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RESUMO

Streptomyces clavuligerus ¢ uma importante espécie industrial que produz multiplos
compostos de interesse clinico, destacando-se o antibidtico cefamicina C (CefC) e o acido
clavulanico (AC), um potente inibidor de B-lactamases produzidas por bactérias resistentes a
penicilinas e cefalosporinas. Sabe-se que situa¢des limite como subculturas sucessivas, forma
inadequada de armazenamento das células, variagcdes bruscas de condi¢des de cultura, podem
causar delecdes de mais de 25% dos genes de Streptomyces sp que, embora muitas vezes nao
comprometam a sobrevivéncia do micro-organismo, acarretam perdas na capacidade
produtiva. Neste trabalho, investigou-se a estabilidade da linhagem selvagem S.
clavuligerus ATCC 27064 quanto a producdo de CefC variando-se condi¢des do indculo
utilizado nos cultivos submersos de obten¢ao do antibidtico. As fermentagdes foram
realizadas em frascos agitados (28°C, 260 rpm) e as amostras coletadas em 48 e 72 horas do
caldo fermentativo foram analisadas quanto ao pH, biomassa (massa seca a 105°C por 24 h) e
CefC foi determinada por bioensaio de difusdo em agar (bactéria-teste Escherichia coli ESS
2235).

Foi selecionado o micro-organismo melhor produtor por meio de screening, € o que
apresentou a melhor producdo de CefC e os menores desvios com relagdo a média foi
utilizado para preparar novos lotes de células: ampolas de micélios liofilizados e criotubos
contendo 10® esporos.mL™ . Observou-se que a capacidade produtiva foi afetada quando
foram utilizadas subculturas do micro-organismo original.

A realizagdo do screening mostrou-se eficiente na selecdo de colonias superiores em
termos de produgdo volumétrica, sendo recomendada a realizagdo de tal procedimento
periodicamente para manuten¢do de uma linhagem com maior potencial produtivo.

Esporos submetidos a condigdes estressantes de cultivo aparentemente sofreram

modificagdes genéticas que os tornaram produtores de Holomicina.
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1) INTRODUCAO

O metabolismo secundario em micro-organismos resulta de um crescimento
desbalanceado e, por isso, gera compostos que, por ndo serem aparentemente essenciais ao
desenvolvimento celular, acumulam—se no meio fermentativo. Ha varias teorias sobre os
possiveis papéis dos metabdlitos secundérios nos organismos que os produzem, porém, ha um
consenso entre os estudiosos de que esses compostos estdo associados de alguma forma a
funcdes de sobrevivéncia e de adaptacdo as condi¢des ambientais. A capacidade de produzir
multiplos metabdlitos secundarios é uma caracteristica peculiar de bactérias do género
Streptomyces que as torna, ainda hoje, as fontes naturais mais abundantes de agentes bioativos
tais como antibidticos e antitumorais, entre outros tipos de compostos de interesse clinico
(CHALLIS e HOPWOOD, 2003).

Streptomyces clavuligerus ¢ uma bactéria filamentosa aerdbia gram positiva
pertencente ao grupo dos actinomicetos. E um micro-organismo com condigdes favoraveis ao
seu crescimento em temperatura entre 25 e 35 °C, e pH entre 6,5 ¢ 8,0 e uma das mais
importantes espécies industriais que produz multiplos compostos dos quais muitos ja foram
caracterizados quanto a estrutura e funcionalidade. Dois destes compostos, pertencentes a
classe dos B-lactamicos, sdo usados clinicamente, a saber, o antibidtico cefamicina C (CefC)
(Fig 1A) e o 4acido clavulanico (AC) (Fig 1B), um potente inibidor de [-lactamases
produzidas por bactérias resistentes a penicilinas e cefalosporinas (LIRAS, 1999;
BRAKHAGE et al, 2005). AC atua em sinergia com antibioticos P-lactdmicos, sendo o
exemplo clinico mais importante a combinacdo de AC e amoxicilina, cuja formulagio original
foi desenvolvida pela Glaxo SmithKline (Clavulin®, no Brasil) (BUTTERWORTH, 1984;

LAVARDA et al, 2008).



CefC ¢ estruturalmente semelhante a cefalosporina C (CPC) (Figura 1C), produzida
apenas por fungos filamentosos (ARAUJO et al, 1999), porém ¢ mais resistente a -

lactamases por apresentar um radical metoxi na posi¢do 7o que confere maior estabilidade ao
sistema biciclico de anéis (OLIVEIRA et al, 2009; BUSSARI et al, 2009). CefC foi
descoberta no centro de P&D da Merck Co. e € utilizada como matéria prima para a producao
de derivados semi sintéticos, como cefoxitina, cefotetan, cefametazol e temocilina. Estes
antibioticos apresentam amplo espectro antibacteriano, incluindo bactérias anaerobias, sendo
aplicados na prevencdo de infeccdes pds-operatorias causadas por bactérias resistentes a

varios dos antibioticos ja existentes (OMSTEAD et al, 1985; BUSSARI et al, 2009).
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Figura 1.1 — Foérmula molecular: cefamicina C (A), 4acido clavulanico (B),

cefalosporina C (C).

Linhagens industriais de S. clavuligerus, com alta capacidade produtiva, assim como
outras espécies de streptomicetos de interesse comercial, sdo ainda obtidas por meio de
procedimentos empiricos de selecdo ("screening") e de mutagdo. Devido a natureza aleatoria
da mutagénese, porém, mutacdes do micro-organismo superprodutor que ndo contribuem para
aumentar a produtividade normalmente tornam-se dominantes nas culturas, o que muitas
vezes resulta no colapso do ciclo produtivo. Além disto, a elevada instabilidade genética
naturalmente presente em praticamente todas as espécies de Streptomyces também causa, com

frequéncia, a deterioragdo do processo fermentativo (CHEN, 1995). O DNA cromossomal



dessas bactérias ¢ susceptivel a muitas delegdes em trechos geneticamente instaveis que, em
sua maioria, contém genes associados ao metabolismo secundario. Dentre os genes mais
afetados pode-se citar os responsaveis pela formacgdo de hifas aéreas ou esporos, producdo de
pigmentos ou enzimas extracelulares e biossintese de antibidticos. A perda da capacidade de
esporulagdo, por exemplo, afeta os procedimentos de preservacdo da linhagem e de obtengao
do in6culo para a fermentagdo. A manutencdo da integridade dos esporos ¢ de suma
importancia para perpetuar as caracteristicas da linhagem, uma vez que esse tipo de
morfologia detém toda a informacdo genética do micro-organismo, tanto no que diz respeito a
continuidade da espécie (metabolismo primdrio) como a producdo de compostos bioativos
(metabolismo secundario) (DARY et al, 1999; BUSSARI et al, 2009).

Estados mutadores (mutator state) indesejaveis decorrentes de altos graus de delecao
no DNA cromossomal, por exemplo, sdo inerentes & modulacdo genética de streptomicetos
em resposta ao ambiente, e podem ser intensificados por condigdes-limite como gradientes
bruscos de pH ou temperatura. Tais condigdes podem ocorrer em qualquer etapa de
manejo/cultivo do micro-organismo, como no armazenamento das células ou durante o
cultivo submerso para a obtengdo do biocomposto de interesse. Por exemplo, situagdes limite
podem causar dele¢des de mais de 25% dos genes de Streptomyces sp que, embora muitas
vezes nao comprometam a sobrevivéncia do micro-organismo, sempre acarretam perdas
irreversiveis na capacidade produtiva (DARY et al, 1999; MEDEMA et al, 2010). Em
contraposicdo, ha muito se sabe que determinadas condi¢cdes adversas ao crescimento do
micro-organismo durante a fermentacdo principal favorecem a produgdo de metabolitos
secundarios (OMSTEAD et al, 1985; STANBURY et al, 1999; CHALLIS ¢ HOPWOQOD,
2003). Neste sentido, a industria da fermentacao tem criado programas de desenvolvimento de
bioprocessos em busca de condigdes sub-Otimas de crescimento celular que permitam

otimizar a producdo. Isto se apresenta como um grande desafio para geneticistas e



engenheiros industriais de fermentacdo, uma vez que, como exposto acima, a instabilidade
genética de Streptomyces sp resulta, frequentemente, na perda total ou quase total da
capacidade produtiva e/ou de esporulagdo (CHEN, 1995; DARY et al, 1999; ELANDER,

2003; MEDEMA et al, 2010).
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2) OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo avaliar o grau de estabilidade de linhagens de S.
clavuligerus quanto a capacidade de produgdo de CefC. A preservagdo da capacidade
produtiva das linhagens serd investigada comparando-se a producdo de CefC resultante de
fermentagdes utilizando-se um meio padrdo a definir e, como indculo inicial, esporos gerados
a partir de células previamente submetidas a varias condigdes.
Para atingir este objetivo, foram realizadas as seguintes etapas:
e Procedimento de screening (ATCC 27064) e isolamento da unidade formadora
de colonia (UFC) melhor produtora em meio so6lido;
e Sele¢dao da melhor fonte de carbono (C) do meio de producao;
e Confeccdo e avaliagdo em cultivo submerso de um banco de esporos e ampolas
a partir do micro-organismo selecionado no procedimento de screening;
e Avaliacdo da producdo de antibidtico utilizando-se, como inéculo, esporos
obtidos apds um determinado niimero de subculturas em meio sélido e a partir
da esporulagdo de células vegetativas (micélios) provenientes de cultivos

submersos realizados em condigdes diferentes a condi¢do padrao.
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) MATERIAIS
3.1.1) Micro-organismos

S. clavuligerus ATCC 27064 (linhagem selvagem). Células liofilizadas da linhagem
encontram-se estocadas em ampolas.

Para o bioensaio de detecg¢ao/quantificacdo de antibidticos B-lactdmicos foi utilizada
Escherichia coli ESS 2235 como bactéria teste, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Paloma
Liras, da Faculdade de Biologia da Universidade de Leon, Espanha (LIRAS; MARTIN,

2005).

3.1.2) Meios de cultura

(a) Meio solido de cultivo da bactéria-teste

Realizou-se o cultivo da bactéria E.coli ESS 2235 em meio agar nutriente (Difco

0001) indicado pela ATCC, cuja composigdo esta indicada na tabela 3.1.

Tabela 3.1- Composicao do meio agar nutriente (Difco 0001).

Componentes Concentracio (g.L™")
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0
Agar bacteriologico 15,0
pH 6,8+0,1

Agua destilada em q.s.p 1000 mL




12

(b) Meio de esporulacio de S. clavuligerus
O meio proposto por Sanchez e Brana (1996) (meio SB) descrito na tabela 3.2 foi

utilizado para a obtengdo de esporos do micro-organismo (7 a 10 dias, 28°C).

Tabela 3.2- Meio de esporulagdo de S. clavuligerus (SANCHEZ; BRANA, 1996).

Componentes Concentraciio (g.L™)
Extrato de levedura 0,5
Extrato de carne 0,5
Caseina hidrolisada 4cida 1,0
Glicose 5,0
MOPS 21,0
Agar 20,0

pH 7,0+0,1

(c) Meio de reativacio ou germinacao (MG ou MR) de micélios e de esporos

Para germinagdo de esporos congelados a —80°C de S. clavuligerus foi realizado meio
indicado pela ATCC (meio ISP1), adicionado de extrato de malte (KIESER et al, 2000). As
células liofilizadas (micélios) foram reidratadas por 10 a 15 dias, a 28°C, sem agitacdo

também neste meio.

Tabela 3.3- Composicao do meio de germinagdo (MG) ou reativacao.

Componentes Concentracio (g.L™)
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 10,0
Triptona 5,0
MOPS 21,0

pH 6,8+0,1
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(d) Meio de propagacio de micélios RC (Reading e Cole, 1977) modificado
Ap0s 24 horas de cultivo em MR, uma aliquota deste foi adicionada ao RC para a

propagacao dos micélios.

Tabela 3.4- Composicao do meio RC (READING e COLE, 1977) modificado.

Componentes Concentraciio (g.L™)

Glicerol 20,0
Extrato de malte 10,0
Peptona 20,0
MgS04.7H20 0,75
K2HPO4 2.5

Solucao de sais 1,0 mL
MOPS 21,0

pH 7,0 +0,1

(e) Meio de preparacio do indculo (MI)

Os meios de preparo de indculo e de producdo (fermentacdo principal) devem conter
0s mesmos componentes essenciais como fontes de carbono (C) e de nitrogénio (N), de forma
a minimizar a fase "lag" durante a fermentacgao principal. Como fontes de C e energia, prop0os-
se a utilizacdo de compostos indicados pela literatura para crescimento de S. clavuligerus,
como amido, glicerol e/ou maltose, (OMSTEAD et al., 1985; KIESER et al., 2000). A fonte
de N foi o extrato proteico a base de caroco de algodao (Proflo®) (BUTHERWORTH, 1984;
ANTONIO et al., 2007). A razdo massica C:N do meio deve ser em torno de 4:1, com base
em foérmula molecular empirica proposta para espécies de Streptomyces (BUSHELL e

FRYDAY, 1983).
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Tabela 3.5 — Composi¢do geral do meio de preparo do indculo

Componentes Concentracio (g.L™)

Proflo (a) 8,5
Extrato de levedura 1,0
MgS04.7H20 0,75
K2HPO4 0,8

Solucao de sais 10,0 mL
MOPS 21,0

pH 6,8+0,1

(a) Farinha de semente de algodao.

(b) Solugao de sais, g.L'lz MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0, 1,0.

Tabela 3.6- Composicao dos MI utilizados no Experimento 1.

Meio A
Componentes Concentraciio (g.L™)
Amido 10,0
Meio B
Componentes Concentraciio (g.L™)

Maltose 10,0
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(f) Meios utilizados para producio de antibioticos ou meio de fermentacio principal
(MFP)

A farinha de semente de algodao atua como fonte de N (nitrogénio) para o crescimento
do micro-organismo. Este componente foi fervido e filtrado previamente a autoclavagem. Isto
promove o aumento da sua solubilidade no meio, favorecendo a separa¢do da biomassa por
centrifugacdo e analises mais confidveis, o que ndo ocorreria num meio insoluvel.

O meio soluvel também favorece a oxigenacdo do microambiente de cultivo,

possibilitando sua utiliza¢do por S.clavuligerus em sua rota biossintética de CefC.

Tabela 3.7 — Composi¢ao geral do MFP (OMSTEAD et al, 1985; ANTONIO,2007).

Componentes Concentracio (g.L™)
Proflo® 8,5
Extrato de levedura 0,5
Tiossulfato de sodio @ 1,0
K>HPO, 1,75
MgSO4-7TH,O 0,75
CaCl, 0,2
NacCl 2,0
MOPS 21,0

Solucao de sais 5,0 mL

(a) Adicionado ap6s 30 horas de processo.
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Tabela 3.8- Composicao dos MFP utilizados no Experimento 1.

Meio A
Componentes Concentraciio (g.L™)
Amido 10,0
Meio B
Componentes Concentraciio (g.L™)
Maltose 10,0
(g) Meio ISP1

Utilizado para a reativagdo de células liofilizadas de S. clavuligerus.

Tabela 3.9- Composicdo meio ISP1 ou de reativagdo de micélios.

Componentes Concentraciio (g.L™)
Triptona 5,0
Extrato de levedura 3,0
pH 7,0 0,2

(h) Solucao crioprotetora

Utilizada no armazenamento de suspensao de esporos a -80°C.
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Tabela 3.10- Composi¢do solugdo crioprotetora.

Componentes Concentracio (v/v)
Glicerol 20%
Agua destilada q.s.p. 100%

(i) Solucao lioprotetora
Utilizada para armazenamento de micélios na forma liofilizada. Compde-se de 10% de

leite desnatado e 5% de glutamato monossddico (peso/peso).

3.1.3) Equipamentos

Equipamentos para as fermentagdes:

- Mesas incubadoras rotatorias (New Brunswick), para os experimentos em frascos
agitados, providas de controle de agitacdo e de temperatura;

Equipamentos e aparelhos para procedimentos gerais e analiticos:

- Espectrofotometro (UV e luz visivel - Pharmacia);

- Camara de fluxo laminar, balangas, estufas, pHmetros, autoclaves, centrifuga refrigerada
banhos termostatizados, microscopios, agitadores magnéticos;

- Ultra-freezer;

- Liofilizador;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu);

- Microcomputadores para o tratamento dos dados experimentais.
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3.2) METODOS

3.2.1) Screening

Partindo-se de um lote matriz de células, foi realizado uma sele¢ao da colonia melhor
produtora de CefC que deu origem a um novo banco de células liofilizadas (micélios) e de
suspensao de esporos em solugdo crioprotetora.

Realizou-se diluicdo seriada da suspensdo de esporos em salina 0,9% de concentragdes
10" a 10" ¢ plaqueou-se em meio SB as diluicdes 10° a 10"° em duplicata para cada
diluicdo. Foram selecionadas, entdo, as colonias levando-se em consideracdo a semelhanca
fenotipica com a colonia-mae e as mais isoladas e diferenciadas entre si. Estas por sua vez,
tiveram seus esporos transferidos para outras placas contendo o mesmo meio SB. A partir
destas colonias ¢ que foi testada a produgao de CefC.

Para testar a produgdo de antibidtico de cada colonia isoladamente, foi necessario
verter sobre as mesmas o meio nutriente a4gar com suspensdo de E. coli e solu¢do enzimatica
BD Difco TM Penase®. Apos incubagdo por 24 horas a 37°C, mediu-se o didmetro dos halos

de inibi¢do e das colonias para tracar uma razao.

3.2.2) Métodos analiticos

(a) Coleta das amostras e determinacio da concentracio celular (biomassa)

As amostras foram coletadas ap6s 48 e 72 horas de fermentacdo principal. Os 5 mL do
caldo fermentativo coletados foram submetidos a centrifugacdo por 10 minutos, 11000 rpm e
4°C. O liquido sobrenadante foi cuidadosamente retirado e armazenado em tubos tipo

Ependorfs® a -80*C para posterior quantificagdo do antibiotico.
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A massa celular precipitada foi centrifugada com agua destilada por duas vezes para
remover impurezas e depositada em recipientes previamente pesados. Os recipientes foram
entdo levados a estufa a 105°C por 24 horas. Antes da pesagem da biomassa seca, o0s
recipientes ficaram armazenados em dessecador até atingirem temperatura ambiente. A

. , . -1
biomassa ¢ expressa em termos de massa seca por volume de meio de cultura (g.L7).

(b) Determinacao de CefC por difusdo em agar

Em consequéncia da indisponibilidade de um padrdo de CefC de alta pureza para uma
andlise de deteccdo em HPLC com detector Ultravioleta (UV), em comprimento de onda de
254 nm, o antibidtico das amostras foi quantificado através de bioensaio de difusdo em agar
utilizando-se como padrao CepC devido a semelhanca dos halos produzidos pelos dois
bioativos (LIRAS; MARTIN, 2005). Desta forma, CefC foi determinada indiretamente e
expresso em termos de concentragio de Cefalosporinas totais em mg.L™.

A quantificacdo de CepC Totais foi realizada por interpolacdo logaritmica entre as
medidas dos didmetros dos halos de inibi¢do obtidos com as amostras e as solu¢des do

antibiotico padrdo.

(c) Bioensaio

A bactéria teste foi cultivada em tubos contendo meio agar nutriente por 24 horas a
37°C. A suspensdo foi preparada adicionando-se 10 mL de solugdo salina 0,9% a cada tubo.
Colhida a suspensdo, procedeu-se a leitura em espectrofotometro, em 600nm. A cada 120 mL
de meio nutriente dgar ainda fluido (~ 46°C) foram adicionados 0,7 mL de suspensdo
bacteriana com DO igual a 1. Em cada placa de 150 mm de diametro foram vertidos 40 mL de
meio agar nutriente contendo a bactéria teste. Apds solidificagdo do meio, foram perfurados

oito poc¢os (5 mm de diametro) para a aplicagdo das amostras.
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Devido ao fato de S. clavuligerus produzir outros compostos com atividade
antimicrobiana além de CefC, foi necessario realizar tratamentos com as amostras para depois
proceder-se com o bioensaio. A Penicilina N do caldo fermentativo, dependendo das
condi¢cdes da fermentagdo, é excretada no meio de producdo em quantidades significativas
(ZHANG et al, 1987). Entdo, para eliminar a Penicilina N utilizou-se a solucdo enzimatica
BD Difco TM Penase®, diluida e adicionada a uma proporcao de 25 pL de enzima por mL de

amostra também diluida, reagindo-se por um periodo de 20 minutos.

(d) Aplicacao das amostras, incubacio e leitura dos halos de inibicdo
No interior dos pogos perfurados foram adicionados 20 pL das solu¢des preparadas de
amostra do antibidtico, adequadamente diluidas. As placas foram incubadas a 36-37°C por 18

horas sendo medidos com paquimetro os diametros dos halos de inibigao.

3.2.3) Procedimento experimental

Pré-culturas

Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de meio de germinagdo ou de
reativagcdo foram inoculados com suspensdo de células (2 a 8 x10® esporos/ml) de forma a se
obter 10% em volume de suspensdo celular por volume final de meio. O germinado reativado
foi obtido apds 24 horas em mesa rotatoria-incubadora em frequéncia de rotagao de 260 rpm e

temperatura controlada de 28°C.

Preparo do indculo
Frascos contendo meio de preparo do indculo principal foram inoculados com a

suspensdo de células obtida na etapa anterior, também a 10% em volume de suspensdo celular
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por volume final, seguindo para mesa rotatdria-incubadora por 24 horas. Nesta etapa utilizou-

se frascos de 250 mL de volume util € 25 mL de MI.

Fermentacio principal

A fermentacdo principal para a producdo de compostos B-lactamicos foi realizada em
batelada, por um periodo de 48 a 72 horas. Em cada frasco foram adicionados, 10% de
inoculo. A seqiiéncia de etapas do processo fermentativo e os procedimentos da fermentagao

principal estdo esquematizados na Figura 3.1.

criotubo (~3 mL de
suspensaa de esporos)

(1 0% vol. germinado/ (10% vol. indculo / vol
% vol. total) tutal)

AAR

Etapa de geminagao, »
erm MG (24 horas) Etapa de preparo doindcuo  Fementagéo principal, em MP

principal, em MI (24 horas)  (nerindo de tempo varidvel, conforme o
objetivo do experimento)

Todos os experimentos consistiram de bateladas em 25 mL de MFP e as amostras de
todos os experimentos foram submetidas a andlises de pH, concentragdo de células (biomassa)

e de CefC totais.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Procedimento de screening

Partindo-se de um lote matriz de células, foi realizado uma selecdo de colonias mais
produtoras de CefC.

Foram obtidas 34 colonias e destas, selecionou-se as cinco mais produtivas.

A Tabela 4.1 indica os valores do célculo da produgdo de CefC das colonias obtidas.
Estes valores foram determinados utilizando-se como critério a razdo entre os quadrados do

diametro do halo de inibi¢do (H) e da UFC de S. clavuligerus (c).

Tabela 4.1- Producdo de CefC das cinco colonias mais produtoras.

Colonias H (mm) ¢ (mm) Producio CefC
3 29,0 7,8 13,7
7 23,7 7,0 11,5
12 33,0 7,0 22,0
19 28,3 8,2 12,0
32 27,9 7,8 13,0

Os esporos resultantes do screening foram armazenados para posteriormente serem

testados em cultivo submerso e determinadas as producdes de CefC totais.

4.2) Experimento 1 — Selecao da fonte de carbono

Neste experimento foram avaliados o crescimento celular e a producdo de CefC totais
utilizando-se maltose e amido como fontes de carbono do meio de fermentag¢do principal,
definindo-se desta forma, o meio padrio para a realizacdo dos seguintes experimentos.

A Figura 4.1 mostra a média da produg@o de CefC obtidas em triplicatas.
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Figura 4.1- Producdo de CefC totais obtidas em 48 e 72 horas de processo em meios
contendo amido (A) e maltose (B).

Pode-se observar que a média de producdo de CefC mostrou-se bem semelhante nas
duas condi¢des A (amido) e B (maltose), porém o meio contendo amido proporcionou
melhores resultados, apresentando produgio total de 155,2 mg.L™" em 72 horas de processo
contra 142.4 mg.L'1 no meio contendo maltose e sob as mesmas condigdes.

Em 72 horas de processo, a biomassa de A foi de 5,72 g.L” enquanto que de B foi de
7,5g.L"". Dividindo-se esses valores pelas respectivas produgdes de CefC totais obteve-se o0s
valores da producdo especifica (Figura 4.3). Desta forma, pode-se verificar que a produgdo de
A torna-se ainda maior em relacao a B.

Foi entdo adotado o amido como fonte de carbono para a realizagdo dos demais
experimentos do presente trabalho.

A Figura 4.2 mostra os valores de biomassa seca obtidos no experimento.
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Figura 4.2- Biomassas obtidas em meios contendo amido (A) e maltose (B).
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Figura 4.3- Producdo especifica de CefC obtidos em 48 e 72 horas de processo em
meios contendo amido (A) e maltose (B).

4.3) Experimento 2 — Teste dos esporos das colonias mais produtoras
Os esporos das cinco colonias mais produtoras do antibidtico foram submetidos ao
cultivo submerso para avaliagdo da sua capacidade produtiva. Pode-se observar que as células

provenientes da colonia 12 apresentaram a melhor producgdo de CefC totais (135 g.L'1 em 72



25

horas de processo) e os menores desvios com relagdo a média (Figura 4.4) quando comparado
com as demais, fato esperado levando-se em consideracdo os valores apresentados na Tabela

4.1. Trata-se de uma produg@o de antibidtico acima dos niveis satisfatorios que se situa em

torno de 120 mg.L™" de CefC.

88288

CepC totais (mg/L)
L=
(=T = I =

N
o

o

3 7 12 19 32
Colonias
M 48 horas 72 horas

Figura 4.4- Produgdo de CefC totais dos esporos da colonias 3,7,12,19 e 32
selecionadas em screening.

Os valores médios de biomassa estdo apresentados na Figura 4.5, tendo sido

observados desvios aproximadamente de 15% com relacdo a média.
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Figura 4.5- Valores médios de biomassa resultantes do cultivo submerso dos esporos
das colonias mais produtoras.

Partindo-se dos esporos da UFC melhor produtora (Col. 12) foram confeccionadas
ampolas com os micélios liofilizados e suspensdo de esporos (10* esporos/mL) seguindo-se

protocolos de preservacao definidos ainda neste trabalho.

4.4) Experimento 3 — Teste dos lotes de ampolas e criotubos confeccionados

Sabendo-se que 0 DNA cromossomal destas bactérias € susceptivel a muitas delegdes
em trechos geneticamente instaveis que, em sua maioria, contém genes associados ao
metabolismo secundario e que esta instabilidade genética de Streptomycetos pode interferir
negativamente na producdo de antibidtico, faz-se necessario entdo cultiva-las e manipula-las
de forma a minimizar essas possibilidades. Assim, os procedimentos de preparo de novos
lotes de células deste trabalho foram estabelecidos de forma a manter a integridade e a
capacidade produtiva inicial pelo maior tempo possivel.

Esta etapa experimental teve como objetivo avaliar o padrao de produgdo dos novos

lotes de células. Os testes constituiram-se de fermentagdo em batelada onde o "inoculo A"
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originou-se a partir de uma ampola reativada e o "inoculo B" a partir de um criotubo. Os

resultados estdo descritos na Figura 4.6.
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Figura 4.6- Producao de CefC totais das células do banco de (A) ampolas e (B)

criotubos.

Pode-se observar que, mesmo apds submetidas ao processo de liofilizagdo, os micélios
das ampolas (A) mantiveram um perfil bom de producdo (Figura 4.6) e crescimento (Figura
4.7), indicando a preservacao destas caracteristicas. O mesmo se observou com os esporos dos
criotubos (B), que apresentaram producdo semelhante a das células de origem (colonia 12).

Os lotes de ampolas e criotubos, entdo avaliados como geradores de células bastante

produtivas, serviram como indculo do Experimento 4.
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Figura 4.7 - Biomassas obtidas do cultivo submerso das células originadas do banco
de ("in6culo A") ampolas e ("indculo B") criotubos.

4.5) Experimento 4: Avaliacio da capacidade produtiva de células submetidas a
subculturas sucessivas e tamanho reduzido de indculo

Submeter um micro-organismo a subculturas sucessivas ¢ uma condi¢do que, segundo
dados da literatura, pode causar modificacdes genéticas que, muitas vezes, afetam
negativamente sua capacidade de sintese do produto de interesse. Por isso, testou-se esta
condi¢ao.

A suspensdo de esporos B do Experimento 3 passou por trés subcultivos sucessivos
em meio solido (meio SB) e, entdo, foram testados quanto a sua capacidade de producao de
CefC.

A Figura 4.8 ilustra os resultados obtidos das fermentagdes das duas condigdes:
esporos originados apds trés subculturas sucessivas (A) e indculo a uma concentragdo de

aproximadamente 10* esporos/mL (B).



29

CefC totais (mg/L)

P A B

M48 horas k72 horas

Figura 4.8- Producdo das fermentacdes das duas condigdes: esporos originados (A)
apos subculturas sucessivas e (B) apos diminuindo-se sua concentracdo de 108 para
aproximadamente 10* esporos/mL de solugdo crioprotetora e (P) esporos do criotubo original.
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Figura 4.9- Biomassas obtidas do cultivo submerso das células originadas (A) apos
subculturas sucessivas e (B) indculo com concentracao reduzida de esporos.

Dentres as duas condigdes testadas (A e B), pode-se afirmar que a situacdo B foi a
mais prejudicial para a produgdo final do antibidtico. Nesta condi¢do houve uma queda

acentuada de pH (5,8 + 0,2) em 48 horas de processo que ndo ocorreu nas fermentacdes sob as
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condigdes padrao (P) e A (6,5 £ 0,2) que pode ter prejudicado sensivelmente a produgdo, visto
que esse fator isoladamente ndo acarreta prejuizos tdo significativos para a biossintese do
antibiotico. Apesar da biomasssa na situacdo B ter atingido um valor da mesma ordem de
grandeza das demais condigdes (7,5 g.L™' + 1,0) ao final das 72 horas de processo, 0 mesmo
nao ocorreu com a producdo, cujo valor maximo foi cerca de 3 a 4 vezes menor. Isso se deve
ao fato de que na condi¢do B os micro-organismos ainda encontravam-se em fase exponencial
de crescimento (trofofase), que pode ser claramente observado na Figura 4.9 e a producdo de
metabolitos secundarios ocorre na fase estacionaria (idiofase).

Micro-organismos oriundos de geragdes sucessivas podem apresentar alguma
modificagdo que interfere em seu metabolismo, principalmente. Por isso, na situacdo A
observou-se diminuicao de cerca de 20% da concentragdo de CefC ao final de 72 horas de

fermentacdo quando comparado a P.

4.6 ) Experimento 5: Avaliacio da manutencio da capacidade produtiva de células
coletadas em cultivos submersos realizados sob diversas condicgdes.

Este experimento teve como objetivo avaliar a viabilidade quanto a produgdo de CefC
de células provenientes de outros meios de cultivos, levando-se em consideracdo que o
periodo de cultivo e a constituicdo e/ou concentracdo de alguns componentes adicionados a
esse meio podem interferir no metabolismo e vias biossintéticas do antibidtico, favorecendo
ou prejudicando sua produgdo. O periodo de fermentagdo no qual foram coletadas as células
foi considerado porque muitos residuos e metabdlitos que se acumulam durante o processo
podem interferir na integridade celular, inclusive em sua capacidade de esporulagdo.

Com isso, pretendeu-se verificar se estas condi¢cdes poderiam modificar o perfil

normal de produgdo de CefC destes esporos, cultivados no meio padrao ja definido.
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Todos os indculos destes testes constituiram-se de suspensdo de esporos. Estes, por
sua vez, resultaram da esporulacdo dos micélios que foram coletados durante o cultivo
submerso em meios diferentes do meio padrdo adotado neste trabalho.

As condicdes do cultivo de origem dos esporos testados foram denominadas C1, C2,
C3 e C4. C1 e C2 consistiram de cultivo em frascos agitados contendo meio complexo
(Tabela 3.6) com 10 gL' de amido, adicio de 5 gL' de 1,3- diaminopropano e,
respectivamente, 100 e 30 mM de L-lisina. Este aminodcido ¢ um indutor da produgdo que,
em elevadas concentragdes no meio de fermentacdo principal, proporciona aumentos
significativos na producdo do antibidtico CefC, comparativamente aos meios sem adigdo do
composto (FANG et al, 1996). Em ambas as condi¢des, as células foram coletadas em 36
horas de processo. C3 e C4 consistiram de cultivo em biorreator de bancada contendo meio
sintético com maltose 10 g.L”' ¢ 40 mM de L-lisina e se diferenciaram no tempo de coleta,
realizada em 48 e 90 horas de processo respectivamente.

C2 e C4 foram consideradas situacdes menos favoraveis, pois na primeira existia certa
restricdo do aminoacido essencial para a produgdo e na segunda, o maior tempo de
fermentagdo gera metabolitos e outros compostos que poderiam prejudicar esporulagdo destes

micélios.
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Figura 4.10- Producao de CefC obtida do cultivo de esporos originados das condigdes
Cl a C4.

Em todas as condi¢cdes pdde-se observar que a viabilidade de producao dos esporos se
manteve e estes, por sua vez, mantiveram um aspecto macroscopico uniforme em todas as
esporulacdes realizadas. Aparentemente a produ¢do volumétrica de CefC totais ndo variou
significativamente, conforme se pode verificar na Figura 4.10, obtendo-se um valor médio em
72 horas de processo de 116 mg.L™ entre as condigdes.

Apesar disto, a concentragdo celular caiu pela metade em duas condigdes (C2 e C4)

(Figura 4.11) resultando, assim, nas maiores produgdes especificas (Figura 4.12).



33

Biomassa (g/L)
O = N W & 1 B N

48 72

tempo (horas)
C1 C2 c3 c4

Figura 4.11- Biomassas obtidas do cultivo de esporos originados das condigdes C1 a
C4.

n
o

g
'S
wn

40

w w
o wn

N
[y}

et
]
I

Produgdo especifica (mg/|
= N
o o

wn
|

o
I

C1 c2 c3 ca4

H48 horas W72horas

Figura 4.12- Produgao especifica de CefC obtidos em C1 a C4.

Porém, a cor amarela intensa das amostras de C2 e C4 (Figura 4.13) sugeriu a
presenga de Holomicina (LIRAS e MARTIN, 2005), o que ndo foi observado nas duas outras
condi¢des (C1 e C3). Holomicina ¢ um antibiotico ndo B-lactdmico da classe das pirrotinas

produzido em baixas concentracdes pela linhagem selvagem de S.clavuligerus, e que
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apresenta amplo espectro de acdo contra bactérias gram positivas e gram negativas (OLIVA et
al 2001). Mutagdes na linhagem selvagem podem resultar em mutantes potencialmente

produtores de Holomicina.

Figura 4.13- Aspecto das amostras obtidas das fermentagdes das condi¢cdes C2
(esquerda) e C1 (direita).

Analises em HPLC confirmaram esta suspeita (Figura 4.14) e indicaram, também, que
nio houve produgdo de Holomicina nas demais amostras (C1 e C3). LIRAS e MARTIN,
2005 constataram que concentragdes de Holomicina acima de 20 mg.L™' podem interferir na
determinacdo de CefC por bioensaio, de forma que ndo ¢ possivel afirmar que os halos de
inibicdo obtidos nas condi¢des C2 e C4 (Figura 4.12) estejam relacionadas unicamente a
CefC.

Tais resultados podem ser decorréncia de mutacdes no micro-organismo que
induziram a producdo de Holomicina. Como mencionado, os esporos utilizados em tais
fermentagdes vieram de um meio restrito em relagdo ao aminoacido L-lisina (C2) e de um
longo periodo de cultivo em meio pobre de fonte de C (C4). Estas situagdes podem ter
acarretado rearranjos no metabolismo do micro-organismo que alteraram o padrdo producdo
de metabolitos secundarios. Desta forma, ndo ¢ adequado utilizar tais células como indculo de

fermentacdo para produzir CefC.
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Figura 4.14- Cromatogramas obtidos das andlises de amostras de (A) C1 e (B) C2. A

formacdo do pico em destaque corresponde a Holomicina.
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4.7) Protocolo de preservacio de S.clavuligerus
Para a confeccdo dos bancos de células foi necessario definir e seguir criteriosamente

um protocolo para a preservagdo das mesmas.

(a) Confeccao de ampolas
Para confeccionar ampolas de liofilizado ¢ necessaria a obtencdo de micélios a partir

de esporos. Os procedimentos do protocolo estdo ilustrados nos esquemas a seguir.

Conteudo de 1 criotubo (1,2 ml de
suspensao 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

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

A 4

RC com micélios
propagados

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

A

Concentrado de
micélios

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
nas ampolas de liofilizacdo previamente esterilizadas e fechadas com tampao
de algodao.

9) Proceder-se a liofilizagao.

A

Ampolas com micélios
liofilizados
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(b) Confeccao de criotubos
Criotubos consistem de tubos de criogenia para armazenamento de suspensdo de

esporos. Estes, por sua vez, podem ser obtidos a partir de:

Células liofilizadas

1) Fazer um pequeno risco em um ponto adequado da ampola (na vidraria), limpar bem a
ampola e, cuidadosamente, quebra-la na cimara de fluxo laminar.

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

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

A

Suspensao
micelial

6) Distribuir suspensao micelial em meio so6lido de esporulagao ( meio SB).
7) Manter em estufa a 28°C por 10 a 15 dias.

A

Esporos

Ou ainda:

Durante o processo fermentativo, pode-se proceder com os itens 6 ¢ 7 do esquema
acima utilizando-se suspensdo de células resultante de MG.

Obtidos os esporos, procede-se entdo conforme o seguinte fluxograma para obtengdo

de criotubos.
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Esporos

1) Soltar os esporos da superficie do meio SB adicionando-se solucdo crioprotetora e
com o auxilio de bastdo magnético.
2) Filtrar a suspensao em funil coberto com gaze.

y

Suspensao
de esporos

3) Distribuir cerca de 1,2 mL da suspensao em cada tubo de criogenia.

A

Criotubos

Todas as etapas do protocolo foram realizadas assepticamente.
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5) CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

J Micro-organismos resultantes de geragdes sucessivas (sem realizagdo de
screening) apresentam perfis de producao de CefC inferiores da linhagem matriz.

J A realizagdo do screening mostrou-se eficiente na selecio de colonias
superiores em termos de producdo volumétrica, sendo recomendada a realizacdo de tal
procedimento periodicamente para manuten¢do de uma linhagem com maior potencial
produtivo. A liofilizagdo destes micro-organismos proporcionou a manutencdo da
capacidade produtiva, sendo assim, também recomendada como método de
conservagdo e manutengao de linhagens produtivas.

o Esporos provenientes de condigdes estressantes de cultivo aparentemente
sofreram alguma modificagdo genética que podem ter ocasionado rearranjos no seu

metabolismo que alteraram o padrdo de producdo de metabolitos secundarios.
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