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RESUMO

Streptomyces clavuligerus produz importantes Compostos p-lactimicos como: a
holomicina (Hol), importante membro da classe pirrotina de antibioticos; cefamicina C (CefC),
utilizada como matéria prima para a produgdo de antibidticos semi-sintéticos de amplo espectro,
aplicados na prevencao de infecgdes pos-operatdrias graves; além do acido clavulanico (AC),
inibidor de B-lactamases produzido por bactérias resistentes a penicilinas. A elevada instabilidade
genética de S. clavuligerus resulta, com frequéncia, em delecdes de trechos do DNA
cromossomal que sdo, em sua maioria, associados a capacidade de esporulagdo e a producao de
metabolitos secundarios. Tais estados mutadores indesejaveis normalmente sdo potencializados
por condi¢des limite, como a mudancas bruscas de temperatura e pH, a presenca de certos
compostos, entre outros fatores, que podem ocorrer em qualquer etapa de manuseio/cultivo do
microrganismo. Por outro lado, certas condi¢des adversas ao crescimento durante a fermentacao
favorecem a producdo de metabolitos secundarios. Assim, a industria da fermentacdo tem
investido na busca de condi¢des favoraveis de crescimento celular que permitam favorecer a
produgdo. Para isto, ¢ necessario dispor de estoque de células estdveis e produtivas, cuja
integridade genética permita obter dados reprodutiveis e confidveis. Deste modo, o presente
trabalho teve por objetivo melhorar as condi¢oes de cultivo de S. clavuligerus, definindo-se um
meio padriao de cultivo em batelada contendo nutrientes cuja presenca favoreceu a producao de
um determinado bioativo (CefC, AC ou Hol), tanto pela linhagem selvagem quanto pelas
mutantes. Ainda, comparou-se a producdo de Hol pelos mutantes utilizando-se como indculo

esporos estocados em criotubos (-80°C) e suspensao fresca de esporos.

Palavras-chave: Streptomyces clavuligerus. Mutante. Compostos bioativos. Holomicina.



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus produces important B-lactam compounds such as: holomycin
(Hol), pirrotina an important member of the class of antibiotics; cephamycin C (CefC), used as
raw material for the production of semi-synthetic broad-spectrum antibiotics, applied in the
prevention of severe postoperative infections; lastly, clavulanic acid (AC) inhibitor, -lactamases
produced by bacteria resistant to penicillins. The high genetic instability of S. clavuligerus often
results in chromosomal deletions of stretches of DNA that are mostly associated with the
sporulation capacity and production of secondary metabolites. Mutators such undesirable states
are usually exacerbated by boundary conditions, such as sudden changes in temperature and pH,
the presence of certain compounds, among other factors, which may occur at any stage of
handling/cultivation of the microorganism. On the other hand, certain adverse conditions promote
growth during fermentation production of secondary metabolites. Thus, the present study aimed
to improve the cultivation of S. clavuligerus, defining a means cropping pattern batch containing
nutrients whose presence favored the production of a bioactive determined (CEFC, AC or Hol),
both by wild type as well as the mutant strain. Still, compared to the production of Hol mutants

using inoculum spores stored in cryotubes (-80 ° C) and fresh spore suspension.

Keywords: Streptomyces clavuligerus. Mutant. Bioative Compounds. Holomycin.
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1. INTRODUCAO

Muitos metabodlitos secundarios produzidos por algumas espécies de
microrganismos, como antibioticos e antitumorais, sdo agentes quimioterapicos que, sob
diversos mecanismos e em baixas concentragdes, tém a capacidade de destruir ou inibir o
crescimento de outros microrganismos.

A capacidade de produzir varios destes compostos ¢ uma caracteristica peculiar de
bactérias do género Streptomyces que as torna, atualmente, as fontes naturais mais
abundantes de agentes bioativos e compostos de interesse clinico (CHALLIS; HOPWOOD,
2003).

A espécie S. clavuligerus produz uma grande parte destes metabdlitos, como os
antibidticos B-lactamicos penicilina N, deacetilcefalosporina C, deacetoxicefalosporina C,
cefalosporina C (CPC) e cefamicina C (CefC) (OMSTEAD; HUNT; BUCKLAND, 1985;
BRAKHAGE et al., 2005); produz ainda, o Acido Clavulanico (AC) (PRUES; KELLETT,
1983; BRUNDTLAND, 2000), um potente inibidor de B-lactamases, dentre outras vinte
clavamas; além de outros antibioticos ndo [-lactamicos, como holomicina (Hol), n-
propionil-holotina e tunicamicina (LIRAS; RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).

Linhagens industriais de S. clavuligerus , com alta capacidade produtiva, assim
como outras espécies de streptomicetos de interesse comercial, ainda sdo obtidas por
procedimentos empiricos como selecdo ("screening") e mutagénese classica (métodos
quimicos e/ou fisicos). Devido a aleatoriedade da mutagénese classica, mutagdes
secundarias que ndo contribuem para aumentar a produtividade, somadas a elevada
instabilidade genética naturalmente presente em praticamente todas as espécies do género,
podem tornar-se dominantes nas culturas e, assim, causar o colapso do ciclo produtivo
(CHEN, 1995).

O DNA cromossomal de Streptomyces ¢ susceptivel a muitas delecdes em trechos
geneticamente instaveis, dentre os genes mais afetados estao os responsaveis pela formagao
de hifas aéreas e esporos, produ¢do de pigmentos e enzimas extracelulares e biossintese de
antibidticos. A perda da capacidade de esporulacdo, por exemplo, afeta os procedimentos
de preservacdo da linhageme de obtencdao do inoculo para a fermentagdo. A manutencdo da
integridade dos esporos ¢ de suma importdncia para perpetuar as caracteristicas da

linhagem, uma vez que esse tipo de morfologia detém toda a informagdao genética do
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microrganismo, tanto no que diz respeito a continuidade da espécie (metabolismo primario)
como a produ¢do de compostos bioativos (metabolismo secundario) (DARY et al., 1999;
BUSSARI et al., 2009).

Fenotipos indesejaveis decorrentes de altos graus de delecdo no DNA
cromossomal sdo inerentes @ modulagdo genética do género Streptomyces em resposta ao
ambiente e podem ser intensificados por condi¢des-limite como gradientes bruscos de pH,
temperatura, ¢ por condi¢cdes de estocagem das células. Tais condi¢des adversas podem
ocorrer em qualquer etapa (manejo, cultivo e armazenamento do microrganismo) e sempre
acarretam perdas irreversiveis na capacidade produtiva. Por outro lado, delegdes de mais de
25% dos genes de Streptomyces podem muitas vezes ndo comprometer a sobrevivéncia do
microrganismo e, por isso, dificultam o reconhecimento imediato da deterioracdo da
capacidade produtiva da linhagem (DARY et al., 1999; MEDEMA et al., 2010).

Em contraposi¢cdo, ha muito se sabe que condi¢des estressantes também podem
favorecer a produc¢do de metabolitos secundarios (OMSTEAD; HUNT; BUCKLAND,
1985; STANBURY; WHITAKER; HALL, 1999; CHALLIS; HOPWOOD, 2003). Neste
sentido, a indistria da fermentacdo tem criado programas de desenvolvimento de
bioprocessos em busca de condigdes favoraveis de crescimento celular que permitam
favorecer a produgdo. Isto representa um grande desafio para geneticistase engenheiros
industriais de fermentag¢do, uma vez que, como exposto acima, a instabilidade genética de
Streptomyces resulta, frequentemente, na perda total ou quase total da capacidade produtiva
e/ou de esporulacao (CHEN, 1995; DARY et al., 1999; ELANDER, 2003; MEDEMA et
al., 2010).

No presente trabalho, verificou-se a capacidade de produgdo de compostos bioativos
por linhagens mutantes de S. clavuligerus obtidas em nosso laboratorio e pela linhagem
selvagem (ATCC). Para tal, investigou-se o comportamento do mutante em meios contendo
compostos que, segundo a literatura, influenciam a producao de bioativos (Hol, CefC e AC)
em linhagens do microrganismo e, ainda, comparou-se a producdo de Hol utilizando-se

esporos do mutante estocados de formas diferentes.



19

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo melhorar as condigdes de cultivo de S.
clavuligeru , pelos nutrientes existentes no meio de cultura, a fim de definir meios de
cultivo, para o processo em batelada, diferenciados de forma a favorecer a produgdo de
CefC, AC ou Hol, tanto pela linhagem selvagem quanto pelas mutantes. Além disto, foi
avaliada a capacidade produtiva de Hol das linhagens mutantes utilizando-se como indculo

esporos estocados na forma de criotubos (a -80°C) e suspensao fresca de esporos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Streptomyces clavuligerus

Taxonomicamente, o género Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae,
membros da ordem Actinomycetales, dentro da classe Actinobactéria, como proposto por
Garrity, Bell e Lilburn (2004): Dominio Bacteria; Filo B XIV “Actinobacteria”; Classe I
Actinobacteria; Subclasse V Streptomycineae; Familia 1 Streptomycetaceae; Género I
Streptomyces.

As bactérias do grupo Actinobactérias, também conhecidas como Actinomicetos,
sdo com frequéncia erroneamente classificadas como fungos, devido a sua semelhanca a
estes, e por produzirem cadeias de esporos semelhantes a conidios; além de desenvolverem
micélio estavel formado por filamentos ramificados chamados hifas (LECHEVALIER,
1989). Porém, ao contrario dos fungos, sdo microrganismos procariotos, em sua grande
maioria aerobios e gram-positivos

Em 1964, o Projeto Internacional Streptomyces (ISP), estabeleceu critérios e
metodologias para caracterizar e auxiliar a identificacdo do género. Esta tentativa de
caracterizacgdo inclui caracteristicas morfoldgicas, como ramificagdes das hifas, presenca de
hifas sob o substrato e hifas aéreas, arranjo da cadeia de esporos, superficie do esporo,
caracteristicas bioquimicas e fenotipicas. Enfim, sua classificacdo estd baseada em
caracteristicas morfologicas, quimicas, nutricionais ou fisioldgicas.

S. clavuligerus ¢ uma bactéria estritamente aerdbia e habitante do solo, capaz de
degradar residuos de plantas e animais, porém nao consegue assimilar glicose (ZHANG;
DEMAIN, 1992). E considerada uma espécie importante para as industrias farmacéuticas,
pois produz multiplos compostos, dos quais muitos ja foram caracterizados quanto a
estrutura e funcionalidade (NAGARAJAN et al., 1971).

Foi isolada pela primeira vez por Nagarajan e colaboradores (1971), a partir de um
trabalho no qual selecionaram microrganismos produtores de compostos B-lactadmicos
resistentes as enzimas P-lactamases. Atualmente esta bactéria encontra-se depositada no

banco da ATCC sob niimero 27064, ¢ no banco da NRRL sob numeragao 3585.
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3.2. Compostos Bioativos

O metabolismo secundario em microrganismos ¢ resultado de um crescimento
desbalanceado e, por isto, gera compostos que, por ndo serem aparentemente essenciais ao
desenvolvimento celular, acumulam—se no meio fermentativo. Até meados do século XX
imperou o conceito de que estes metabodlitos eram uma producao de material de refugo sem
significado. Atualmente sabe-se que estes compostos sao resultados da especializagao
celular, e que se manifestam logo que a fase de crescimento esteja completa (PHAFF,
1981).

A biossintese destes metabolitos ¢ realizada por rotas metabdlicas especificas do
organismo, que se interconectam com o metabolismo primario, o qual fornece moléculas
que sdo utilizadas como precursoras na sintese de metabolitos secundarios. Essas moléculas
sdo espécies quimicas como aminodcidos, polimeros, acidos graxos e agucares, essenciais a
todos os organismos vivos. Ha vérias teorias sobre os possiveis papéis desses compostos
nos organismos que os produzem, porém estudos comprovam que estes estdo associados de
alguma forma a fung¢des de sobrevivéncia e de adaptagdo as condi¢des ambientais.

A espécie S. clavuligerus produz cerca de 21 metabolitos secundarios (ROMERO,
1984), principalmente antibidticos pertencentes a familia dos B-lactdmicos. Os antibidticos
B-lactamicos, assim denominados por possuirem em comum um anel -lactimico em sua
estrutura quimica (Figura 3.1), se dividlem em 5 subgrupos, de acordo com suas
caracteristicas estruturais: Penams, Cefems, Clavams, Carbapenems e Monobactams

(Figura 3.2).

Figura 3.1 - Estrutura quimica do anel B-lactamico.
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Figura 3.2 - Subgrupos dos antibioticos f—lactamicos.
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Dentre os compostos bioativos produzidos por linhagens de S. clavuligerus

podemos citar os antibidticos CefC (Figura 3.3B), penicilina N, CPC (Figura 3.3D),

desacetoxicefalosporina C, Hol (Figura 3.3C), além do AC (Figura 3.3A) (LIRAS, 1999;

BRAKHAGE et al., 2005).

Figura 3.3 - Férmula molecular: (A) acido clavulanico; (B) cefamicina C; (C) holomicina;

(D) cefalosporina C.
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Todos os antibioticos P-lactdmicos interferem na sintese da parede celular
bacteriana, para impedir a acdo destes antibioticos, as bactérias produzem enzimas, as [3-
lactamases, que agem clivando o anel B-lactimico. Ao longo dos anos, as bactérias foram
adquirindo resisténcia a esses antibidticos, sendo necessario encontrar inibidores que
impecam a acdo dessas enzimas, com o acido clavulanico. O AC (PRUES; KELLETT,
1983; BRUNDTLAND, 2000) ¢ um composto pertencente ao subgrupo clavam, produzido
por S. clavuligerus , e é um potente inibidor de varias -lactamases comumente encontradas
em microrganismos resistentes a penicilinas e cefalosporinas (REDING; COLE, 1977).
Atua se ligando irreversivelmente a grupo hidroxil do centro ativo das [-lactamases,
inativando-as. Este composto possui uma fraca atividade antibacteriana, por isso, ¢
utilizado em sinergia com antibidticos f-lactamicos, o exemplo clinico mais importante ¢ a
sua combinagdo com amoxicilina, cuja formulagdo original foi desenvolvida pela Glaxo
SmithKline (Clavulin®, no Brasil) (LAVARDA; HOKKA; ARAUJO, 2008).

Além do AC, S. clavuligerus produz também cefamicina C (OMSTEAD; HUNT;
BUCKLAND, 1985; BRAKHAGE et al., 2005), um antibiotico B-lactamico de amplo
espectro, isolado a partir do fungo Cephalosporium acremonium por Brotzu (1948). CefC
tem sua estrutura semelhante a CPC, composto produzido apenas por fungos filamentosos
(ARAUJO; GIORDANO; HOKKA, 1999), porém, ¢ mais resistente as -lactamases por
apresentar um radical metoxi na posi¢ao 7-0, que confere maior estabilidade ao seu sistema
biciclico de anéis (OLIVEIRA et al., 2009; BUSSARI et al., 2009). Este composto foi
descoberto no centro de P&D da Merck Co. e ¢ utilizado como matéria prima para a
producdo de derivados semi sintéticos, como cefoxitina, cefotetan, cefametazol e
temocilina. Estes antibidticos apresentam amplo espectro antibacteriano, incluindo
bactérias anaerdbias, sendo aplicados na prevencdo de infec¢des pos-operatdrias causadas
por bactérias resistentes a varios dos antibidticos ja existentes (OMSTEAD; HUNT;
BUCKLAND, 1985; BUSSARI et al., 2009).

S. clavuligerus também ¢é reconhecida por produzir alguns antibidticos nao [-
lactamicos, como a holomicina (LIRAS; RODRIGUEZ-GARCIA, 2000). Hol é um
membro da classe pirrotina de antibioticos, conhecidos pela sua atividade contra as
bactérias resistentes a rifamicina e caracterizados por possuirem um nucleo ditiolpirrolona

original que ocorre naturalmente. Embora estes agentes antimicrobianos tenham sido
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descobertos ha mais de 40 anos, pouco se sabe sobre o seu modo de acdo. Acredita-se que
estes antibioticos pirrolinicos atuem como inibidores da polimerase de RNA dependente de

DNA (YIN et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Microrganismos

Para o processo de producao de bioativos foram utilizadas linhagens de S.
clavuligerus ATCC 27064 (selvagem) e linhagens mutantes de S. clavuligerus . Os
mutantes foram nomeados como: MutO - S. clavuligerus 45, obtido em trabalho de
doutorado realizado em nossos laboratdrios, por mutagénese classica (tratamento quimico,
com agente alquilante, de esporos da linhagem selvagem) (ANTONIO; FREITAS;
ARAUIJO, 2009); Mutl - S. clavuligerus 45.41 (screening de Mut0); e Mut2 — colonia de
Mutl melhor produtora de Hol, obtida durante este trabalho. As linhagens encontram-se
estocadas em ampolas e liofilizadas sob a forma de células vegetativas, e os esporos foram

estocados em criotubos a -80°C em solugao de glicerol a 20% v/v.

4.1.2. Bactéria-teste

Foi utilizada a bactéria Escherichia coli ESS 2235, gentilmente cedida pela Prof®.
Dr*. Paloma Liras, da Faculdade de Biologia da Universidade de Leon, Espanha (LIRAS;
MARTIN, 2005), como bactéria teste para bioensaio de quantificagdo de CefC.

4.2. Meios de Cultura
4.2.1. Meio solido de cultivo de bactéria-teste

A E. coli ESS 2235 foi cultivada em meio agar nutriente (Difco 0001), indicado
pela ATCC, conforme indicado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Composicao do meio agar nutriente (Difco 0001).

Componentes Concentragéo (g.L ™)
Peptona 5,0
Extrato de Carne 3,0

Agar bacteriologico 15,0

Ph 6,8+0,1




4.2.2. Meio de esporulacgio de S. clavuligerus

(SB)
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Esporos foram obtidos cultivando-se as células reativadas em meio proposto por

Sanchez e Braiia (1996), descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composi¢do do meio de esporulagao.

Componentes

Concentracéo (g.L™?)

Extrato de levedura
Extrato de carne

Caseina hidrolisada 4cida
Glicose

MOPS

Agar

pH

0,5
0,5
1,0
5,0
21,0
20,0
7,0 £0,1

4.2.3. Meio de reativacio de S. clavuligerus (RC)

Meio modificado para reativagdo de esporos e propagagao de micélios (READING;

COLE, 1977).

Tabela 4.3 - Composi¢do do meio de reativacao.

Componentes Concentracéo (g.L™)
Glicerol 20,0

Peptona bacteriologica | 20,0

Extrato de malte 10,0

K,HPO, 2,5

MgSO,-7H,0 0,75

MOPS 21,0

Solugio de sais® 1 mL

pH 6,8£0,1

(a) Solugio de sais (g-L™"): MnCl,-4H,0 (1,0); FeSO,-7H,0 (1,0); ZnSO4-7H,0 (1,0).
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4.2.4. Meio de germinacio de esporos e de micélios (MG)
Para a germinacao de esporos e propagacao de micélios foi utilizado o meio descrito

na Tabela 4.4, proposto por Kieser e colaboradores (2000), adicionado extrato de malte.

Tabela 4.4 - Composicdo do meio de germinacdo (MG).

Componentes Concentragéo (g.L™)
Triptona 5,0

Extrato de levedura 3,0

Extrato de malte 10,0

MOPS 21,0

pH 6,8£0,1

4.2.5. Meios utilizados para preparo de inoculo (MI)
Para o preparo do in6culo, foram utilizados os meios, sintético e complexo,

conforme descricao da Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Composicao geral dos meios de preparo do indculo, sintético e complexo.

Componentes Concentracéo (g.L™) Sintético Complexo
Maltose 10,0 X X
Lisina 4.0 X

Proflo®® bruto 8,5 X
Extrato de levedura 1,0 X X
Glutamato de Na 5,5 X

K,HPO, 0,8 X X
MgS0O,-7H,0 0,75 X X
MOPS 21,0 X X
Solucdo de sais® 10,0 M1 X X
Elementos tragos' 1,0 M1 X

pH 6,8+0,1 X X

(a) Farinha de semente de algodao, gentilmente cedida pela empresa Traders® Protein (Lubbock, Texas, EUA).
(b) Solugdo de sais (g-L™"): MnCl,-4H,0 (1,0); FeSO,-7H,0 (1,0); ZnSO,-7H,0 (1,0).
(c) Solugio de elementos tragos (g-L™"): CuSO,-5H,0 (0,49); CoCl, (0,28); Na;MoO, (0,15).
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4.2.6. Meios utilizados para producao de antibioticos (MP)
Para a fermentacdo principal foram utilizados os meios, sintético e complexo,

descritos na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Composicao geral dos meios de fermentacdo principal, sintético e complexo.

Componentes Concentragéo (g.L™) Sintético Complexo
Lisina 18,3 X X
Proflo® @ filtrado 8,5 X
Maltose 10,0 X X
Extrato de levedura 0,5 X
K,HPO, 1,75 X X
MgSO0,-7H,0 0,75 X X
CaCl, 0,2 X X
NaCl 2,0 X X
MOPS 21,0 X X
Solugio de sais® 5,0 Ml X X
Elementos tracos'® 1,0 M1 X

Tiossulfato de sédio@ 1,0 X X
pH 6,8+0,1 X X

(a) Farinha de semente de algoddo, gentilmente cedida pela empresa Traders® Protein (Lubbock, Texas, EUA).
(b) solugio de sais (g-L™"): MnCl,-4H,0 (1,0); FeSO4-7H,0 (1,0); ZnSO47H,0 (1,0).
(c) solugdo de elementos tragos (g-L™"): CuSO4-5H,0 (0,49); CoCl, (0,28); Na,MoO, (0,15).
(d) Adicionados em 30 horas de processo (MERCK, 1975).

4.3. Equipamentos

1. Mesas rotatorias-incubadoras (New Brunswick - NB; Nova Etica), providas de
controles de agitacdo e temperatura, para os experimentos em frascos agitados; 2.
espectrofotometro (UV e luz visivel) (Pharmacia); 3. cromatografo de fase liquida (HPLC)
para a determinacdo de concentracdes de antibidtico e substratos do caldo fermentativo
(Shimadzu); 4. ultra-freezer (NB); 5. liofilizador (Thermo) para preparar as ampolas de
células liofilizadas; 6. camara de fluxo laminar (Trox) para a manipulacdo asséptica dos
materiais; 7. microscopio (Canon) para procedimentos como contagem de esporos,

acompanhamento da morfologia do microrganismo ao longo das fermentacdes, etc.
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Durante a execu¢do do experimento também foi usado uma série de equipamentos
de apoio, por exemplo: balan¢a analitica (Sartorius), estufas (Nova Etica), pHmetros
(Micronal), autoclaves (Phoenix), centrifuga refrigerada (Eppendorf, mod. 5810 R),
agitadores magnéticos (Corning), banhos termostatizados (Nova FEtica) e

microcomputadores para o tratamento dos dados experimentais.

4.4. Manipulac¢io, preparo e estocagem das linhagens de S. clavuligerus

4.4.1. Obtencao de células/esporos do microrganismo

4.4.1.1. Reativacao de células liofilizadas - As células liofilizadas foram
reidratadas em meio nutriente indicado pela ATCC, contendo (em g‘Lfl): triptona (5,0) e
extrato de levedura (3,0), pH 7,0 = 0,2. Estas permaneceram por 10 a 15 dias, com
temperatura controlada em 28°C e sem agitacdo. As células reidratadas foram reativadas
por 24 horas em mesa-incubadora rotativa (28°C, 260 rpm - 5 cm de excentricidade) em

meio de reativagao descrito na Tabela 4.3.

4.4.1.2. Obtencao de esporos - Esporos foram obtidos cultivando-se as células
reativadas, em meio de esporulacdo descrito na Tabela 4.2, por um periodo de 7 a 10 dias

com temperatura controlada de 28°C.

4.4.2. Armazenamento das células/esporos obtidas
4.4.2.1. Preparacao de células para a liofilizacio - Para a confeccdo das ampolas
de liofilizado foi necessario a obtencao de micélios a partir de esporos. Os procedimentos

do protocolo estdo ilustrados na Figura 4.1.



Figura 4.1 - Procedimentos do protocolo de confec¢do de ampolas.

Conteudo de 1 criotubo (1,2 ml de
suspensdo de esporos) ou de 1
tubo inclinado (slant)

1) Inocular em MR e manter a 260 rpm/28°C por 22-23 horas.

MR com esporos
reativados

A 4

2) Inocular meio RC com MR (aliquota de 10% do volume final de RC).
3) Manter a 260 rpm/28°C por 22-23 horas.

RC com micélios
propagados

A 4

4) Centrifugar o contetudo dos frascos a 4°C/11000 rpm/10 minutos.
5) Lavar com solugido salina 0,9% e centrifugar novamente.
6) Descartar sobrenadante.

Concentrado de
micélios

y

7) Ressuspender as células na solugio lioprotetora a 28°C.

8) Colocar, com uma pipeta de Pasteur estéril, de 10 a 15 gotas da suspensdo
nasampolas deliofilizagio previamente esterilizadas e fechadascomtampio
de algodio.

9) Proceder-se a liofilizagdo.

Ampolas com micélios
liofilizados
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4.4.2.2. Preparacao de esporos para criogenia — as células liofilizadas foram

reativas e esporuladas, a suspensdo de esporos obtida foi armazenada em tubos de criogenia

e congelada a -80°C (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Procedimentos do protocolo de confec¢ao de criotubos.

Células liofilizadas

1) Fazerum pequeno risco em um ponto adequado da ampola (na vidrana), imparbema
ampola e, cuidadosamente, quebra-la na camara de fluxo laminar.

2) Com uma pipeta Pasteur, inserir na ampola aproximadamente 5 ml de Meio ISP1 para
reidratar o microrganismo liofilizado.

3) Homogeneizarbem e transferir 1 ml do reidratado em cada tubo de ensaio contendo 5 ml
do Meio ISP1.

4) Manter em regime estatico a 28°C por 10 a 15 dias.

5) Inoculartubos do item 3 em frascos contendo MR, mantendo-os sob agitagdo a 260 rpm
por 22-23 horas a 280C.

A

Suspensio
micelial

6) Distnbuir suspensio micelial em meio solido de esporulagio (meio SB).
7) Manter em estufa a 28°C por 10 a 13 dias.

v

Esporos

8)Soltar os esporos da superficie do meio SB adicionando-se solugdo crioprotetora e
com o auxilio de bastio magnético.
9)Filtrar a suspensio em funil coberto com gaze.

Suspensio
de esporos

10) Distribuir cerca de 1,2 mL da suspensio em cada tubo de criogenia.

A 4

Criotubos

4.4.3. Condicdes gerais dos cultivos submersos para a producido de compostos
bioativos

A producao da maioria dos compostos bioativos ocorre na fase estacionaria, periodo
em que a concentracdo de microrganismos se mantem constante, logo, manté-los nessa fase
por maior tempo favorece o aumento da produgdo. Para tal, foram empregados processos
em batelada, onde frascos erlenmeyer foram agitados em mesa rotatoria incubadora com
temperatura controlada em 28°C e frequéncia de rotagao de 260 rpm, e as amostras retiradas
em 48 e 72 horas de processo. Todas as etapas desses processos estdo esquematizadas na
Figura 4.3. Primeiramente o microrganismo foi posto em um meio de germinacdo (MG),

conforme composi¢do descrita na Tabela 4.4 por um periodo de 24 horas. Apds a etapa de
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germinagdo, uma aliquota do MG ¢ passada para o meio de preparo de indéculo (MI),
descrito na Tabela 4.5, onde permaneceu por um periodo de 22 horas. Por ultimo uma
aliquota do in6culo foi transferida para o meio de producao (MP) (Tabela 4.6) para realizar

a fermentacdo principal, a qual teve duragao variavel entre 48 e 72 horas.

Figura 4.3 - Etapas de cultivo de S. clavuligerus em frascos agitados.

Criotubo (1,2 mL de suspensdo de
esporos), ~10% esporos/mL

(10% val. cal. (10% vol. cel.
% \ Reativadas/vol. Total) \ indculo/vol. Total)
(10% vol. Suspensdof

vol. Total)

— —
Etapa de germinacdo Etapa de preparo do Fermentacdo principal
de esporos em MG inoculo em MI (22 horas) em MP (periodo de
(24 horas) tempo variavel)

4.5. Métodos analiticos
4.5.1. Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras em 48 e 72 horas de fermentagdo. Apds a coleta, o caldo
fermentativo foi centrifugado por 10 minutos, com rotacao de 11000 rpm e temperatura de
4°C. O sobrenadante coletado foi armazenado no ultrafreezer (-80°C) para posterior

quantifica¢do de antibioticos.

4.5.2. Determinacio da biomassa
Apbs a coleta do sobrenadante, o precipitado contendo a massa celular foi

novamente centrifugado com agua destilada para a remog¢ao de impurezas, sendo o "pellet"
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resultante seco em estufa a 105°C em recipiente previamente pesado, por um periodo de 24
horas. Em seguida, a biomassa seca foi resfriada até a temperatura ambiente (em
dessecador) e pesada. Sabendo o volume de amostra, obteve-se a concentragdo celular em

termos de massa seca por volume de meio de cultura (gL ™).

4.5.3. Determinacio de CefC através de bioensaio de difusdo em agar

Para quantificar a producao de CefC utilizou-se o método de difusao em agar, onde
sdo medidos os halos de inibigdo produzidos em meio s6lido inoculado com Escherichia
coli. Para tal, a bactéria teste foi cultivada em tubos contendo meio agar nutriente (Tabela
4.1) por 24 horas a uma temperatura de 37°C. Em seguida foi preparada uma suspensao de
E. coli, adicionando-se 10 mL de solugdo salina (0,9%) a cada tubo, a suspenséo foi lida em
espectrofotometro a 600nm. Devido ao fato de S. clavuligerus produzir outros compostos
com atividade antimicrobiana além de CefC, como a penicilina N, foram realizados
tratamentos com as amostras para depois proceder-se com o bioensaio. A penicilina N do
caldo fermentativo, dependendo das condi¢des da fermentagdo, é excretada no meio de
producdo em quantidades significativas (ZHANG; WOLFE; DEMAIN, 1987). Entdo, para
elimina-la, utilizou-se a solug¢ao enzimatica BD Difco TM Penase®, diluida e adicionada a
uma proporc¢ao de 25 pL de enzima por mL de amostra também diluida, reagindo-se por
um periodo de 20 minutos.

A cada 120 mL de meio agar nutriente ainda fluido (~46°C) foram adicionados uma
quantidade previamente calculada, de acordo com a leitura em espectrofotdometro, de
suspensao bacteriana. Em cada placa de 150 mm de didmetro foram vertidos 40 mL do
meio contendo a bactéria teste. Apos solidificacdo do meio, foram perfurados oito pogos (5
mm de didmetro), aos quais foram adicionados 20 pL da solugdo de amostra e antibiotico,
adequadamente diluidas. As placas, em duplicatas, foram incubadas por 18 horas a uma
temperatura de 37°C, em seguida os halos de inibi¢do foram medidos com paquimetro. O
diametro dos halos foram plotados em uma curva de calibragdao previamente construida

~ ~ -1 e .
para se obter, entdo, a concentracao em g-L de antibiotico produzido.
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4.5.4. Determinacio de AC

AC foi quantificado através de método proposto por Bird, Bellis e Gasson (1982),
no qual a amostra ¢ derivatizada previamente com imidazol (60 g-L™") por 12 minutos a
30°C. Apds a reagdo, a solugdo ¢ resfriada rapidamente, sendo o produto da reacao (1-(4-
aza-8-hydroxy-6-oxo)oct-2-en-1-oylimidazol) determinado através de leitura em
espectrofotometro (312 nm). Assim como para CefC, para AC também foi construida uma

curva de calibragdo com um padrio, onde obteve-se a concentragdo em g-L ™' do mesmo.

4.5.5. Determinacio de Hol

Para separar Hol do meio de cultura realizou-se uma extracao liquido-liquido com
butanol (KENIG; READING, 1979). Um volume de 0,9 mL da amostra foi misturada com
0,9 mL de butanol e a solugdo resultante foi centrifugada por 4 minutos a 11000 rpm e 4°C.
A fragdo butandlica foi, entdo, analisada em um equipamento de HPLC acoplado a detector
ultravioleta ajustado em comprimento de onda de 360 nm. Utilizou-se uma coluna de fase

reversa C 18 e forno a 30°C. A fase movel consistiu da mistura dgua:metanol na proporcao

60:40.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Formula¢ao de meio padrao para a producio de compostos bioativos

Na sele¢do de meios de cultura deve-se considerar a presenga de nutrientes que
servem como fonte de energia e de carbono para os microrganismos, sendo que as
necessidades nutricionais geralmente sdo especificas. Tem-se observado que, normalmente
as populagdes flingicas se desenvolvem melhor em meios com alta relagdo carbono-
nitrogénio, enquanto que para as populacdes bacterianas o melhor desenvolvimento
acontece em meios com baixa relagao carbono-nitrogénio (GRAY; WILLIAMS, 1975).

Para o cultivo de S. clavuligerus nao é necessario adicionar vitaminas ou fatores de
crescimento no meio, porém, algumas condi¢des especificas sdo necessarias, como uma
fonte de carbono organica, uma fonte de nitrogénio organica ou inorganica, alguns sais
minerais, temperatura entre 25 ¢ 35°C e pH entre 6,5 ¢ 8,5.

A escolha das fontes de C e N utilizadas no cultivo desta bactéria pode levar a
produgdo especifica de compostos bioativos. A maltose, o glicerol e a dextrina sdo 6timas
fontes de carbono para a sintese destes metabolitos (PRUES e KELLETT, 1983). Segundo
a literatura, o glicerol ¢ um precursor direto da biossintese de AC (ROMERO et al., 1984),
porém, adotou-se a maltose como fonte de carbono, uma vez que, o foco do trabalho foi a
producao de Hol. Ja como fonte de nitrogénio, utilizou-se farinha de semente de algodao
(marca: Proflo”) (MAYER; DECKWER, 1996).

Um meio balanceado permite o aumento da producdo de bioativos, sendo assim,
visou-se melhorar as condi¢des de cultivo de S. clavuligerus , pelos nutrientes existentes no

meio de cultura.

5.1.1. Comparacao da producio de bioativos em meios sintético e complexo

Neste experimento foram avaliados o crescimento celular (Figura 5.1) e a produgdo
de bioativos (Figuras 5.2 a 5.4) das linhagens selvagem e mutante de S. clavuligerus ,
ATCC e n. 45 (Mut0), respectivamente, em dois meios de cultura ja descritos, um sintético
e um complexo, utilizando-se Lisina como fonte de nitrogénio.

Segundo a literatura, Hol normalmente afeta a velocidade de crescimento de

linhagens de S. clavuligerus , pois este microrganismo ndo € resistente ao seu mecanismo
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de acdo (QIN et al., 2013). Comparando-se os dados obtidos, observa-se nas Figuras 5.1 e
5.2, que o ATCC apresentou uma maior concentragdo celular do que a linhagem mutante,
porém, este ultimo mostrou-se melhor produtor de Hol, confirmando a influéncia deste

biocomposto no crescimento do microrganismo.

Figura 5.1 - Biomassa das linhagens selvagem e MutO obtida durante o processo de
fermentagdo em meios sintético ¢ complexo contendo Lisina, com 48 e 72 horas de
processo.
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Figura 5.2 - Comparagao da produg@o de Hol pelas linhagens selvagem e Mut0, em meios
sintético e complexo contendo Lisina, obtidos com 48 e 72 horas de processo.
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Em relacdo a producdo de CefC e AC, observa-se nas Figuras 5.3 e 5.4
(respectivamente), que, em relagdo aos mutantes, a linhagem selvagem produziu uma
concentracdo maior de ambos os compostos. De uma maneira geral, todos os bioativos
foram produzidos por ambas as linhagens em maior concentragdo em meio sintético, logo,

este meio foi adotado como padrao.

Figura 5.3 - Comparagao da produgdao de CefC pelas linhagens selvagem e Mut0, em
meios sintético e complexo contendo Lisina, obtidos com 48 e 72 horas de processo.
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Figura 5.4 - Comparagdo da producao de AC pelas linhagens selvagem e Mut0, em meios
sintético e complexo contendo Lisina, obtidos com 48 e 72 horas de processo.
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5.1.2. Influéncia da adicao ou nao de tiossulfato de s6dio no meio de producao

A producdo de CefC pela linhagem selvagem, e por outros microrganismos, requer
a adicao de uma fonte de enxofre preferencialmente inorganica, a qual, segundo a literatura
deve ser adicionada apos a fase exponencial de crescimento (MERCK, 1975). Nesta etapa,
foram avaliados o crescimento celular (Figura 5.5) e a producdo de bioativos (Figuras 5.6, a
5.8) da linhagem S. clavuligerus 45 (Mut0), em meio sintético, adicionando ou nao
tiossulfato de s6dio com 30 horas de processo. Na Figura 5.5 observa-se que a concentracao
celular em ambas as condi¢des se manteve da mesma ordem de grandeza, ndo tendo

influéncia da fonte de enxofre.

Figura 5.5 - Biomassa de Mut0 obtida durante o processo de fermentagdo em meio
sintético contendo Lisina, com (A) ou sem (B) a adi¢ao de tiossulfato, em 48 ¢ 72 horas de
processo.
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Pela Figura 5.6, nota-se que em meio contendo tiossulfato de sédio (MutO A), a
producao de CefC manteve-se da mesma ordem de grandeza da obtida no experimento
anterior (Figura 5.3). J4 no meio sem a adicdo de tiossulfato de s6dio (MutO0 B) foram
observados insignificantes decréscimos de CefC, porém, aumento nas produgdes de AC e

Hol (Figuras 5.7 e 5.8, respectivamente).
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Figura 5.6 - Comparac¢dao da producdao de CefC por Mut0, em meio sintético contendo
Lisina, com (A) ou sem (B) a adi¢do de tiossulfato, em 48 e 72 horas de processo.
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Figura 5.7 - Comparacdo da producdo de AC por Mut0, em meio sintético contendo Lisina,
com (A) ou sem (B) a adiga@o de tiossulfato, em 48 e 72 horas de processo.
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Figura 5.8 - Comparagdo da producdo de Hol por Mut0, em meio sintético contendo
Lisina, com (A) ou sem (B) a adicdo de tiossulfato, em 48 e 72 horas de processo.
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Como ndo houve diferencas significativas nas producdes de bioativos e nem na
biomassa de Mut0, optou-se por manter a adicdo de tiossulfato de so6dio, em 30 horas de

processo, no meio padrao de producao.

5.1.3. Comparacao da capacidade produtiva de bioativos entre as linhagens mutantes

Adotando-se a linhagem selvagem como referéncia, foram comparadas a
concentragdo celular (Figura 5.9) e a capacidade produtiva (Figuras 5.10, 5.11 e 5.12) das
linhagens mutantes: S. clavuligerus 45 (Mut0), S. clavuligerus 45.41 (Mutl) e Mut2, em
busca do melhor produtor de hol.

Observa-se nos graficos das Figuras 5.9 e 5.10 uma relagdo inversamente
proporcional entre a biomassa e a concentra¢do de Hol. Este comportamento ressaltou, mais
uma vez, a influéncia negativa deste biocomposto sobre o crescimento celular. Analisando
as produgdes de bioativos (Figuras 5.10 a 5.12), observa-se, de uma maneira geral, que
Mutl além de produzir cerca de 6 vezes menos Hol que Mut0 e Mut2, produziu CefC e AC

em concentragdes pouco maior.
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Figura 5.9 - Biomassa de Mut0, Mutl e Mut2 obtida durante o processo de fermentagao
em meio sintético contendo Lisina, com 48 e 72 horas de processo.
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Figura 5.10 - Comparacdo da producdo de Hol pelas linhagens Mut0, Mutl e Mut2 em

meio sintético contendo Lisina, obtidos com 48 ¢ 72 horas de processo.
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Figura 5.11 - Comparacao da producao de CefC pelas linhagens Mut0, Mutl e Mut2, em
meio sintético contendo Lisina, obtidos com 48 e 72 horas de processo.
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Figura 5.12 - Comparagdo da produ¢ao de AC pelas linhagens Mut0, Mutl e Mut2, em
meio sintético contendo Lisina, obtidos com 48 ¢ 72 horas de processo.
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5.1.4. Influéncia da Arginina como fonte de nitrogénio no meio de cultura

Assim como o glicerol, a Arg também age como precursor direto na biossintese de

AC, exercendo uma estimula¢do concentracdo dependente na mesma (ROMERO et. al,
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1986; LIRAS ¢ RODRIGUES-GARCIA, 2000). Como relatado por Yin e colaboradores
(2012), hé uma inter-regulacdo entre a Arginina e AC, CefC e AC, e AC e Hol em
linhagens de S. clavuligerus . No tipo selvagem, excesso de Arg extracelular resultou em
um aumento da produgao de AC.

De La Fuente e colaboradores (2002) estudaram o efeito de Arg na formacao de AC,
e observaram uma cor levemente amarelada nos caldos de cultura de mutantes bloqueados
em etapas da rota biossintética do biocomposto. Estes autores obtiveram aumentos de Hol,
nas primeiras horas de fermentagao, variando de 2 a 10 vezes, dependendo da estirpe e do
tempo de cultura. Demonstrando assim, a possibilidade de se obter altos niveis de Hol em
meios contendo excesso de Arg com estes microrganismos.

Nesta etapa, para avaliar o crescimento celular (Figura) e a producdo de Hol
(Figura) pelas linhagens, selvagem e Mutl, foram utilizados para in6culo e produgdo os
meios descritos nas Tabelas 5.5 e 5.6, respectivamente. Porém, substituiu-se Lisina por
Arginina (1,9 g-L'em MI e 3,6 gL' em MP); para tal, calculou-se a concentragdo de Arg
(C¢H14N4O,) para substituir Lis (C¢H4N,0O,) considerando-se a quantidade de nitrogénios
em cada molécula.

A Figura 5.13 apresenta o grafico com as biomassas obtidas em fermentacio
contendo Arg como fonte de nitrogénio, nele se pode observar que ambas as linhagens
(ATCC e Mutl) apresentaram maior concentracdo celular, quando comparadas a

fermentac¢do contendo Lis (Figuras 5.1).
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Figura 5.13 - Biomassa das linhagens selvagem e Mutl obtida durante o processo de
fermentagdo em meios sintético e complexo contendo Arginina, com 48 ¢ 72 horas de

Pprocesso.
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J& na produgdo de bioativos, ndo foi observado o efeito estimulador de Arg sobre a

produgdo de Hol pelo mutante, como relatado na literatura (DE LA FUENTE et al., 2002).

Logo, sugere-se que, aparentemente Mutl ndo apresenta danos no elemento regulador

multifuncional das sinteses de AC e CefC, ccaR ("cephamycinandclavulanicacid-

Regulator") (SANTAMARTA et al, 2005), como apresentaram as linhagens S.

clavuligerus ccaR::aph investigadas por De La Fuente e colaboradores (2002).

Figura 5.14 - Comparagdo da producdo de Hol pelas linhagens selvagem e Mutl, em meios
sintético e complexo contendo Arginina, obtidos com 48 e 72 horas de processo.
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Como Arg nao se comportou conforme esperado, e a producao de Hol foi baixa para
ambas as linhagens tanto em meio sintético quanto em meio complexo, manteve-se o

aminoacido Lis como fonte de nitrogénio nos meios de fermentagao.

5.2. Comparaciao da estabilidade produtiva de Hol pelas linhagens mutantes, com

esporos recém-cultivados e estocados em solucio crioprotetora

Os resultados obtidos até agora mostraram que a diferenca mais evidente quando
comparado todos os dados de produgao, tanto da linhagem selvagem quanto das linhagens
mutantes, foi a maior producdo de Hol pelos mutantes, com exce¢do de Mutl. Sendo assim,
nesta Ultima etapa do trabalho, investigou-se e comparou-se a estabilidade de producao
deste composto apenas com os mutantes.

Para tal, utilizou-se como in6culo, esporos armazenados em criotubos (-80°C) e
suspensao fresca de esporos, esta tltima preparada a partir de esporos resultantes de repique
em meio soOlido (Tabela 4.2) de células dos criotubos, a fim de verificar se o
armazenamento de esporos em criogenia afeta de alguma forma a producdao de Hol.
Comparando-se as biomassas obtidas nos dois casos (Figuras 5.15 e 5.16), observam-se

maiores concentracoes celulares partindo-se de suspensdo fresca de esporos.
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Figura 5.15 - Biomassa de Mut0, Mutl e Mut2, provenientes de esporos em criotubos (-
80°C) obtida durante o processo de fermentacdo em meios sintético contendo Lisina, com
48 horas de processo.
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Figura 5.16 - Biomassa de Mut0, Mutl e Mut2, provenientes de suspensdo fresca de
esporos, obtida durante o processo de fermentacdo em meios sintético contendo Lisina, com
48 horas de processo.

Com relagdo a Hol, enquanto o mutante original (Mut0) perdeu sua capacidade

produtiva, os mutantes Mutl e Mut2 mantiveram-se estaveis.
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Figura 5.17 - Comparagdo da produ¢do de Hol por Mut0, Mutle Mut2, provenientes de
criotubos(-80°C), em meio sintético contendo Lisina, com 48 horas de processo.
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Figura 5.18 - Comparagdo da produgdo de Hol por Mut0, Mutle Mut2, provenientes de
suspensao fresca de esporos, em meio sintético contendo Lisina, com 48 horas de processo.

Holomicina {mg.L-1)

80

70

60

50

40

30

20

10

m48h

MutQ Mutl Mut2



48

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

Entre o meio sintético, contendo apenas Lisina, e o meio complexo, contendo Lisina
e extrato de semente de algoddo, como fontes de nitrogénio, o primeiro mostrou-se o0 mais
adequado para a produgao de Hol pelos mutantes e para os demais biocompostos (CefC e
AC) pela linhagem selvagem; o meio sintético foi, entdo, adotado com meio de referéncia;

As fermentagdes nas quais foram obtidas as maiores concentragdes de Hol
indicaram uma possivel relagdo entre baixa concentracdo de células e maior produgdo do
biocomposto;

A adi¢do de tiossulfato de sodio nao influenciou a produgdo de nenhum dos
biocompostos;

Comparando-se os mutantes estudados, Mut0, Mutl e Mut2, observaram-se
diferengas significativas na capacidade de producao dos trés biocompostos;

Apesar de Arginina ser indicada na literatura como estimulador da produgdo de Hol
em linhagens de S. clavuligerus bloqueados nas etapas finais da rota biossintética de AC,
sua presenga no meio de cultura aparentemente nao se mostrou eficiente nas linhagens
testadas;

Com relagdo a produg¢do de Hol considerando-se a origem dos esporos utilizados
como inoculo: (a) o armazenamento em criotubos (-80°C) mostrou-se adequado para todos
os mutantes; (b) a suspencdo fresca de esporos nao foi um bom indéculo somente para o
cultivo de Mut0, o qual perdeu praticamente toda sua capacidade de produgdo,

comparando-se com os resultados obtidos com o indculo de criotubos.
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