutamate condition at pH 6.8 was obtained approximately 
400 mg.L-1 of cephamycin C, 3 to 4 times higher than other conditions. A 
concentration of cephamycin C of this order of magnitude obtained in synthetic 
medium has never been reported in the literature. This result also supports the idea 
that exogenous glutamate may promote greater availability of exogenous lysine 
leading to an increasing production of cephamycin C. Holomycin was produced only 
in the controlled media at pH 7.4 (50 to 100 mg.L-1), independent of the presence of 
glutamate. Concentrations of this order of magnitude have been reported only for S. 
clavuligerus mutants, the best holomycin producers with genetic damage associated 
with CA synthesis. Moreover, the data obtained in bioreactor were also compared 
with each other by means of modeling and simulation studies, both by kinetic point of 
view and distribution of metabolic fluxes. The kinetic model well reflected the 
behavior of the culture mediums and the simulations of the metabolic models. It also 
indicated that the production of holomycin combined with the presence of lysine as 
the only source of N, demanded the highest energy demand. The present results add 
to the evidence that an artificially defined environment can simulate necessary and 
sufficient conditions of the natural environment of the microorganism capable of 
triggering the production of specific secondary metabolites. 
 
Key-words: Streptomyces clavuligerus. Bioprocess. Secondary metabolite. 

Mathematical modeling and simulation. Metabolic flux. 

 



 

 

 

 

Lista de Figuras 

Figura 3.1: Diversidade de bioativos. ................................................................................... 26 

Figura 3.2: Distribuição dos antibióticos descobertos até 2001, de acordo com sua origem. 27 

Figura 3.3: Estrutura química de compostos beta-lactâmicos: (1) Estrutura do ácido 

clavulânico, (2) Estrutura das penicilinas e (3) Estrutura das cefalosporinas. ...................... 34 

Figura 3.4: Rota biossintética de ácido clavulânico. ............................................................. 36 

Figura 3.5: Estrutura química da Cefamicina C. ................................................................... 36 

Figura 3.6: Rota biossintética de Cefamicina C em S. clavuligerus e N. lactamdurans. ....... 38 

Figura 3.7: Estrutura química da Holomicina. ...................................................................... 39 

Figura 3.8: Rota biossintética de Hol. .................................................................................. 40 

Figura 3.9: Esquema do sistema biológico microscópico. .................................................... 41 

Figura 3.10: Modelagem matemática do metabolismo celular a partir de representações de 

redes metabólicas construídas com base em (a) interações individuais; (b) restrições, 

incluindo a topologia da rede, estequiometria e reversibilidades das reações ou (c) 

mecanismos detalhados de reações. Resultados típicos obtidos com as análises 

esquematizados abaixo de cada estratégia: (a) "Nós" (círculos vermelhos) de interação da 

rede metabólica; (b) "Cone" de distribuição dos fluxos possíveis em uma rede construída a 

partir de rotas metabólicas; (c) Dinâmica da concentração dos componentes celulares. ..... 46 

Figura 4.1: Esporos de S. clavuligerus cultivados em meio proposto por Sánchez e Braña 

(1996). ................................................................................................................................. 49 

Figura 4.2: Biorreator de bancada, tipo tanque agitado (News Brunswick, modelo Bioflo 

2000, 5 L de volume útil). ..................................................................................................... 51 

Figura 4.3: Esquemas das etapas de cultivo de S. clavuligerus. .......................................... 52 

Figura 4.4: Placa de bioensaio para determinação da concentração de CefC. .................... 56 

Figura 4.5: Esquema de extração líquido-líquido de Hol: Caldo de cultivo em que ocorreu a 

biossíntese de Hol (A) e Extração de Hol (B) . ..................................................................... 56 

Figura 4.6: Analisador de gases BlueInOne. ........................................................................ 57 

Figura 5.1: Perfis de pH (A), crescimento celular (B), Log de Biomassa e a biossíntese de 

Hol no cultivo “L+G pH 7,2” (C), biossíntese de AC (D), biossíntese de CefC (E) e 

biossíntese de Hol (F) obtidos em cultivos em batelada (em frascos agitados, sem controle 

de pH) em meios sintéticos a 28°C com valores de pH inicial ajustados em 6,8 ou 7,2, 

contendo como fontes de nitrogênio: lisina+glutamato (meio L+G) ou lisina (meio Lisina). .. 62 

Figura 5.2: Batelada em meio "Lisina pH 6,8" a 28°C – Dados experimentais (cruz) e 

simulados (traço-dois pontos) de crescimento celular (Cx), de consumo maltose (Cmalt) e 

lisina (Clis), e de formação dos biocompostos cefamicina C (CcefC) e ácido clavulânico 



 

 

 

 

(CAC) de cultivo em batelada em biorreator convencional de bancada, com pH controlado 

em 6,8. ................................................................................................................................ 65 

Figura 5.3: Batelada em meio "L+G pH 6,8" a 28°C – Dados experimentais (cruz) e 

simulados (traço-dois pontos) de crescimento celular (Cx), de consumo de glutamato (Cglut), 

maltose (Cmalt) e lisina (Clis), e de formação dos biocompostos cefamicina C (CcefC) e 

ácido clavulânico (CAC) de cultivo em batelada em biorreator convencional de bancada, 

com pH controlado em 6,8. .................................................................................................. 66 

Figura 5.4: Batelada em meio "Lisina pH 7,4" a 28°C – Dados experimentais (cruz) e 

simulados (linha traço-dois pontos) de crescimento celular (Cx), de consumo maltose 

(Cmalt) e lisina (Clis), e de formação dos biocompostos holomicina (Chol), cefamicina C 

(CcefC) e ácido clavulânico (CAC) de cultivo em batelada em biorreator convencional de 

bancada, com pH controlado em 7,4. .................................................................................. 67 

Figura 5.5: Batelada em meio "L+G pH 7,4" a 28°C – Dados experimentais (cruz) e 

simulados (linha traço-dois pontos) de crescimento celular (Cx), de consumo de glutamato 

(Cglut), maltose (Cmalt) e lisina (Clis), e de formação dos biocompostos holomicina (Chol), 

cefamicina C (CcefC) e ácido clavulânico (CAC) de cultivo em batelada em biorreator 

convencional de bancada, com pH controlado em 7,4. ........................................................ 68 

Figura 5.6: Perfis de evolução de íons amônio no caldo dos cultivos em biorreator a 28°C 

“L+G pH 6,8”, “L+G pH 7,4” e “Lisina pH 7,4” utilizando a linhagem selvagem de S. 

clavuligerus ATCC 27064. ................................................................................................... 76 

Figura 5.7: Perfis de crescimento e evolução dos valores de pH nos cultivos de S. 

clavuligerus ATCC 27064 em frascos agitados com pH inicial a 6,8: Formação de biomassa 

dos meios contendo lisina como fonte de N a 20°C e 28°C (A), Formação de biomassa dos 

meios contendo lisina e glutamato como fontes de N a 20°C e 28°C (B), Evolução do valor 

de pH dos meios contendo lisina como fonte de N a 20°C e 28°C (C) e Evolução do valor 

dos meios contendo lisina e glutamato como fontes de N a 20°C e 28°C (D). ..................... 78 

Figura 5.8: Perfis de produção de biocompostos nos cultivos de S. clavuligerus ATCC 27064 

em frascos agitados com pH inicial a 6,8: Produção de CefC  dos meios contendo lisina 

como fonte de N a 20°C e 28°C (A),  Produção de CefC dos meios contendo lisina e 

glutamato como fontes de N a 20°C e 28°C (B), Produção de AC dos meios contendo lisina 

como fonte de N a 20°C e 28°C (C) e Produção de AC dos meios contendo lisina e 

glutamato como fontes de N a 20°C e 28°C (D). .................................................................. 80 

Figura 5.9: Perfis de formação de NH4
+ nos cultivos de S. clavuligerus ATCC 27064 em 

frascos agitados com pH inicial a 6,8: Cultivos contendo lisina como fonte de N a 20°C e 

28°C (A) e Cultivos contendo lisina e glutamato como fontes de N a 20°C e 28°C (B). ....... 81 



 

 

 

 

Figura 5.10: Perfis de secreção de proteína extracelular nos cultivos em batelada realizados 

em biorreator a 28°C: Meios de cultura compostos apenas por lisina como fonte de N (A), 

Meios de cultura compostos por lisina e glutamato como fontes de N (B). ........................... 82 

Figura 5.11: Perfis de evolução de CO2 nos cultivos em batelada realizados em biorreator a 

28°C: "L+G pH 6,8" (A), "Lisina pH 7,4" (B) e "L+G pH 7,4". ................................................ 84 

Figura 5.12: Mapa de distribuição dos principais fluxos durante a fase exponencial do cultivo 

"L+G pH 6,8" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator (intervalo de 9 a 20 horas de 

cultivo). ................................................................................................................................ 91 

Figura 5.13: Mapa de distribuição dos principais fluxos durante a fase exponencial do cultivo 

"L+G pH 6,8" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator (intervalo de 20 a 30 horas de 

cultivo). ................................................................................................................................ 92 

Figura 5.14: Mapa de distribuição dos principais fluxos durante a fase exponencial do cultivo 

"Lisina pH 7,4" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator. ............................................ 93 

Figura 5.15: Mapa de distribuição dos principais fluxos durante a fase exponencial do cultivo 

"L+G pH 7,4" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator................................................ 94 

 

  



 

 

 

 

Lista de Tabelas 

Tabela 3.1: Número aproximado de produtos naturais conhecidos até o ano de 2010. ....... 28 

Tabela 3.2: Empresas que cessaram ou continuam bioprospectando entre 2000 e 2013. ... 29 

Tabela 3.3:Antibióticos e inibidores de beta-lactamases lançados entre 2000 e 2015. ........ 30 

Tabela 3.4: Medicamentos em teste clínico. ........................................................................ 31 

Tabela 4.1: Cultivos em frascos agitados utilizando a linhagem selvagem ATCC 27064 de 

Streptomyces clavuligerus. .................................................................................................. 52 

Tabela 4.2: Cultivos em biorreator tipo tanque agitado utilizando a linhagem selvagem ATCC 

27064 de Streptomyces clavuligerus. .................................................................................. 52 

Tabela 5.1: Parâmetros cinéticos referentes as fontes de C dos cultivos simulado em Scilab.

 ............................................................................................................................................ 72 

Tabela 5.2: Parâmetros cinéticos referentes a fonte de N dos cultivos simulado em Scilab. 73 

Tabela 5.3: Parâmetros cinéticos referentes aos biocompostos produzido nos cultivos 

simulado em Scilab. ............................................................................................................. 74 

Tabela 5.4: Variações globais de consumo de substratos e formações de produtos durante a 

fase exponencial do cultivo "L+G pH 6,8" de S. clavuligerus  ATCC 27064 em biorreator. .. 86 

Tabela 5.5: Variações globais de consumo de substratos e formações de produtos durante a 

fase exponencial do cultivo "L+G pH 6,8" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator. ... 86 

Tabela 5.6: Variações globais de consumo de substratos e formações de produtos durante a 

fase exponencial do cultivo "Lisina pH 7,4" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator. . 86 

Tabela 5.7: Variações globais de consumo de substratos e formações de produtos durante a 

fase exponencial do cultivo "L+G pH 7,4" de S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator. ... 87 

Tabela 5.8: Balanço de massa de Nitrogênio do cultivo "L+G pH 6,8" de  S. clavuligerus 

ATCC 27064 em biorreator. ................................................................................................. 95 

Tabela 5.9: Balanço de massa de Nitrogênio do cultivo "Lisina pH 7,4" de  S. clavuligerus 

ATCC 27064 em biorreator. ................................................................................................. 96 

Tabela 5.10: Balanço de massa de Nitrogênio do cultivo "L+G pH 7,4" de S. clavuligerus 

ATCC 27064 em biorreator. ................................................................................................. 96 

  



 

 

 

 

Lista de abreviaturas e siglas 

 

a-ACG – alfa-acetoglutarato 

AC – Ácido Clavulânico 

Acetil-CoA – Acetil Coenzima A 

ACV – alfa-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina 

ADP – Difosfato de adenosina 

AEF - Análise de Equilíbrio de Fluxo  

AFM – Análise de Fluxo Metabólico 

AICAR – 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucléico  

AMP – Monofosfato de adenosina 

ATP – Trifosfato de adenosina 

AVF – Análise de Via de Fluxos 

C - Carbono 

CA-P – Carbamoil Fosfato 

CefC – Cefamicina C  

CLAE – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência   

CTP – Trifosfato de citidina 

DAC – deacetilcefalosporina C 

DAOC – deacetoxicefalosporina C 

dATP –  Trifosfato de desoxiadenosina  

dCTP – Trifosfato de desoxicitidina  

dGTP – Trifosfato de desoxiguanosina  

DNA – Ácido desoxirrubonucleico 

dTTP – Trifosfato de desoxitimidina   

FAD – Dinucleotídeo de flavina-adenina 

GA-3-P – Gliceraldeído- 3- fosfato 

GDP – Difosfato de guanosina  

Glu - Glutamato 

GTP- Trifosfato de guanosina  

HOCDAC – 7-hidroxi-carbamoil-deacetilcefalosporina C  

Hol - Holomicina 

I – Irreversível  

L+G – Condição de meio de cultura composta por Lisina e Glutamato  



 

 

 

 

LAT - Lisina aminotransferase 

Lis - Lisina 

MOPS - Ácido 3-(N-morfolino) propanossulfônico  

N - Nitrogênio 

NAD – Dinucleotídeo de nicotinamida-adenina 

NADP – Dinucleotídeo de nicotinamida-adenina-fosfato 

NH3 - Amônia 

NH4
+ - Amônio 

OAA - Oxaloacetato 

OCDAC – orto-carbamoil-deacetilcefalosporina C 

OPA – orto-phtalaldeído 

PenG – Penicilina G 

PenN – Penicilina N 

PEP - Fosfoenolpiruvato 

R - Reversível  

RNA – Ácido ribonucléico 

SUCC-COA – Succinil-Coenzima A 

Tun - Tunicamicina 

UTP – Uridina trifosfato 

UV – Ultravioleta 

  



 

 

 

 

SUMÁRIO 

  

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................... 20 

1.1 Considerações Gerais .................................................................................. 23 

2 OBJETIVO GERAL ............................................................................................ 24 

2.1 Objetivos específicos ................................................................................... 24 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ............................................................................... 25 

3.1 Biocompostos microbianos .......................................................................... 25 

3.2 Streptomyces clavuligerus ........................................................................... 32 

3.3 Ácido Clavulânico ......................................................................................... 33 

3.4 Biossíntese de Ácido clavulânico ................................................................. 35 

3.5 Cefamicina C ................................................................................................ 36 

3.6 Biossíntese de Cefamicina C ....................................................................... 37 

3.7 Holomicina ................................................................................................... 39 

3.8 Influência das condições de cultivo no metabolismo secundário ................. 41 

3.9 Modelagem Matemática ............................................................................... 44 

4 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................... 48 

4.1 Micro-organismos ......................................................................................... 48 

4.2 Meios de Cultura .......................................................................................... 48 

4.3 Condições gerais do processo fermentativo ................................................ 50 

4.4 Métodos Analíticos ....................................................................................... 53 

4.4.1 Coleta de amostras, armazenagem do sobrenadante e determinação 

de biomassa. ...................................................................................................... 53 

4.4.2 Determinação das concentrações dos substratos ............................... 53 

4.4.3 Determinação da concentração de proteína extracelular ..................... 54 

4.4.4 Determinação da concentração de íons amônio .................................. 54 

4.4.5 Determinação da concentração de Ácido Clavulânico ......................... 54 

4.4.6 Determinação da concentração de Cefamicina C ................................ 55 



 

 

 

 

4.4.7 Determinação da concentração de Holomicina ................................... 56 

4.4.8 Análise de CO2 .................................................................................... 57 

4.5 Modelagens Matemáticas ............................................................................ 57 

4.5.1 Estimativa de parâmetros dos processos fermentativos ...................... 57 

4.5.2 Simulação dos modelos metabólicos ................................................... 58 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................... 59 

5.1 Cultivos em frascos agitados ....................................................................... 59 

5.2 Cultivos em biorreator .................................................................................. 64 

5.3 Modelo cinético ............................................................................................ 71 

5.4 Formação de íons amônio nas culturas ....................................................... 75 

5.5 Secreção de Proteínas ................................................................................. 81 

5.6 Evolução de CO2 .......................................................................................... 82 

5.7 Reações do modelo metabólico ................................................................... 85 

5.8 Distribuições de fluxos metabólicos e Balanços de massa para o Carbono 85 

5.9 Balanços de material para o Nitrogênio (N) ................................................. 95 

6 CONCLUSÕES .................................................................................................. 98 

7 REFERÊNCIAS ................................................................................................ 100 

8 APÊNDICE A- Reações bioquímicas do modelo metabólico de S. clavuligerus

 112 

 

  



 

 

20 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

Durante algumas décadas após a descoberta dos primeiros antibióticos, criou-

se o conceito de que as doenças infecciosas causadas por micro-organismos 

patogênicos haviam permanecido em um passado distante. No entanto, com o 

surgimento de bactérias patogênicas multirresistentes, as doenças voltaram a ser 

uma grande ameaça à saúde humana. Dados da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) têm relatado cerca de 440 mil novos casos anuais de infecções por bactérias 

resistentes, com mais de 150 mil mortes (ZHU et al., 2014a). Com o aumento do 

número de bactérias patogênicas resistentes aos antibióticos conhecidos, tornou-se 

urgente a exploração de novos micro-organismos para a produção de compostos 

mais eficientes (WIETZ et al, 2010). Geralmente micro-organismos filamentosos 

constituem a principal fonte de metabólitos secundários, produzindo cerca de 90% 

de todos os antibióticos conhecidos. A classe dos antibióticos beta-lactâmicos é, 

ainda hoje, uma das mais utilizadas terapeuticamente (TORTORA et al., 2010) 

devido à alta especificidade e toxicidade relativamente baixa de seus compostos 

(BRAKHAGE, 1998). Penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas são exemplos de 

beta-lactâmicos produzidos por fungos filamentosos ou bactérias pertencentes aos 

actinomicetos utilizados para a produção de compostos semi-sintéticos de amplo 

espectro de ação antibiótica.  

O gênero Streptomyces, pertencente aos actinomicetos, é responsável por 

aproximadamente dois terços de todos os biocompostos descobertos (TORTORA et 

al., 2010; TIWARI e GUPTA, 2012). Um exemplo é Streptomyces clavuligerus, uma 

importante espécie industrial que produz múltiplos biocompostos, dos quais vários já 

foram isolados e caracterizados. Dentre esses metabólitos, dois compostos beta-

lactâmicos são produzidos industrialmente: o ácido clavulânico (AC) e o antibiótico 

cefamicina C (CefC). Além destes compostos, S. clavuligerus produz outras vinte 

clavamas, várias com atividade antifúngica, e os antibióticos não-beta lactâmicos 

tunicamicina (Tun) e holomicina (Hol). A diversidade produtiva de S. clavuligerus tem 

feito desta espécie um excelente modelo para o estudo das complexas relações 

entre mecanismos controladores e biossínteses de múltiplos metabólitos 

secundários (FUENTE et al, 2002).  

AC é um potente inibidor de beta-lactamases e atua em sinergia com 

penicilinas e cefalosporinas, bloqueando o sítio ativo destas enzimas sintetizadas 
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por bactérias resistentes protegendo, assim, a atividade dos antibióticos. Um 

exemplo desta importante combinação é Clavulin® (clavulanato de potássio e 

amoxicilina) (DOMINGUES et al, 2010). CefC é estruturalmente semelhante à 

cefalosporina C, a qual é produzida somente por fungos filamentosos (CRUZ et al, 

2004), porém, possui maior resistência a beta-lactamases por apresentar um radical 

metoxi na posição 7alfa que confere maior estabilidade ao sistema bicíclico de anéis 

dos beta-lactâmicos (BUSSARI et al, 2009). Tun é produzida por várias espécies de 

Streptomyces e consiste de uma mistura de dez ou mais homólogos de 

nucleosídeos que interferem na formação de glicoproteínas em bactérias e 

eucariotos. Hol é um antibiótico da classe das pirrotinas (ditiolopirrolona), bem 

conhecido por inibir a síntese de RNA polimerase de bactérias que adquiriram 

resistência a rifamicina. Tem sido demonstrado que Hol também apresenta 

propriedades citotóxicas em células de mamíferos e contra células cancerígenas (LI 

e WALSH, 2010).  

O metabolismo do nitrogênio é um ponto chave na biossíntese de bioativos 

em S. clavuligerus. Sabe-se que a biossíntese de CefC inicia-se com a formação do 

raro aminoácido ácido alfa-aminoadípico, através da desaminação da lisina, a qual é 

catalisada pela enzima lisina aminotransferase (LAT). A reação seguinte é a 

formação do tripeptídeo L-alfa-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV), por meio da 

junção dos aminoácidos ácido alfa-aminoadípico, cisteína e valina, reação esta 

catalisada pela enzima ACV sintetase (LIRAS, 1999). Dados da literatura têm 

indicado que a adição de lisina ao meio de cultivo de S. clavuligerus induz aumentos 

de até seis vezes na produção de antibiótico relativamente à produção obtida com 

meios não suplementados com lisina (LIRAS e MARTÍN, 2005; ANTONIO et al, 

2012; LEITE et al., 2013). Outros compostos nitrogenados, tais como diaminas, 

também podem exercer um efeito positivo sobre a produção deste antibiótico (LEITE 

et al, 2013). Por sua vez, o aminoácido arginina é precursor de AC, cuja síntese 

inicia-se com a condensação de uma molécula de glicerol com uma molécula do 

aminoácido arginina (FUENTE et al., 2002). Estudos demonstraram que a adição de 

ornitina (aminoácido precursor da arginina) pode promover aumentos significativos 

na produção de AC (DOMINGUES et al., 2010). Quanto à biossíntese de Hol, pouco 

se sabe sobre sua origem, não havendo relatos na literatura acerca da influência da 

composição do meio sobre a sua produção. Entretanto, acredita-se que a síntese 



 

 

22 

 

deste composto inicie-se com a condensação de duas moléculas de cisteína (LI e 

WALSH, 2010). Relatos disponíveis na literatura têm mostrado que a capacidade 

produtiva de Hol na linhagem selvagem é insignificante (FUENTE et al., 2002; 

LIRAS, 2014). Ainda, os resultados apresentados, entre outros já obtidos no 

laboratório de Bioprocesso, têm comprovado a marcante influência de fontes de 

nitrogênio na produção de biocompostos por S. clavuligerus ATCC 27064.  

A importância e a complexidade de S. clavuligerus têm feito desta espécie um 

excelente modelo para o estudo das complexas relações entre mecanismos 

reguladores e biossínteses de múltiplos metabólitos secundários. Com o avanço das 

ômicas das ciências biológicas (genômica, proteômica, metabolômica), o 

comportamento deste micro-organismo tem sido investigado em diferentes níveis de 

detalhamento fornecendo um número cada vez maior de informações do seu 

metabolismo celular.  

Progressos no sentido de se obter altas concentrações de um composto 

bioativo específico têm sido resultantes de investimentos contínuos da indústria 

farmacêutica em programas de melhoramento de linhagens. Intervenções em 

regiões específicas do genoma têm sido, muitas vezes, apenas parcialmente bem 

sucedidas devido à resistência natural do micro-organismo em criar estruturas de 

controle que redirecionem fluxos do metabolismo primário para o secundário. Por 

outro lado, o aumento da produção de determinado biocomposto, mesmo por 

linhagens não manipuladas geneticamente, pode, como mencionado anteriormente, 

ser promovido pela presença e/ou concentração de determinados nutrientes no meio 

de cultivo. Para isto, é fundamental traçar estratégias bem definidas para a 

realização dos bioprocessos de produção aliadas a um conhecimento profundo do 

metabolismo de S. clavuligerus.  

Ferramentas de modelagem matemática e de simulação têm sido utilizadas 

desde a década de 1970 para prever o comportamento microbiano e propor 

estratégias de otimização. A partir da década de 1990, com o desenvolvimento da 

Engenharia Metabólica, foram surgindo novas alternativas de modelagem, dentre as 

quais a análise da distribuição de fluxos metabólicos tem ocupado um papel 

importante. Nesta metodologia, a construção de modelos estequiométricos 

representativos do metabolismo do organismo e sua análise permitem identificar 

gargalos que afetam a biossíntese de um composto de interesse. Com isto, é 
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possível propor mudanças na partição dos fluxos que conduzam a aumentos na 

produção e, assim, planejar formas para concretizar estas mudanças, com o auxílio 

de ferramentas da Biologia Molecular e/ou da Engenharia de Bioprocessos 

(STEPHANOPOULOS, 1998). 

1.1 Considerações Gerais 

Desde a descoberta de Streptomyces clavuligerus, há cerca de 40 anos, têm 

sido acumuladas muitas informações referentes a esta espécie e seus importantes 

metabólitos secundários. Ainda assim, a complexidade de seu metabolismo tem sido 

sempre um desafio a se superar quando o objetivo é aumentar a produção de um 

composto bioativo em particular. Um destaque entre os metabólitos secundários de 

S. clavuligerus é a CefC, um antibiótico beta-lactâmico utilizado como matéria prima

para a produção de cefalosporinas semissintéticas. A produção deste biocomposto 

foi o objetivo principal do presente trabalho, porém, como os genes regulatórios de 

produção de CefC fazem parte do mesmo "cluster" onde se situam os genes 

regulatórios de produção de AC, um importante inibidor de beta-lactamases, dados 

deste biocomposto também foram considerados no presente trabalho. Os cultivos 

foram realizados no modo batelada e foram utilizados meios quimicamente definidos 

que permitiram a comparação do comportamento dos processos por meio de 

modelagem matemática, tanto cinética como sob a abordagem de análise de 

distribuição de fluxos metabólicos.  
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6 CONCLUSÕES 
 

Conclusões mais importantes do presente trabalho: 

- os dados experimentais de formação de células, CO2, compostos bioativos e 

proteínas e de consumo de substratos permitiram propor um modelo cinético que 

refletiu bem o comportamento dos cultivos realizados em biorreator nas quatro 

diferentes condições ("L+G pH 6,8", "L+G pH 7,4", "Lisina pH 6,8", "Lisina pH 7,4").  

- em decorrência do bom ajuste do modelo cinético aos dados experimentais, 

os estudos de modelagem e simulação evidenciaram que Glu foi a fonte de C e 

energia preferencial de S. clavuligerus independente do pH dos cultivos. 

 - o cultivo "L+G pH 6,8" foi o mais favorável tanto para o desenvolvimento 

celular como para a obtenção da maior produção de CefC (3 a 4 vezes maior que 

nas outras condições), podendo-se concluir que nesta condição a presença de Glu 

promoveu uma maior disponibilização de Lis, que seria consumida no metabolismo 

primário, para a produção do antibiótico; este comportamento não foi observado em 

"L+G pH 7,4", provavelmente em virtude da produção de Hol. 

 - Hol foi produzida somente nas condições controladas em pH 7,4, 

independente da composição da fonte de N, de forma que a presença de Glu não foi 

determinante para a produção de Hol, como se havia cogitado inicialmente. 

 - as concentrações de Hol obtidas no presente trabalho são inéditas, pois a 

literatura tem afirmado que a produção deste composto pela linhagem selvagem é 

indetectável; além disto os valores de concentração aqui obtidos foram da mesma 

ordem de grandeza das relatadas na literatura para mutantes de S. clavuligerus 

super produtores desse biocomposto. 

 - cultivos em frascos agitados a 20°C mostraram que a formação de NH4
+ foi 

retardada, no entanto isto não refletiu positivamente na produção dos compostos 

bioativos, sendo as maiores produções observadas a 28°C; 

- os balanços de N demonstraram que as maiores porcentagens de N nos 

cultivos foram originadas de NH4
+.  

 - os balanços de C realizados e utilizados como restrição para simulação de 

fluxos metabólicos apresentaram relação entre saída e entrada de C nos processos 

próximo de 1, comprovando a precisão dos métodos de análise empregados para 

consumo de substrato e formação de produtos e subprodutos; 
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 - o estudo de distribuição de fluxos evidenciou a maior demanda energética 

exigida nos cultivos em que a produção de Hol foi detectada, sendo a condição 

“Lisina pH 7,4” a que demonstrou maior necessidade de energia; 

 - os maiores valores de gasto energético resultantes nas simulações de 

distribuição de fluxos provavelmente estão associados à toxicidade que Hol exerce 

sobre o micro-organismo; 
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