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RESUMO

Streptomyces clavuligerus é uma espécie produtora de multiplos metabdlitos
secundarios de interesse terapéutico: acido clavulanico, um potente inibidor de beta-
lactamases, e outras vinte clavamas, varias delas com atividade antifungica;
cefamicina C, um antibiético beta-lactdmico usado para produzir varios antibiéticos
semissintéticos com acao contra bactérias anaerobias; tunicamicina, uma mistura de
homélogos de nucleosideos inibidores da glicosilacdo de proteinas em procariotos e
eucariotos; holomicina, uma ditiolopirrolona com atividades bacteriostatica e
citotoxica em mamiferos. Neste projeto foram estudadas as linhagens de S.
clavuligerus ATCC 27064 (selvagem) e Hol.80 (mutante) em cultivos submersos. Os
dados experimentais dos cultivos foram utilizados para analise cinética, na qual
foram determinados parametros cinéticos e coeficientes de rendimento, e para
simulacédo de distribuicdo de fluxos metabdlicos, empregando-se modelo metabdlico
previamente construido em Tese de Doutorado e com o auxilio de programa
computacional designado para esta finalidade. Cultivos da linhagem selvagem em
biorreator convencional operado em batelada utilizando-se a combinacao de maltose
e lisina resultaram em producdes de cefamicina C e &acido clavulanico de,
respectivamente, 90 e 100 mg-L™?, sem producédo de holomicina. Sob mesmas
condicdes, a linhagem mutante produziu 50 e 60 mg-L" de cefamicina C e
holomicina, respectivamente. Por outro lado, a combinagcdo maltose, lisina e
glutamato estimulou a producéo de holomicina pela linhagem selvagem (95 a 110
mg-L™?) e reduziu a producéo tanto de cefamicina C como de &cido clavulanico em
cerca de 65%. O mutante cultivado neste mesmo meio produziu cerca de 120 mg-L™
de cefamicina C e 75 mg-L* de holomicina, com producdo desprezivel de &cido
clavulanico. Estes resultados mostraram que diferentes fontes de nitrogénio
favorecem a producdo de bioativos em diferentes propor¢cées. Os dados mais
relevantes obtidos nas simula¢cdes do modelo metabdlico indicaram que a producéo
de holomicina requer grande demanda de energia de manutencdo (producao de

ATP) em ambas as linhagens.

Palavras.chave: Streptomyces clavuligerus. Bioativos. Cultivo submerso.
Modelagem matematica. Fluxos metabdlicos.



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus is a species that produces multiple secondary metabolites
of therapeutic interest: clavulanic acid, a potent inhibitor of beta-lactamases, and
other twenty clavams, several of them with antifungal activity; cephamycin C, a beta-
lactam antibiotic used to produce various semi synthetic antibiotics with activity
against anaerobic bacteria; tunicamycin, a mixture of homologues nucleoside that
inhibits protein glycosylation in prokaryotes and eukaryotes; holomycin, a
dithiolopyrrolone with bacteriostatic and cytotoxic activities in mammals. In this
project we compared the behavior of strains ATCC 27064 of S. clavuligerus and
Hol.80 mutant, non producer of clavulanic acid in submerged cultures. Kinetic
parameters and vyield coefficients were determined. The experimental data of the
cultures were used to simulate the metabolic fluxes distribution for each strain. It was
employed a metabolic model previously built up in a Doctoral Thesis and the
simulation was carried on with the aid of a computer program designed for this
purpose. Batch cultivations with the wild strain in conventional bioreactor using a
combination of maltose and lysine resulted in a production of 90 mg-L™ of
cephamycin C and 100 mg-L'1 of clavulanic acid, without holomycin production. At
same conditions, the mutant produced 50 and 60 mg-L™* of cephamycin C and
holomycin, respectively. The same combination (maltose and lysine) supplemented
with glutamate stimulated the production of holomycin by the wild strain (95 to 110
mg-L™), with a production of cephamycin C and clavulanic acid 65% lower. The
mutant produced in the same medium approximately 120 mg-L™* of cephamycin C
and 75 mg-L™ of holomycin. These results showed that different nitrogen sources
promote the production of various bioactives. The most significant data obtained from
the model simulations indicated that the holomycin biosynthesis requires high

demand of maintenance energy (ATP production) both.

Key.words: Streptomyces clavuligerus. Biocompounds. Submerged cultivations.

Mathematical modeling. Metabolic fluxes.
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1 INTRODUCAO
A producdo de metabdlitos secundarios microbianos de interesse

terapéutico como antibiéticos e antitumorais, € uma das &reas mais relevantes da
Biotecnologia. Bactérias pertencentes ao género Streptomyces sao tidas, ainda hoje,
como as mais prolificas produtoras destes biocompostos (CHALLIS e HOPWOOD,
2003).

Streptomyces clavuligerus é uma das espécies industriais mais importantes e
produz multiplos metabdlitos secundarios, dos quais varios ja foram isolados e
caracterizados. Dentre esses metabdlitos, dois compostos beta-lactamicos sé&o
produzidos industrialmente, o inibidor de beta-lactamases acido clavulanico (AC) e o
antibiotico cefamicina C (CefC). Além destes compostos, S. clavuligerus produz
outras vinte clavamas, varias delas com atividade antifingica, e os antibiéticos
nao.beta-lactamicos tunicamicina (Tun) e holomicina (Hol) (FUENTE et al, 2002).

Normalmente S. clavuligerus produz seus bioativos simultaneamente e em
pequenas quantidades em seu habitat natural, de forma compativel com um minimo
gasto energético. Para se obter um biocomposto em particular e, ainda, em altas
concentracfes, sdo necessarias alteracdes drasticas na distribuicdo de fluxos do
metabolismo primario. Um exemplo da complexidade biossintética desta espécie é a
producdo simultdnea dos compostos beta-lactamicos AC e CefC, cujas biossinteses
sdo reguladas pelo mesmo elemento multifuncional, codificado por um gene
localizado no agrupamento de genes da biossintese de CefC (SANTAMARTA et al.,
2007; BELLAO et al, 2013). Progressos no sentido de se aumentar a producéo de
um biocomposto tém sido obtidos por meio de investimentos continuos da industria
farmacéutica em programas de melhoramento de linhagens através de
manipulagdes genéticas com as quais séo induzidas modificagbes direcionadas em
regides especificas do genoma do micro-organismo.

Uma linhagem de S. clavuligerus melhor produtora de determinado
biocomposto pode ser obtida por manipulacdo genética, a qual foi subdividida pela
Engenharia Metabolica como: (a) aleatdria, realizando-se modificacdes
generalizadas em busca da melhor linhagem; (b) por presséo evolutiva, buscando-se
a melhor linhagem em cultivos sucessivos realizados sob condi¢cées de estresse
.neste caso, corre.se o risco de dele¢cdes no genoma responsaveis por esporulacéo,

metabolismo secundario, etc; (c) realizando.se modificacdes direcionadas em
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regides especificas do genoma; (d) identificando.se a linhagem melhor produtora e,
guando for o caso, transferindo suas caracteristicas para outras linhagens (este
processo, ha integra, € denominado de engenharia metabdlica reversa) (ARGUESO
et al, 2009). No entanto, estas intervencbes, muitas vezes, tém sido apenas
parcialmente bem sucedidas devido a fatores como a evolugao natural dos micro-
organismos no sentido de criar estruturas de controle resistentes ao
redirecionamento de fluxos do metabolismo primario para o secundario e, também,
pela falta de conhecimento mais aprofundado do metabolismo microbiano
(VILLADSEN et al, 2011).

Para se obter maior sucesso na manipulacdo de um micro-organismo €
preciso ter em maos informacdes sobre o seu metabolismo, fornecidas em nimero
cada vez maior pelas dmicas das ciéncias biolégicas (gendbmica, proteémica,
metabolémica), o que permite o estudo dos sistemas biolégicos em niveis
crescentes de detalhamento (RODRIGO et al, 2010). Ainda, estas informacdes
também possibilitam realizar estudos de modelagem matematica e simulacdo. A
abordagem classica, desenvolvida a partir da década de 1970 e ainda muito
explorada, nao requer informacgdes detalhadas do metabolismo celular e os dados in
vivo sdo utilizados para testar modelos fenomenologicos de previsdo do
comportamento global do sistema (KORKE et al, 2002). Com o desenvolvimento da
Engenharia Metabdlica, a partir da década de 1990, foram surgindo novas
estratégias de modelagem de sistemas biologicos, integrando diversas metodologias
de analise de fluxos com ferramentas de gendmica, metaboldomica, protedmica e,
também, da biotecnologia classica (PATNAIK, 2008; RODRIGO et al, 2010;
GEROSA e SAUER, 2011; CHARUSANTI et al, 2012).

A diversidade produtiva e a complexidade de S. clavuligerus tém feito desta
espécie um excelente modelo para o estudo das complexas relacbes entre
mecanismos reguladores e biossinteses de multiplos metabdlitos secundarios e seu
comportamento tem sido investigado em niveis crescentes de detalhamento com o
avanco das Oomicas das ciéncias biolégicas resultando em um numero cada vez
maior de informacbes do metabolismo celular (FUENTE et al., 2002). Neste
contexto, o presente trabalho propds-se a investigar o metabolismo de S.
clavuligerus e comparar a linhagem selvagem (ATCC 27064) com o mutante (Hol.80)

com auxilio de ferramentas de modelagem matematica e simulacao.
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2 OBJETIVO GERAL

De acordo com o que foi apresentado na introducéo, o presente projeto teve
como objetivo geral contribuir para aprofundar o conhecimento do metabolismo de S.
clavuligerus por meio do estudo de diferengas entre a linhagem selvagem (ATCC
27064) e um mutante (Hol.80), com o auxilio de ferramentas matematicas de

modelagem e simulagao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obter dados in vivo de cultivos submersos para quantificar a distribuicdo dos

fluxos metabdlicos das linhagens;

e Determinar coeficientes de rendimento de cultivos submersos relativos a
consumo de substratos e formacdo de biomassa, biocompostos e
subprodutos;

e Quantificar a distribuicdo de fluxos metabdlicos com auxilio do programa

computacional especifico Optflux (ROCHA et al, 2010).

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Antibidticos

Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, deu.se inicio a uma
nova era da quimioterapia. Em sequéncia, as descobertas de varios antibiéticos
produzidos por micro-organismos erradicaram quase por completo muitas doencas.
Assim, criou-se o conceito de que as doencas infecciosas haviam permanecido em
um passado distante. No entanto, com 0 surgimento de bactérias patogénicas
multirresistentes, estas doencas, tornaram-se novamente um problema de
responsabilidade publica, causando mais de 150 mil mortes anualmente (Zhu et al.,
2014). Para combate o numero cada vez maior de bactérias patogénicas e mais
resistentes aos antibioticos conhecidos, a busca por micro-organismos produtores
de novos antimicrobianos com maior potencial terapéutico, tornou-se necessario
(WIETZ et al, 2010). Micro-organismos filamentosos constituem a principal fonte de
metabolitos secundarios, produzindo cerca de 90% de todos os antibidticos
conhecidos. Apenas o género Streptomyces é responsavel por aproximadamente
dois tercos de todos os biocompostos descobertos (Figura 3.1) (DEMAIN, 2006;
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TORTORA et al., 2010; TIWARI e GUPTA, 2012), sendo a estreptomicina, o primeiro
antibidtico descoberto pelo género, em 1944, por Waksman & Henrici, isolado de S.
griseus (CHATER, 2006).

Figura 3.1: Distribuicdo de grupos de micro-organismos produtores de antibioticos.

Rare actinomycetes
16.00%

Streptomycetes
Other bacteria 45.60%

16.90%

Fungi
21.50%

Fonte: Lazzarini, 2001

Apds o isolamento da estreptomicina e 0 seu grande sucesso, diversos
antibidticos foram descobertos, como: eritromicina (S. erythreus), cloranfenicol (S.
Venezuela), lincomicina (S. lincolnensis), vancomicina (S. orientalis), daptomicina (S.
roseosporus ou S. pristinaspiralis), rifamicina (S. mediterranei), estreptograminas (S.
pristinaespiralis) e platensimicina (S. platensi) (GUIMARAES et al., 2010).

Apesar desta gama imensa de antibidticos sintetizados pelo género
Streptomyces, ainda hoje os antibiéticos beta-lactdmicos, como as penicilinas e
cefalosporinas, sdo os mais utilizados em casos de infeccbes (TORTORA et al.,
2010), devido a sua alta especificidade e toxicidade relativamente baixa
(BRAKHAGE, 1998), movimentando aproximadamente 60% do mercado mundial de
antibidticos (TIWARI e GUPTA, 2012).

3.2 Streptomyces clavuligerus

Streptomyces clavuligerus é uma bactéria filamentosa, gram.positiva
pertencente do grupo dos actinomicetos, que foi descrita primeiramente por Higgens
e Kastner (1971) ao isolarem de uma amostra de solo na América do sul. Seu nome
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vem do latim que significa “tendo pequenas clavas”; radical clavul=pequena clava e
sufixo igerus=tendo. Como os demais actinomicetos, € um micro-organismo aerobio
estrito, mesofilo e com crescimento em ambiente ao redor da neutralidade (pH 6,5 e
8,0). Uma de suas peculiaridades € a incapacidade de crescer em glicose como
Unica fonte de carbono (C), além disso, também néo utiliza outras hexoses (manose,
galactose, frutose), pentoses (xilose, manitol ou sorbitol) e dissacarideos (lactose ou
sacarose). No entanto possui eficiéncia em metabolizar glicerol, amido e maltose.
Este fato intrigante deve.se a deficiéncia do transporte de monossacarideo de
Streptomyces clavuligerus (GARCIA.DOMINGUEZ et al., 1989; PEREZ.REDONDO
et al., 2010). Outra caracteristica marcante € a presenca do ciclo da ureia, incomum
aos procariotos (BUSHELL et al., 2006)

S. clavuligerus possui grande importancia industrial por produzir multiplos
metabdlicos secundarios, dos quais varios ja foram isolados e possuem atividade
terapéutica. Dentre estes podemos destacar o AC, um potente inibidor de beta-
lactamases, enzimas responsaveis pela inativacdo de compostos beta-lactamicos
(LAVARDA et al, 2008; DOMINGUES et al, 2010). Tun uma mistura de homélogos
de nucleosideos que interferem na formacao de glicoproteinas em procariotos e
eucariotos (PRICE e TSVETANOVA, 2007). E Hol um composto da classe da
pirrotinas, com atividades citotdxicas em mamiferos e em células cancerigenas (LI e
WALSH, 2010; LIRAS, 2014).

3.3 Acido Clavulanico

Em busca de solucionar o grande problema causado pela resisténcia
bacteriana a maioria dos antibioticos existentes, em meados de 1960 Beecham
Research Laboratories, iniciou a investigacdo de inibidores de beta-lactamases
(BUGGALEY et al, 1997; OLIVEIRA et al, 2009). Ensaios microbioldégicos com
Klebsiella aerogenes foram desenvolvidos em virtude da sua capacidade produtiva
de beta-lactamases. Uma variedade de filtrado de culturas provenientes de solo foi
aplicada conjuntamente a Benzilpenicilina e, em determinado momento observou-se
a inibicdo da bactéria teste (BUTTERWORTH, 1984; BUGGALEY et al, 1997). Deste
modo foi descoberto AC (Figura 3.2), que apesar de nao possuir significante
atividade antibittica, tem um alto poder de inibicdo de beta-lactamases (BUGGALEY
et al, 1997; OLIVEIRA et al, 2009). Diferente dos demais compostos beta-
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lactamicos, AC foi o primeiro composto natural onde o anel beta-lactdmico néo
possui ligacdo com enxofre e capaz de inibir a maioria das classes de beta-
lactamases (BUTTERWORTH, 1984; BUGGALEY et al, 1997).

AC atua em sinergismo com penicilinas e cefalosporinas, bloqueando o sitio
ativo das enzimas beta-lactamases, impedindo a degradacéo do anel beta-lactamico
do antibidtico e protegendo a sua bioatividade. Um exemplo muito importante e
conhecido desta juncdo é o Clavulin®, que € a associacdo do clavulanato de
potassio e amoxicilina, bastante utilizado no tratamento de infec¢cdes resistentes
(LAVARDA et al, 2008; DOMINGUES et al, 2010; TORTORA et al, 2010).

Glicerol e arginina sdo precursores diretos da molécula de AC, sua
biossintese é favorecida pela adicdo de ornitina e/ou glicerol no meio de cultura
(SAUDAGAR et al, 2008; DOMINGUES et al, 2010; TEODORO et al, 2010).

Figura 3.2: Estrutura quimica do &cido clavulanico.

3.4 Cefamicina C

CefC (acido7-(5-amino-5-carboxivalerilamino)-3-carbamoiloximetil-7-methoxi-
3-cefem-4-carboxilico) (Figura 3.3), € um antibiotico beta-lactamico pertencente a
classe das cefaloporinas, sendo a primeira cefamicina a ser isolada. Geralmente é
produzida por Nocardia lactamdurans (STAPLEY et al, 1972) e S. clavuligerus
(NAGAJARIAN et al, 1971). Sua estrutura quimica semelhante a cefalosporina C, a
gual é produzida somente por fungos filamentosos (ARAUJO et al, 1999; CRUZ et
al, 2004), diferindo apenas pela presenca de um grupo metoxi na posi¢cdo 7 alfa do
seu anel biciclico, o que Ihe confere uma maior resisténcia as beta-lactamases
(OMSTEAD et al., 1985; BUSSARI et al, 2009). No entanto, sua eficiéncia restringe-
se a bactérias gram-positivas, deste modo varias modificacbes quimicas em sua

cadeia lateral tém sido investigadas para aumentar sua a¢ao contra gram.negativas.
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Um exemplo importante € a Cefoxitina (Figura 3.4), onde foi substituido o radical
alfa-aminoadipil por um radical tienilacetil, um farmaco com acdo contra bactérias

gram-negativas, gram-positivas e anaerébias (OMSTEAD et al., 1985).

Figura 3.3: Estrutura quimica da cefamicina C
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Figura 3.4: Estrutura quimica do antibiético semi.sintético Cefoxitina
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A biossintese de CefC (Figura 3.5) inicia.se com a formacdo do raro
aminoacido acido a-aminoadipico (AAA), a partir da desaminacdo da lisina,
catalisada pela enzima Lisina aminotransferase (LAT). Em procariotos, AAA é um
dos produtos do metabolismo de lisina e, segundo relatos da literatura, a adicao de
lisina em meios de cultura de S. clavuligerus induz o aumento da producgao de CefC
(LIRAS e MARTIN, 2006; ANTONIO et al, 2012). A segunda reacdo € catalisada
pela enzima ACV sintetase, consistindo na condensacdo nao ribossomal dos
aminoacidos acido a.aminoadipico, cisteina e valina para a formacao do tripeptideo
L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV), precursor dos antibioticos beta-lactamicos
em bactérias ou fungos filamentosos. Depois, a enzima isopenicilina N sintetase
realiza uma ciclizagdo oxidativa do peptideo formando a Isopenicilina N, que é
isomerizada pela enzima Isopencilina N epimerase que promovendo a mudanca
conformacional da forma L para D da cadeia lateral aminoadipil, tornando-se a
penicilina N. A enzima deacetoxycephalosporin C sintetase promove a expansao
anel tiazolidinico da penilicina N que é transformada em deacetoxycephalosporin.C,
gue por sua vez € hidrolisada a orto-carbamoil-deacetylcephalosporin C. Por fim
acontece a acetilacdo de orto-carbamoil-deacetylcephalosporin C a cefalosporina C,

e a metilagdo da posicao 7 alfa que diferencia a cefamicina C das demais
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cefamicinas (MALMBERG et al., 1993; MARTIN, 1998; LIRAS, 1999; ALEXANDER
et al., 2000).

Figura 3.5: Rota biossintética em S. clavuligerus de cefamicina C.
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3.5 Holomicina

Este composto foi descoberto em Streptomyces griseus (ETTLINGER et al.

1959) e, posteriormente observado, em Streptomyces sp. P6621 e mutantes de
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Streptomyces clavuligerus (OKAMURA et al., 1977; KENIG e READING 1979). Hoje
sabe-se que algumas bactérias gram-negativas como Photobacterium halotolerans
S2753 (WIETZ et al.,, 2010) e Yersinia ruckeri (QIN et al., 2013) também séo
produtoras de Hol (Figura 3.6).

Hol € um antibidtico da classe da pirrotinas (ditiolopirrolona), conhecido por
inibir a sintese de RNA polimerase em bactéria que adquiriram resisténcia a
rifamicina, e por apresentar propriedades citotoxicas em células de mamiferos (LI e
WALSH, 2010; LIRAS, 2014). A linhagem selvagem de S. clavuligerus produz
concentragdes insignificantes deste composto, no entanto mutantes com danos
genéticos na rota de biossintese de AC, geralmente s&do considerados
superprodutores de Hol (FUENTE et al, 2002; LORENZANA et al., 2004;
ROBLES.REGLERO, et al.,, 2013; LIRAS, 2014). Geralmente cepas produtoras de
antibiotico possuem genes de resisténcia ao antibiético produzido (CUNDLIFFE e
DEMAIN 2010).

Figura 3.6: Estrutura quimica holomicina.
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Apesar de ser um biocomposto descoberto a mais de 50 anos, pouco se sabe

H

sobre sua rota biossintética, apenas recentemente, o agrupamento de genes
responsaveis pela sua biossintese foi identificado e uma rota biossintética foi
proposta (LI e WALSH, 2010; LIRAS, 2014). Uma coenzima acetil (acetil-CoA) e
duas cisteinas sdo condensadas a um dipeptideo intermediario (L-Cis-L-Cis) que é
descarboxilado pela enzima HImF descarboxilase e reduzido pela HImD
oxidoredutase, finalizando a sintese com a acetilagdo de holotina a Hol (Figura 3.7)
(LI e WALSH, 2010; LIRAS, 2014).
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Figura 3.7: Rota biossintética de holomicina, proposta por meio de bioinformatica: Cy,
A e T indicam respectivamente os dominios de ciclizacdo, adenilacao e tiolatacdo da
enzima peptideo sintetase ndo ribossomal, responsavel pelos passos iniciais da rota
biossintética.
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Fonte: Adaptado de Li e Walsh, 2010.

3.6 Modelagem Matematica

A modelagem matemética € uma ferramenta muito poderosa na Fisica,
Quimica e Engenharia, permitindo a interpretacdo e previsdo dos fendmenos
naturais (GOMBERT e NIELSEN, 2000). E a arte de descrever os elementos
essenciais de um sistema em termos matematicos (GIERSCH, 2000). E uma forma
representativa do modelo fenomenologico verdadeiro. Portanto, é possivel
estabelecer diferentes modelos matematicos para um mesmo fendmeno,
dependendo dos objetivos e dados disponiveis (GOMBERT e NIELSEN, 2000).

Desde a década de 1970 esta ferramenta vem sendo aprimorada, no sentido
de prever o comportamento microbiano com mais detalhadamente e, assim, propor
estratégias adequadas de otimizacdo do processo de producdo de um biocomposto
de interesse (STEPHANOPOULOS, 1999). Neste contexto, 0s modelos
matematicos desempenham um papel crucial em testes de hipéteses, servindo como
guia para identificar gargalos que afetam a biossintese de um composto de interesse
e propor mudancas direcionadas no processo. Dentre os modelos matematicos
disponiveis temos 0s modelos estequiométricos e 0s modelos cinéticos que
conseguem descrever o metabolismo celular (GOMBERT e NIELSEN, 2000).
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Modelos estequiométricos sdo extremamente poderosos, mas sdo limitados
devido a falta de informa¢des na formulacdo do modelo (GOMBERT e NIELSEN,
2000). Apesar das limitagdes uma andlise que tem se mostrado adequada é a
distribuicdo de fluxos metabdlicos, uma metodologia baseada em modelos
estequiométricos. Além de serem aplicados a investigagdo do comportamento
celular em diferentes condi¢cdes ambientais, estes modelos também possuem
finalidade de prever a relacdo gendtipo-fenétipo, preenchendo lacunas existentes
entre informacgdes funcionais e de sequéncia de DNA (STEPHANOPOULOS, 1999;
GOMBERT e NIELSEN, 2000). Esta metodologia pode ser agrupada em trés classes
conforme os objetivos das andlises, Analise de Fluxos Metabdlicos (AFM), Anélises
de Equilibrio de Fluxos (AEF) e Analise das Vias Metabdlicas (AVM).

AFM possibilita analises mais rigorosas, sendo capaz de restringir 0 espaco
solugcdo em apenas uma resposta. No entanto, esta categoria de distribuicdo de
fluxos exige informacdes detalhadas do sistema biolégico a ser estudado,
acarretando uma coleta de dados experimentais extensiva. A AVM explora de
maneira ampla as redes metabdlicas, gerando numero elevado de resposta, 0 que
por sua vez dificulta a interpretacdo dos dados. JA AEF permite estudos do
metabolismo utilizando-se de uma funcdo objetivo, sujeita a restricbes que
possibilitam obter dados de maximizacdo ou minimizacdo de uma variavel de
interesse.

Também é possivel descrever a dindmica de processos combinando cinética
com a estequiometria conhecida de vias metabodlicas. Deste modo modelos
matematicos sdo grandes aliados para investigar sistemas biologicos de forma
global com maior rigor e detalhamento.

A Figura 3.8 ilustra estratégias recentes de modelagem de sistemas
bioldgicos e seus critérios de analise (STELLING, 2004). Estas ferramentas sao
utilizadas para aprofundar o conhecimento do metabolismo celular, detectar gargalos
gue afetam a sintese de biocompostos de interesse para possibilitar, assim, a
proposicdo de estratégias, auxiliadas por ferramentas da Biologia Molecular, para
aumentar os rendimentos dos compostos (STEPHANOPOULOS, 1999).
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Figura 3.8: Modelagem matematica do metabolismo celular a partir de
representacées de redes metabdlicas construidas com base em (a) interacdes
individuais; (b) restricdes, incluindo a topologia da rede, estequiometria e
reversibilidades das reacfes ou (c) mecanismos detalhados de reacdes. Resultados
tipicos obtidos com as analises esquematizados abaixo de cada estratégia: (a) "NoOs"
(circulos vermelhos) de interacdo da rede metabdlica; (b) "Cone" de distribuicdo dos
fluxos possiveis em uma rede construida a partir de rotas metabdlicas; (c) Dinamica
da concentracdo dos componentes celulares. (Adaptado de STELLING, 2004)

{a) Baseado em interagoes (b} Baseade em restrigies {c}) Baseado em mecanismos
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Estudos de fluxos metabdlicos em S. clavuligerus foram realizados por
Bushell e colaboradores (2006), para investigar a biossintese de AC. Propuseram
um esquema com 0s principais fluxos de C e observaram que certos aminoacidos
favoreciam a producédo do bioativo quando adicionados ao meio de cultivo. Van
Guilik et al. (2000) analisou a producéo de penicilina G por Penicillium chrysogenum
utiizando AFM e constataram que a baixa disponibilidade de NADPH afeta a
producdo do antibidtico. Ja Schilling et al. (1999), construiram um modelo
estequiométrico descrevendo todas as reacdes conhecidas de Escherichia coli e

investigaram os fenotipos de diferentes mutantes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Micro-organismos

Para o presente trabalho foi utilizado a linhagem ATCC 27064 de S.
clavuligerus, proveniente da American Type Culture Collection produtor de AC
(BUTTERWORTH, 1984), o mutante Hol.80 e Escherichia coli ESS 2235 bactéria,
sensivel a antibiéticos beta-lactamicos, gentiimente cedida pela Dra. Paloma Liras,
da Faculdade de Biologia da Universidade de Leon, Espanha (LIRAS; MARTIN;
2005).

Os micro-organismos foram estocados de duas formas: suspensdo de
esporos, em solucédo crioprotetora (glicerol 20% v/v), a temperatura de —80°C e em
forma de células vegetativas liofilizadas, armazenadas em ampolas a temperatura

ambiente.

4.1.2 Meios de Cultura

4.1.2.1 Meio sdlido de cultivo de bactéria.teste
Para o cultivo de E. coli ESS 2235 foi utilizado o meio agar nutriente, indicado
pela ATCC (American Type Culture Collection), descrito na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Composi¢cdo do meio agar nutriente .

Componentes Concentracdo (g. L™)
Peptona 5,0
Extrato de Carne 3,0
Agar bacteriolégico 15,0
pH 6,8+0,1
Agua destilada em g.s.p 1000 mL

4.1.2.2 Meio de esporulacéo de S. clavuligerus
Foi utilizado o meio descrito por Sanchez e Brafia (1996) para obtencédo de

esporos do micro-organismo (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2: Meio de esporulacao S. clavuligerus (Sanchez e Brafa; 1996).

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

pH 7,0+ 0,1

4.1.2.3 Meio de reativacdo ou germinacdo de micélios e de esporos

Para a germinacao dos esporos de S. clavuligerus foi utilizado o mesmo meio
formulado em trabalhos anteriores para este micro-organismo, indicado pela ATCC
(meio ISP1), adicionado de extrato de malte (KIESER et al., 2000) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Composi¢ao meio de reativacdo (MR) ou meio de germinacédo (MG)

Componentes Concentracdo (g.L ™Y
Triptona 50
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 10,0
MOPS 21,0
pH 6,8 +0,1

4.1.2.4 Meio de preparo de in6culo

A composicdo do meio sintético de preparo de inGculo propostas no presente projeto
esta apresentada na Tabela 4.4, juntamente com as composi¢cdes dos meios complexos
formulados anteriormente em nossos laboratérios (ANTONIO et al., 2012; BELLAO et al.,
2013; LEITE et al., 2013).

Para a formulacdo dos meios quimicamente definidos (Tabelas 4.4 e 4.5), as
fontes complexas de nitrogénio dos meios complexos foram substituidas por
aminoacidos (lisina e glutamato) para minimizar interferentes nos processos de
analises. Acrescentaram—se elementos tracos ao meio para suprir a auséncia de

minerais. Os demais componentes foram mantidos, nas mesmas concentracoes.



33

Tabela 4.4: Composicdo dos meios de preparo de inéculo.

Componentes Concentracdo (g. L™ SINTETICO COMPLEXO
Maltose 10,0 X X
Lisina 4.0 X
Glutamato de Na 55 X
Extrato de Levedura 1,0 X X
Proflo® bruto 8,5 X
Proflo® filtrado 8,5 X
KoHPO, 0,8 X X
MgS0,4.7H,0 0,75 X X
MOPS 21,0 X X
pH7,2+0,1
Solucao de sais® 10,0 mL X X
Elementos tracos® 1,0 mL X

(a) solucao de sais (g.L™): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO47H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M0o0,(0,15)

4.1.2.5 Meio para producao de biativos por S. calavuligerus

A composicado do meio de producdo sintético esta apresentada abaixo (Tabela 4.5),
juntamente com a composicdo do meio complexo utilizado em trabalhos anteriores que
tinham como objetivo a producdo de CefC (ANTONIO et al., 2012; BELLAO et al., 2013;
LEITE et al., 2013).
Tabela 4.5: Composi¢cdo do meio de producao.

Componente Concentracéo (g.L™) SINTETICO COMPLEXO
Maltose 10,0 X X
Lisina* 18,3 X X

Extrato de Levedura 0,5 X

Proflo® filtrado 8,5 X
KoHPO, 1,75 X X

MgSQO,4.7H,0 0,75 X X
CacCl, 0,2 X X

NacCl 2,0 X X
MOPS 21,0 X X
pH7,2+0,1
Solucéo de sais® 5,0 mL X X
Elementos tracos® 1,0 mL X

(a) solugo de sais (g.L™"): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO,-7H,0 (1,0), ZnSO47H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M0oO4(0,15)
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A partir dos meios formulados anteriormente em nossos laboratérios, foram
propostos dois meios contendo lisina e glutamato como fontes de nitrogénio (Tabela
4.6e4.7).

Tabela 4.6: Meio de producdo A

Componentes Concentracdo (g.L™)

MOPS 21,0
Maltose 10,0
Lisina 18,3
KoHPO, 1,75
MgS0O,4.7H,0 0,75
CaC|2 0,2
NaCl 2,0

Solucéo de sais® 5,0 mL

Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solugéo de sais (g9.L'h: MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO,-7H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M0o0,(0,15)

Tabela 4.7: Meio de producéo B

Componentes Concentracéo (g.L™)

MOPS 21,0
Maltose 10,0
Lisina 9,2
Glutamato 9,4
KoHPO, 1,75
CaC|2 0,2
NacCl 2,0

Solucéo de sais® 5,0 mL

Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solucao de sais (g.L™): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO47H,0 (1,0), ZnS0O,-7H,0 (1,0)
(b) solugéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M00,(0,15)

4.1.2.6 Meio de alimentacao de cultivo continuo
A composi¢cdo do meio suplementar do cultivo continuo foi a mesma do meio
de producdo, modificado pelas concentracbes de maltose e lisina conforme

apresentado na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8: Componentes do meio de alimentacdo de cultivo continuo.

Componentes Concentracéo (g.L™)

Maltose 43,0
Lisina 11,0
KoHPO,4 1,75
MgS0O,.7H,0 0,75
CaC|2 0,2
NaCl 2,0

Solucao de sais® 5,0 mL

Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solugéo de sais (g9.L'h: MnCl,-4H,0 (1,0), FeS0,-7H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solugéo de elementos tracos (g.L™): CuS0O,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M00,(0,15)

4.1.2.7 Meios contendo uma unica fonte de C

Foram propostos meios de cultura compostos por uma Unica fonte de C para
estimar os parametros cinéticos e estequiométricos de crescimento de S.
clavuligerus (Tabela 4.9, 4.10 e 4.11).

Tabela 4.9: Meio para crescimento de S. clavuligerus, apenas com lisina como fonte
de CeN.

Componentes Concentracéo (g.L™)
MOPS 21,0
Lisina 15,0
KoHPO, 1,75
CaC|2 0,2
NaCl 2
pH7,2+0,1
Solucao de sais® 5,0 mL
Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solucdo de sais (g.L™"): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO,7H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M00,(0,15)
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Tabela 4.10: Meio para crescimento de S. clavuligerus, apenas com glutamato como
fonte de C e N.

Componentes Concentracdo (g.L™)
MOPS 21,0
Glutamato 13,17
K;:HPO4 1,75
MgS0Q,.7H,0 0,75
CaC|2 0,2
NaCl 2,0
pH 6,8 +0,1
Solucéo de sais® 5,0 mL
Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solucao de sais (g.L™): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO47H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M0o0,(0,15)

Tabela 4.11: Meio para crescimento de S. clavuligerus, com maltose e NH4Cl como
fonte de C e N.

Componentes Concentracdo (g.L™)
MOPS 21,0
Maltose 10,0
NH,CI 6,0
KoHPO,4 1,75
CaC|2 0,2
NaCl 2,0
pH 7,2+0,1
Solucao de sais® 5,0 mL
Elementos tracos® 1,0 mL

(a) solucao de sais (g.L™): MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO47H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0)
(b) solucéo de elementos tracos (g.L™): CuSO,-5H,0 (0,49), CoCl, (0,28), Na,M0o0O,(0,15)

4.2 CondicOes gerais do processo fermentativo

Foram realizados cultivos submersos com a linhagem selvagem (ATCC
27064) e com a linhagem mutante (Hol.80) em regime de batelada (duracdo de até
72 horas) e cultivo continuo (120 horas). Cultivos em mesa incubadora rotatoria
foram realizados em frascos agitados com temperatura controlada em 28°C e
frequéncia de rotacao de 260 rpm. O experimento foi desenvolvido em frascos tipo
Erlenmeyer com volume util de 500 mL, utilizando-se 45 mL de meio, para evitar
problemas com relacéo a transferéncia de O, e amostras foram coletadas a cada 24

horas (ca. 6 mL).
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Ja em biorreator, a temperatura foi controlada em 28°C, o pH em 6,8 (pela
adicdo de HCI 2 mol.L™* e NaOH 1 mol.L™) e o O, dissolvido em 50% com relacdo a
saturacdo mantido por uma vazdo de ar ajustada em 1 vvm e pela variacdo
automatica da velocidade de agitacdo. O volume reacional foi constante (ca. 1,54 L),
e volume de amostragem foi de 10 mL.

Inicialmente os micro-organismos foram transferidos para o meio de
reativacao descrito na Tabela 4.3, por um periodo de 22 horas. ApoOs esta etapa de
reativacdo, as bactérias foram transferidas para o meio de preparo de indculo
(Tabela 5.4), onde permaneceram por mais 22 horas. Depois deste periodo 10% do
volume do meio de producdo (Tabela 4.5) foi inoculado como representado na

Figura 4.1.

Figura 4.1: Esquemas das etapas de cultivo de S. clavuligerus.
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4.2.1 Alimentagé&o dos cultivos

No cultivo continuo iniciou a alimentacdo no periodo de 44 horas, conforme
resultados de analise de acgUcares. Apds este periodo iniciou-se a etapa continua
com alimentacdo de meio a 17 mL.h™* (D = 0,011 h™") e retirada de amostra a cada
trés horas, ou seja a cada intervalo estabelecido retirava.se uma aliquota de caldo
de cultivo e adicionava.se meio fresco. A composicdo de meio de alimentacéo

encontra-se na Tabela 4.8.
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4.3 Métodos analiticos

4.3.1 Coleta de amostras, armazenagem do sobrenadante e determinacéo de

biomassa.

Apés a coleta de amostra, o caldo cultivo foi centrifugado por 10 minutos, a
15500 x g a 4°C. O sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer (-80°C) para as
analises de consumo das fontes de C e N, quantificacdo de CepC totais, AC, Hol e
proteinas totais secretadas. O decantado contendo a massa celular foi lavado duas
vezes com agua destilada para a remocao de impurezas, a massa celular resultante
foi seca em estufa a 105°C, por 18 a 24 horas, em recipiente adequado e
previamente pesado. Passado este periodo, o recipiente contendo a biomassa seca
seguiu para um dessecador e, apds atingir a temperatura ambiente, foi pesado,

sendo sua concentrac&o expressa em g.L™.

4.3.2 Quantificacédo de CefC

4.3.2.1 Construcéo da curva de calibracéo

O antibiotico CefC foi quantificado por bioensaio de difusdo em &gar de
acordo com o método descrito por LIRAS e MARTIN (2005). Em virtude da
indisponibilidade do padrdo de CefC, a dosagem deste composto foi realizada
utilizando como padréo CepC, devido & semelhanca de halos de inibicdo produzidos
por estes dois bioativos. Desta forma, o antibiotico produzido foi quantificado de
forma indireta e expresso em termos de concentracdo de Cefalosporinas totais
(CepC totais, em mg.L™). Para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos por
meio de bioensaio construiu-se uma curva de calibracdo. Foram utilizados
cefalosporina C como antibiotico padrdo e E. coli ESS 2235 (super sensivel a
antibidticos B.lactamicos) como micro-organismo.teste (LIRAS e MARTIN, 2005)

Oito concentracées de cefalosporina C (10, 20, 30, 40, 50, 70, 80 e 90 mg.L™)
com dezesseis replicatas para cada concentragao foram utilizadas para construir a
curva de calibracdo e para quantificacdo do antibidtico, que correlacionavam o
diametro do halo de inibicdo com o log da concentragéo de antibioticos.

O bom ajuste da curva (Figura 4.2) obtida, evidenciado pelo seu coeficiente
de determinacdo (r* = 0,99) aliado ao numero de concentracdes testadas,
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proporcionou confiabilidade a curva validando seu uso para quantificar o antibiotico
produzido por S. clavuligerus.

Figura 4.2: Curva de calibracdo para a quantificacdo de CepC totais por bioensaio.
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4.3.2.2 Preparo das placas para o bioensaio

Uma suspensdo bacteriana foi preparada com solugdo salina 0,9
massa/volume, com absorbéancia igual a 1,000 em leitura a 600 nm. A cada 100 mL
de &gar nutriente foram adicionado 1 mL desta suspenséao e, ap6s a adicdo, o meio
foi vertido em placas de Petri. Com o agar sélido, este foi perfurado formando pocos
com 5 mm de didmetro.

4.3.2.3 Preparo das amostras

Para o preparo das amostras, ainda, adicionou-se uma proporgao de 20 uL de
enzima BD Difco ™ Penase® por mL de amostra, com reacdo durante 20 minutos,
para eliminar penicilina N que possivelmente existisse na amostra e pudesse
interferir nos resultados de bioensaio. A solugdo enzimética foi adicionada as
amostras diluidas para que fosse minimizado o efeito de inibicdo de AC sobre a

enzima.

4.3.2.4 Aplicacéo das amostras, incubacéao e leitura de halos

Foram adicionados 20 pL das solugbes preparadas de amostras e de padrao
de antibiotico em cada poco perfurado. Apés a aplicacao as placas foram incubadas
a 30°C, durante 18 horas, entdo, os diametros dos halos de inibicdo foram medidos

e a concentracdo de CefC totais foi calculada por meio de curva de calibracéo.
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4.3.3 Quantificacdo de AC

AC foi quantificado por meio do método espectrofotométrico proposto por Bird
et al. (1982). As a amostras foram previamente derivatizadas com imidazol (60 g.L™)
por 12 minutos 30°C e apoOs a reacdo, as solucdes foram resfriadas em banho
termostatizado a 20°C. O produto da reacédo (1-(4-aza-8-hydroxy-6-oxo) oct-2-em-1-
oylimidazol) foi determinado por meio de leitura em espectrofotdmetro a 312 nm.
Com o auxilio de uma curva de calibracdo foi determinada a concentracdo de AC em

mg.L™.
4.3.4 Quantificacéo de Hol

4.3.4.1 Extracéao e purificacdo de Hol presente no caldo de cultivo

Hol produzida por Hol.80 foi purificada partindo-se de 2 L de meio de cultivo.
Um indicativo da producao deste biocomposto € a coloracdo amarelo.ouro do caldo
de cultivo ao longo do processo.

Para separar Hol do meio de cultura realizou-se uma extracao liquido-liquido
com butanol (KENIG e READING, 1979). O biocomposto contido na fracao
butandlica foi, entdo, analisado em HPLC acoplado a um detector UV (SPD.20A
Shimadzu), utilizando-se uma coluna C18 (300 x 4.9 mm, com tamanho de particula
10 pm), com leitura a 360 nm Os picos foram coletados com tempo de retencédo de 4
minutos e fase mével metanol: 4gua.

A mistura em metanol e dgua foi evaporada em rotaevaporador, sendo que a
fracdo solida ja seca foi solubilizada somente em agua e depois liofilizada. Depois a
amostra foi ressuspensa em acetato de etila gerando duas fracées, uma soluvel e
outra insoluvel. Ambas as fracdes foram submetidas a espectrometria de massa
(Bruker Amazon SL).

4.3.4.2 Curva de calibracéao de Hol

Com Hol purificada foi necessario construir uma curva de calibragdo para
permitir a quantificacdo deste biocomposto por HPLC.

A curva foi construida com sete concentra¢des (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70
mg.L™?) e injecdes realizadas em duplicata. O nimero de concentracdes testadas

juntamente com o coeficiente de determinacdo do ajuste (r* = 0,99) proporcionou
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confiabilidade a curva de calibracdo, validando seu uso para quantificar do
biocomposto (Figura 4.3).

Figura 4.3: Curva de calibracdo de holomicina obtida por HPLC.
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4.3.5 Anélise de Maltose

A analise de maltose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, Shimadzu LC.20AT), utilizando-se um detector de indice de refracdo
(Modelo RID.10A/ Shimadzu). O método foi isocratico, tendo como fase mével 100%
de agua, utilizando-se uma coluna Shim.Pack SCR.101P (7,9 mm x 30 cm), forno a

80°C e fluxo de 0,8 mL.min™. O tempo de retencdo médio foi de 11,8 minutos.

4.3.6 Analise de Lisina

A lisina foi analisada em HPLC acoplado a detector de indice de refragéo,
utilizando-se uma coluna Shim.Pack AnimoNa, a 60°C. A programacdo da fase
moével consistiu de: borato de sédio 0,05 mol.L™ (solvente A), NaOH 0,1 mol.L™
(solvente B), com fluxo constante de 0,6 mL.min™. Foi utilizada a seguinte condicdo
de eluicdo para a quantificagdo do aminoacido: 0 - 25 min 100% A, 25 — 30 min
100% B, 30 — 35 min 100% B, 35 — 40 min 0—-100% A e 40 — 55 min 100% A. Neste

método, o tempo de retencado para a lisina gira em torno de 20,3 minutos.

4.3.7 Andlise de Glutamato
O consumo de glutamato foi determinado por um método adaptado em
nossos laboratérios. Utilizou-se HPLC acoplado a detector de indice de refracéo,

uma coluna Shim.Pack AnimoNa, a 60°C. A programacdo da fase mével consistiu
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de: citrato de sédio 0,07 mol.L™ (solvente A), NaOH 0,1 mol.L™ (solvente B), com
fluxo constante de 0,6 mL.min™. Foi utilizada a seguinte condicéo de eluicéo para a
guantificacdo do aminoacido: 0 - 10 min 100% A, 10 — 15 min 100% B, 15 — 25 min
100% B, 25 — 30 min 0—-100% A e 30 — 50 min 100% A. O tempo de retencéo neste

método gira em torno de 7,5 minutos.

4.3.8 Analise de proteinas extracelulares

Para a dosagem de proteina extracelular das amostras, padronizou-se o
método de Lowry et al. (1951) modificado por Hartree (1972). Utilizou-se como
padrédo soroalbumina bovina em cinco concentracdes (0,1 a 0,5 mg.L™), em triplicata
para construcdo de uma curva de calibracdo. As proteinas totais lidas neste método
foram expressas sob a terminologia Proteina externa, tendo como unidade g.L™.

A Figura 4.4 mostra a curva de calibracdo para quantificacdo de proteinas
extracelulares. A regressao linear resultou em um coeficiente de determinagéo de r?
= 0,99, conferindo a curva de calibracdo confiabilidade para uso na determinacéo da

concentracao de proteina extracelular das amostras.

Figura 4.4: Curva de calibragdo para quantificacdo de proteina extracelulares.

06 -
—05 4
_El ' y = 0,4829x - 0,0748
ﬁa{]x-l . R2=0,9951
Eo03 -
o
£ 02 4
=
201 -
o
D T T T T T T 1
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400
Absorbancia

4.3.9 Anélise de CO,

A analise de CO, na saida de gases do biorreator foi realizada com
Analisador de gases (O, e CO;) modelo BluelnOne da BlueSens. A concentracao de
CO, emitido foi medido em % de CO,, e o acimulo do gas (em mmol CO,.gcél*.h™)
no biorreator durante o intervalo de tempo escolhido para a simulacdo foi

determinado utilizando-se a equacao de géas ideal (P-V=n-R-T).
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4.3.10 Simulacéo de parametros cinéticos

As Equacdes Diferenciais Ordinarias (EDOs) dos modelos foram integradas
utilizando-se o software livre Scilab (versdo 5.4.1) e os parametros cinéticos e
estequiométricos foram estimados utilizando-se o algoritmo de Marquardt de regressao
nao linear (MARQUARDT, 1963), a 95% de grau de confiangca, implementado em

linguagem Fortran.

4.3.11 Simulacédo dos modelos metabdlicos
Utilizou-se o programa computacional especifico Optflux, versdo 3, disponivel
em: www.optflux.org. Para simulacdo dos dados a técnica AEF foi escolhida,

estabelecendo como fungao objetivo a maximizacdo de energia.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracao e Purificacao de Hol

Apoés o processo de purificacdo, a fracdo soluvel foi submetida a injetada no
espectro de massa, onde foi obtido apenas um pico (Figura 5.1), com massa
molecular correspondente a 236,9, indicando que junto a holomicina (massa
molecular = 214) haveria um atomo de sodio (massa molecular = 22,99). Este

resultado demonstrou a eficiéncia do método de purificacdo desenvolvido e utilizado.

Figura 5.1: Espectro de massa de holomicina purificada a partir do cultivo de Hol 80.
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5.2 Padronizacdo de meio de cultura e condi¢cdes de cultivos

A producdo de um determinado metabdlito secundario por um micro-
organismo depende de inumeros fatores, dentre os quais a composi¢do apropriada
de um meio de cultura € um dos mais importantes. Desde o inicio dos estudos com
S. clavuligerus por nosso Grupo de Pesquisa, ja foram investigados meios
complexos direcionados para a producdo de AC e/ou CefC (DOMINGUES et al.,
2010; ANTONIO et al., 2012; BELLAO et al., 2013). O meio complexo para a
producdo de CefC serviu como base para a proposicdo de um meio totalmente
sintético a ser utilizado no presente projeto. Meios sintéticos permitem analises mais
precisas porque, sendo quimicamente definidos, seus componentes estao livres das
variacfes que normalmente ocorrem em meios complexos que contém certas fontes
complexas de nitrogénio, como farinha de soja ou agua de maceracdo de milho
devido, sujeitas a sazonalidade. Por isto, o uso de meios sintéticos neste trabalho
permitiu obter dados adequados de concentracbes dos componentes durante os
cultivos para a determinacédo de rendimentos estequiométricos que serao utilizados
no estudo de distribuicao de fluxos.

A seguir, sdo apresentados resultados de concentragao celular, consumo das
principais fontes de carbono e energia (maltose) e de nitrogénio (lisina e/ou
glutamato), e de formacdo de compostos bioativos (AC, CefC e Hol) obtidos em

cultivos realizados em frascos agitados.

5.2.1 Cultivos em frascos agitados em meios sintéticos para a producéo de
bioativos
Foram realizados cultivos submersos em frascos agitados visando monitorar a
formacdo de biomassa, consumo de substratos e os bioativos produzidos pela

linhagem selvagem (ATCC 27064) e pela linhagem mutante (Hol.80).

5.2.1.1 Cultivo em meio sintético contendo lisina como fonte de nitrogénio
O efeito positivo da lisina no meio para producdo de antibidticos B —
lactamicos em S. clavuligerus tem sido amplamente divulgado na literatura (DEMAIN
e VAISHNAYV, 2006). A seguir estdo apresentados os dados de cultivo do micro-
organismo em meio contendo este aminoacido como fonte de nitrogénio.
Pela Figura 5.2 pode-se observar que o crescimento celular foi semelhante no

periodo de 48 horas nas duas linhagens, atingindo em torno de 7 g.L™ de células.
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Em 72 horas a massa celular do ATCC apresentou-se entre 6,5 e 7 g.L™!, enquanto a
biomassa de Hol.80 caiu para 5,5 g.L™ evidenciando a morte celular do micro-
organismo. A queda no crescimento celular coincide com a exaustdo da maltose em
48 horas utilizada como fonte de carbono em ambas as linhagens como observado
na Figura 5.3.

Ja a fonte de nitrogénio lisina foi consumida lentamente pelas duas linhagens
utilizadas, terminando o cultivo com uma concentracdo residual de 7 g.L™ (Figura
5.4).

Figura 5.2: Biomassa obtida durante o processo fermentativo com meio sintético com
apenas lisina como fonte de nitrogénio de ATCC 27064 e Hol 80 em frascos agitados.
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Figura 5.3: Consumo de maltose durante o processo fermentativo de ATCC 27064 e Hol 80
em frascos agitados.
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Figura 5.4: Consumo de lisina durante o processo fermentativo de ATCC 27064 e Hol 80
em frascos agitados.
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Nas Figuras 5.5, 5.6 e 5.7 (AC, CefC e Hol) estdo apresentados os perfis de
producao por Hol.80 e ATCC. Pelos dados apresentados na Figura 5.5 pode-se
observar que Hol.80 produziu baixas concentracbes de AC, aproximadamente 20
mg.L?, enquanto o ATCC produziu seis vezes mais(cerca de 126 mg.L™). Logo,
concluiu-se que a linhagem mutante obtida em nossos laboratérios ndo é um
expressivo produtor de AC comparada a linhagem selvagem. Esta baixa producéo é
normalmente caracteristica de linhagens melhores produtoras de Hol, que
apresentam bloqueios na segunda metade da rota biossintética de AC
(p6s.formacéo de &cido clavaminico) (FUENTE et al., 2002; LIRAS e MARTIN, 2006;
LI e WALSH, 2010).

Figura 5.5: Producdo de AC por S. clavuligerus selvagem ATCC 27064 e mutante Hol 80,

obtidos em 48 e 72 horas de processo em frascos agitados.
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Para auxiliar na determinacdo das concentragfes do antibiotico dos cultivos
em frascos agitados realizados com a linhagem selvagem (ATCC 27064) e com a
linhagem mutante (Hol.80) utilizou-se uma curva de calibragdo. A linhagem mutante

produziu aproximadamente 125 mg.L" de CepC totais em 48 horas de cultivo,
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enquanto o ATCC produziu cerca de 120 mg.L™ no mesmo periodo (Figura 5.6). No
periodo de 72 horas Hol.80 apresentou uma pequena queda na producdo enquanto
ATCC manteve a producdo de 120 mg.L™". Com estes resultados, pode-se concluir

gue a producéo de CepC totais foi da mesma ordem de grandeza entre as estirpes.

Figura 5.6: Producéo de CefC por Hol 80 e ATCC 27064 no periodo de 48 e 72 horas de

processo em frascos agitados.
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A producdo de Hol foi monitorada entre as duas linhagens. Os micro-
organismos foram cultivados por 72 horas, com amostras retiradas a cada 24 horas.

Como apresentado na Figura 5.7 o mutante destacou-se na producdo de Hol
produzindo aproximadamente 27 mg.L™, enquanto a linhagem selvagem produziu
trés vezes menos (ca. 8 mg.L™?). Estes resultados sdo indicativos de que a linhagem
Hol.80 deve ter em seu genoma danos relacionados a biossintese de AC.

Também, é perceptivel que o apice da producdo aconteceu em 24 horas, ja
gue apos este periodo a producédo foi um pouco menor e se manteve constante até o

fim do processo.

Figura 5.7: Producdo de holomicina por ATCC 27064 e Hol 80 durante o processo

fermentativo.
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Fang et al (1996) utilizaram concentracdes de 10 a 20 mmol.L™ de lisina em
meio quimicamente definido, obtendo aumentos de 50 a 100% na producao de
antibiéticos. Com 100 mmol.L™ do aminoécido, estes pesquisadores observaram um
aumento de 500% na producdo de CefC (120 mg.L™) com relacdo ao meio sem
lisina (10 mg.L* de CefC). Estudos em nossos laboratérios também tém
demonstrado este efeito positivo na producdo do antibiético CefC. Foram obtidos
maximos de producdo em torno de 150 mg.L™ de CefC utilizando-se 100 mmol.L™
de lisina (18,3 g.L™") em cultivos da linhagem selvagem (ANTONIO et al., 2012).

De maneira geral, nos presentes cultivos, observou-se que a combinacao
maltose e lisina (meio de cultura A) favoreceu a producdo de maiores concentracdes
de AC e CefC em torno de 48 horas de processo na linhagem selvagem, enquanto
na linhagem mutante esta combinacdo favoreceu concentracfes satisfatorias

apenas para CefC e Hol, em 48 horas e 24 horas de cultivo respectivamente.

5.2.1.2 Cultivo em meio sintético contendo lisina e glutamato como fontes de
nitrogénio

Andlises de fluxos metabdlicos simulados em projeto de Doutorado, e
também referentes ao presente trabalho, indicaram que a producdo de maiores
concentracOes de CefC requer modificagbes no metabolismo de nitrogénio. Propos-
se, assim, um meio de cultivo composto por lisina e glutamato, o qual é um dos
produtos do catabolismo da lisina. A adicdo de glutamato juntamente com lisina
visou disponibilizar um maior suprimento deste ultimo para a producdo de CefC. A
composicéo proposta foi de 50 mmol.L™ de lisina e 50 mmol.L™ de glutamato.

Foram realizados cultivos submersos em frascos agitados com a linhagem
ATCC 27064 e com a linhagem mutante Hol.80, sendo monitoradas a formacéo de
biomassa, o consumo de maltose, lisina e glutamato, e a producdo dos bioativos
produzidos.

A Figura 5.8 mostra a biomassa obtida durante o processo fermentativo. O
crescimento celular da linhagem ATCC 27064 e da linhagem Hol.80 foram
semelhantes. As linhagens atingiram sua biomassa maxima em 24 horas de cultivo
(4,28 g.L* ATCC 27064 e 4,86 g.L™ Hol.80). Apds este periodo houve um declinio
de células no caldo fermentativo, onde a concentracao celular apresentou valores de

1,94 g.L! para a linhagem selvagem e 1,42 g.L™* para a linhagem mutante.
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Figura 5.8: Biomassa obtida durante processo fermentativo em meio sintético
contendo lisina e glutamato como fontes de nitrogénio (L+G) utilizando-se as
linhagens ATCC 27064 e Hol.80 em frascos agitados.
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QIN et al. (2013) realizaram estudos em nivel molecular em um patégeno de
peixe também produtor de holomicina, Yersinia ruckeri, e identificaram um gene que
codifica uma enzima RNA metiltransferase que confere resisténcia ao antibiético
produzido. Esta resisténcia permite que o0 micro-organismo continue a produzir o
biocomposto sem afetar o crescimento celular. Estes experimentos também foram
realizados com S. clavuligerus, no qual ndo se observou a presenca deste gene de
resisténcia a Hol. Desta forma, o decréscimo de biomassa observado esta
diretamente relacionado as altas concentracdes de Hol obtidas em meio contendo
glutamato e lisina como fontes de nitrogénio, como sera apresentado adiante. Este
comportamento na evolugcdo da biomassa ndo foi observado em meio contendo
apenas lisina como fonte de nitrogénio, uma vez que nao houve producdo de Hol.
Outro fator que pode estar relacionado com a queda brusca da biomassa é a
exaustdo de uma das fontes de nitrogénio. A Figura 5.9 representa o consumo do
glutamato pelas linhagens selvagem e mutante ao longo do processo. Observou-se
gue o aminoacido foi praticamente consumido até 48 horas de cultivo.

Quanto a lisina, de acordo com a Figura 5.10 observou-se que seu consumo
foi lento em ambas as linhagens (ATCC 27064 e Hol.80), verificando-se um residual
de aproximadamente 5 g.L™ ao final das 72 horas de processo fermentativo.

A maltose foi consumida lentamente até o fim do cultivo por ambas as
linhagens. Ao final do processo, observou-se um residual deste acucar de

aproximadamente 3 g.L™* (Figura 5.11).
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Figura 5.9: Consumo de glutamato durante o processo fermentativo com meio
sintético com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio entre as linhagens ATCC
27064 e Hol.80 em frascos agitados.

Figura 5.10: Consumo de lisina durante processo fermentativo em meio sintético
contendo lisina e glutamato (L+G) como fontes de nitrogénio utilizando-se as
linhagens ATCC 27064 e Hol.80 em frascos agitados.
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Figura 5.11: Consumo de maltose durante processo fermentativo em meio sintético
contendo lisina e glutamato (L+G) como fontes de nitrogénio utilizando-se as
linhagens ATCC 27064 e Hol.80 em frascos agitados.
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Comparando-se o consumo de maltose nos meios sintéticos contendo como

fonte(s) de nitrogénio apenas lisina (meio A) e lisina e glutamato (meio B), observou-
se que o consumo do agucar foi mais lento no meio B. Como mencionado, neste
meio o residual foi de aproximadamente de 3 g.L™* ao término do processo, enquanto
gue no meio A, a maltose foi totalmente consumida em 48 horas de processo. Ja o
comportamento das linhagens com relacdo ao consumo de lisina foi 0 mesmo em
ambos os meios. Porém, devido ao decréscimo da concentragcédo celular em meio B,
as concentracdes residuais tanto de maltose quanto de lisina foram bem maiores do
gue no meio A. O total consumo de glutamato sugere que este aminoacido exerca
papel importante como fonte de energia e/ou manutencdo, apesar do drastico
decréscimo da concentracao celular.
Os dados de producé&o de biocompostos estdo apresentados a seguir nas Figuras
5.12, 5.13 e 5.14 respectivamente para AC, CefC e Hol. Pela Figura 5.12 pode.se
observar que ambas as linhagens produziram baixas concentracées de AC. No
entanto o ATCC 27064 produziu concentracdes maiores, cerca de 25 mg.L™ em 72
horas de cultivo, enquanto Hol.80 produziu apenas 7,5 mg.L™" no mesmo periodo.

Estes resultados mostraram que este meio néo favorece a producéo de AC e
gue a linhagem mutante, em qualquer meio de cultura, ndo € produtora de
concentragfes significativas deste biocomposto, evidenciando as caracteristicas

genéticas do mutante desfavoraveis a biossintese de AC.

Figura 5.12: Producdo de AC por S. clavuligerus selvagem ATCC 27064 e mutante
Hol 80 em meio sintético com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio, obtidos
em 48 e 72 horas de processo.
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Na Figura 5.13 estdo apresentados os dados obtidos da producdo de CefC

pelas linhagens selvagem e mutante. Observou-se que o ATCC 27064 produziu
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cerca de 70 mg.L™* em 48 horas de processo fermentativo e Hol.80 produziu cerca
de 45 mg.L™ no mesmo periodo. No periodo de 72 horas observou-se uma pequena
queda na producdo de ambos os micro-organismos (62 mg.L™ por ATCC 27064 e
40,5 mg.L™" por Hol.80).

Figura 5.13: Producdo de CefC por S. clavuligerus selvagem ATCC 27064 e
mutante Hol 80 em meio sintético com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio,
obtidos em 48 e 72 horas de processo.
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Neste meio, a linhagem selvagem mostrou-se um melhor produtor
comparando-se ao Hol.80, apesar das baixas concentracdes de CefC produzidas.

Comparando-se os resultados obtidos de Hol (Figura 5.14) verificou-se que o
patamar maximo de producdo de deste bioativo foi obtido em 48 horas de processo
fermentativo. Observaram-se valores médios de 66 mg.L™ por Hol.80 e de 53 mg.L™
por ATCC 27064 neste periodo.

Figura 5.14: Producgédo de Hol por S. clavuligerus selvagem ATCC 27064 e mutante
Hol 80 em meio sintético com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio, obtidos
em 48 e 72 horas de processo.
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Com relagcdo aos biocompostos obtidos em cultivos utilizando o meio de
cultura B, notou-se que as concentracfes de AC e CefC néo foram satisfatérias,
porém a producdo de Hol foi favorecida para ambas as linhagens, atingindo a

producdo maxima em 48 horas de cultivo.

5.3 Crescimento das linhagens em dUnica fonte de C: Maltose, lisina e
glutamato.

Foram realizados cultivos para levantar dados cinéticos de crescimento de S
clavuligerus em meios contendo uma Uunica fonte de C. Utilizaram-se para
germinacgéo e preparo de indculo os mesmos meios de cultura descritos nas Tabelas
4.3 e 4.4. Para o cultivo em maltose foi utilizada uma fonte inorganica de nitrogénio
(NH4CI), considerando-se uma proporcdo C:N compativel com a dos dois
aminoacidos (lisina e glutamato).

Para a simulacdo e modelagem matematica dos cultivos, os dados de
biomassa e de substratos obtidos até 6 horas foram descartados, uma vez que
analises mostraram um residual de lisina e glutamato provenientes do meio do
in6culo. Apds este periodo, dados de biomassa, maltose, lisina e glutamato
possibilitaram ajustes de modelos cinéticos de crescimento segundo o modelo
classico de Monod (1949). Desta forma, foram estimados os valores de velocidade
méaxima de crescimento (Umax) € da constante de saturacdo (ks). Também, foram
determinados coeficientes de rendimento de substrato a células (Yys).

O ajuste do modelo de Monod aos dados experimentais de crescimento de S.
clavuligerus ATCC 27064 e do mutante Hol 80 estdo apresentados na Figura 5.15.
Para a linhagem selvagem, o modelo ajustou-se bem em todos os substratos (Figs.
6.18A a 6.18C). Os valores estimados de velocidade especifica maxima de
crescimento e a constante de Monod para maltose, lisina e glutamato foram pPmaxmait =
(0,065+0,005) h™ e Kyar = (5,3+0,8) Qumar-L™”, Hmadwis = (0,07520,004) h™ e kys =
(49,246,5) guis'L™ € Mmaxcie = (0,072£0,004) h™ e ke = (1,2740,37) gourL™. Os
valores estimados de coeficiente de rendimento de substrato a células foram (em
Jeél-Osubstrato) Yxmar = 0,4620,01, Yxuis = 0,2320,03 € Yygiut = 0,58+0,01. Com base
nos resultados, pode-se verificar que a utilizacdo de lisina, maltose ou glutamato
como fonte de C promoveu o crescimento de S. clavuligerus ATCC 27064, embora o

rendimento a células em lisina tenha sido claramente menor.
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Para a linhagem Hol 80 (Figs 5.15D a F), os valores estimados de velocidade
especifica maxima de crescimento e da constante de Monod foram, respectivamente
para maltose e glutamato, pmaavar = (0,10420,009) h* e Kyar = (4,83+1,05) gyar-L ™.
Hmaxciut = (0,102%0,004) h™ e kgt = (3,13%1,98) geu-L™. Os valores estimados de
coeficiente de rendimento destes substratos a células foram (em gesi.gsubstrato ) Y ximalt
= 0,52 +0,01 e Yyocut = 0,59+0,03. O crescimento do mutante foi desprezivel em
meio contendo apenas lisina, ndo sendo possivel ajustar nenhum modelo cinético de
crescimento neste meio (Figura 5.15E).

Embora a velocidade de consumo de glutamato pelas duas linhagens tenha
sido maior que a observada nos meios contendo os outros dois substratos, a
velocidade de crescimento foi afetada pela morte celular, mesmo em concentracoes
do aminoéacido ainda em torno de 3,0 a 4,0 g.L*. Os valores resultantes da
simulacdo para a constante de morte celular, kg, foram de 0,002 h* e 0,0052 h*,

respectivamente para linhagem selvagem e o mutante.

Figura 5.15: Crescimento em frascos agitados de linhagens de Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064 em meios contendo maltose (A), lisina (B) e glutamato (C)

e Hol.80 em meios contendo maltose (D), lisina (E) e glutamato (F).
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Comparando-se com a linhagem selvagem, o mutante Hol.80 apresentou o

mesmo comportamento em maltose e, proporcionalmente a concentracdo do inéculo
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no meio de producdo, também em glutamato. Por outro lado, o mutante mostrou um
crescimento desprezivel em lisina, observando-se que este aminoacido serviu
apenas para manter integra a pouca biomassa formada durante o cultivo.

De uma maneira geral, acucares sdo melhores metabolizados como fonte de
C e energia, o que € condizente com os resultados obtidos. Todavia, em meios
contendo outros substratos, lisina pode atuar como uma fonte secundaria de C como
fonte de energia para manutencdo celular em S. clavuligerus, como sera

apresentado em cultivos em biorreator.

5.4 Cultivos realizados em biorreator

ApOGs a padronizacdo de meios e condi¢cdes gerais dos cultivos por frascos
agitados, foram realizados experimentos em biorreator utilizando os meios A e B
para monitorar, além das variaveis anteriores, a concentracdo de proteinas no meio
e a evolucdo de CO; nos gases de saida do biorreator. Foi também investigada a
reprodutibilidade dos métodos anteriormente definidos e adaptados.

5.4.1 Cultivo continuo dalinhagem S. clavuligerus ATCC 27064 em biorreator
em meio sintético com lisina para a producao de bioativos

Com base nos resultados obtidos em frascos agitados, o0 meio quimicamente
definido contendo maltose e lisina como fontes de carbono e energia e de nitrogénio
(Tabela 4.6) foi empregado em cultivo em biorreator de bancada (News Brunswick
Bioflo 2000 5 L de volume para trabalho).

O cultivo durou 120 horas sendo as primeiras 44 horas em batelada. E além
das variaveis monitoradas em cultivos em frascos agitados, foram monitoradas a
secrecdo de proteinas extracelulares e a evolugcdo de CO,, dados importantes para
realizar as simulacdes de distribuicdo de fluxos metabdlicos. Os resultados estao
apresentados nas Figuras 5.16 a 5.21. As linhas de tendéncia nos graficos referem-
se as equacdes polinomiais resultantes dos alisamentos dos dados experimentais do
método de Leduy e Zajic (1973) para o estudo de fluxos que serd apresentado
adiante.

A Figura 5.16 apresenta o crescimento celular ao longo do processo, sendo a

biomassa determinada como nos experimentos realizados em frascos agitados.
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Figura 5.16: Biomassa obtida durante o processo fermentativo em meio sintético
com lisina como fonte de nitrogénio em biorreator por ATCC 27064.
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A formacdo de biomassa e os consumos de lisina e maltose da etapa em
batelada foram semelhantes aos observados em frascos agitados. Em 44 horas de
processo, a maltose ja havia sido totalmente consumida e havia um residual de lisina
de 1,7 g.L™* (Figura 5.17). Neste momento, iniciou-se a alimentacdo de meio a uma
taxa de diluicdo D = 0,011 h™*. Sob esta condic&o, houve um acréscimo na biomassa
até cerca de 68 horas, passando de 7 g.L™ para cerca de 9 g.L™. Esta concentracdo
manteve-se aproximadamente constante até 96 horas, momento em que foi cessada
a alimentacgdo. Foi possivel estabelecer uma fase estacionaria de 68 a 96 horas, na

gual as concentracdes de maltose e lisina mantiveram-se proximas a zero, sem

decréscimo da biomassa.

Figura 5.17: Consumo de lisina e maltose em ATCC 27064 durante o processo
fermentativo com meio sintético com lisina como fonte de nitrogénio em biorreator.
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Observa-se pela Figura 5.18 que a concentracdo de proteina extracelular

aumentou durante a etapa em batelada (44 horas de cultivo). Durante a etapa de
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cultivo continuo, iniciada ap6s a batelada, a concentracdo proteica do meio ndo
sofreu grande oscilagdo, mantendo—-se em torno 1,5 g.L™' de meio e decaindo
ligeiramente ao final do processo.

Figura 5.18: Valores de secrecdo de proteina em meio sintético com lisina como
fonte de nitrogénio no cultivo de ATCC 27064 em biorreator.
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Outro aspecto muito importante € o monitoramento da formacédo de CO; na
saida de gases do biorreator. Esta andlise é fundamental para a obtencdo de dados
do balanco de carbono durante o cultivo, os quais serédo utilizados posteriormente
para realizar a distribuicdo de fluxos metabdlicos, um dos objetivos deste projeto.

Para esta analise foi utilizado um analisador de CO, (BluelnOne-BlueSens) e
o fluxo de saida de gases foi monitorado de hora em hora, a partir de 18 horas apés
0 inicio do cultivo, como mostrado na Figura 5.19. Observa-se que a liberacdo de
CO; manteve—se crescente até o fim da fase exponencial do micro-organismo e

depois se tornou praticamente constante (0,40 %) até o fim do processo.
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Figura 5.19: Evolucdo da saida de CO, durante o processo fermentativo de ATCC
27064 em biorreator.
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As andlises de AC e CefC produzidos durante o cultivo em biorreator foram as
mesmas utilizadas para monitorar estes biocompostos no processo em frascos
agitado.

Neste experimento Hol foi produzida em concentragcdes muito baixas em
comparacdo com as de AC e CefC, uma vez que o meio utilizado ndo favoreceu a
producao de Hol pela linhagem selvagem.

As Figuras 5.20 e 5.21 mostram a producdo de AC e CefC ao longo do
periodo de 120 horas de cultivo. Observa-se uma crescente producao de AC, cerca
de 340 mg.L™* em 102 horas de processo, a qual se manteve constante até o fim do
processo. Ja a producdo de CefC atingiu seu patamar maximo em 111 horas, com
uma concentracéo de 214 mg.L™, que manteve-se praticamente constante até o fim

do cultivo.

Figura 5.20: Produgéo de AC em meio sintético com lisina como fonte de nitrogénio

por ATCC 27064 em biorreator.
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Figura 5.21: Producdo de CefC em meio sintético com lisina como fonte de
nitrogénio por ATCC 27064 em biorreator.
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Durante o processo em batelada as concentracfes de AC, CefC e de células
apresentaram valores da mesma ordem de grandeza tanto em biorreator (até 44
horas) quanto em frascos agitados (até 72 horas). Sabe-se que as rotas
biossintéticas destes biocompostos sdo totalmente independentes, todavia a
producdo de ambos ocorre de forma concomitante. Isto se deve ao fato de que as
biossinteses de ambos séo reguladas pelo mesmo elemento multifuncional ccaR
(cephamycin and clavulanic acid Regulator), codificado pelo gene ccaR. Desta
forma, a presenca e a concentragao de determinados nutrientes no meio de cultivo
podem favorecer a produ¢do de um ou outro composto, todavia obter altos niveis de
um destes bioativos em detrimento do outro &€ muito dificil.

Comparando-se 0s maximos valores obtidos no processo continuo em
biorreator e na batelada em frascos agitados observam-se diferencas importantes.
Em biorreator foram obtidas, ao final de 96 horas, producdes proximas a trés vezes
maior de AC, duas vezes maior de CefC e 2 g.L™* a mais de biomassa. Na etapa
continua em biorreator, a alimentacdo de meio permitiu o prolongamento da
viabilidade celular microbiana e a manutencdo da producdo de bioativos em altas

concentragoes.

5.4.2 Estimativa dos parametros cinéticos do processo

Os dados apresentados no item 5.3 mostraram que a utilizacdo de maltose ou
lisina como fonte de carbono sustenta o crescimento de S. clavuligerus. A utilizacao
conjunta de maltose e lisina, porém, resultou em perfis bem diferentes de

crescimento e consumo dos substratos. Desta forma, no modelo matematico para
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este processo (Modelo 1) foi considerada a influéncia de ambos os compostos na
velocidade de crescimento, os quais, porém, exercendo diferentes funcdes celulares,
conforme cinética proposta por Megee (FREDRICKSON et al.,, 1970). Assim,
maltose participa essencialmente como substrato para a formagcdo de biomassa e
lisina atua majoritariamente como fonte de manutencédo celular. Esta proposta
fundamentou-se no fato de que o catabolismo de lisina gera duas moléculas de
acetil-coenzima A, geralmente metabolizadas através do ciclo de Krebs, a principal
via de fornecimento de energia para as células em condicBes de aerobiose. Ainda,
foi assumido que o consumo de lisina é dependente de sua concentracdo de acordo
com uma cinética de saturacdo. Para a producdo dos compostos bioativos (CefC e
AC), adotou-se uma cinética totalmente associada ao crescimento, conforme

evidenciado pelos dados experimentais. As EDOs do Modelo 1 sdo apresentadas a

seqguir:
CMaIt CLis
! mesd Kmaitr + Cmait  Kuisa +Clis
dcC
d_txz(#l_kdl)'cx (2)
deaIt H
.C 3)
dt Y><ma|t:l. *
dC:Lis CLis
=-m; -C 4
dt Lisl kL|sl T C|_|s X ( )
dt = dcger M1 Cx (5)
dC
d?c =apcy - Cy (6)

Pode-se constatar pela Figura 5.22 o bom ajuste do Modelo 1 aos dados
experimentais. Os parametros deste modelo estdo apresentados na Tabela 5.1. O
parametro estimado para a manutencdo celular, mus; = 0,058 guis-Gesrh™,
corresponde a 0,01 molsare-ges™-h™, considerando.se que a oxidacdo completa da
lisina produz 32 ATPs (= 0,175 molsatp-gus~). Stephanopoulos et al. (1999)
coletaram dados de energia de manutencdo para varios micro-organismos em
diferentes condicdes do cultivo e observaram uma ampla faixa de valores, de 10° a

1,9-102 molsate-geer -, suportando, assim, o valor estimado no presente estudo.
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Figura 5.22: Perfis de concentracdo de células (Cx), maltose (Cmalt), lisina (Clis),
cefamicina C (CCefC) e é&cido clavulanico (CAc) de cultivo em biorreator
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Tabela 5.1: Valores estimados dos parametros do Modelo 1

Valores Estimados

Parametros

Velocidade especifica maxima de crescimento Mo
Constante do modelo de Megee

e para maltose Kwaity

e para lisina Kisz
Constante de morte cellular Ka1
Coef. de rendimento de maltose a células Y xmalt1
Coef. de manutencéo celular pelalisina Myis1
Coef. do modelo de Leudeking.Piret

e CefC, associada ao crescimento Olceic]

e AC, associada ao crescimento NS

0,101 + 0,003 (h™Y)

2,06 + 0,28 (JuarL™)
0,15 % 0,11 (gusL™)
0,0 (h™h
0,630 + 0,005

(OvarrTear ™)
0,058 + 0,002

(Quis'Geer ™)

0,013 (gceic-Gee )
0,015 (gac-Ges ™)

5.4.3 Cultivo em batelada com a linhagem S. clavuligerus ATCC 27064 em

biorreator em meio sintético contendo lisina e glutamato para a producao de

bioativos

O catabolismo da lisina ocorre via cadaverina, através da qual todo o

nitrogénio do aminoéacido é transaminado para alfa-cetoglutarato resultando em duas
moléculas de glutamato (MADDURI et al., 1989). Assim, a adi¢do de glutamato ao

meio contendo lisina poderia suprir a demanda por nitrogénio do metabolismo

primério, promovendo a diminuicdo do consumo de lisina via cadaverina e
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aumentando a disponibilidade do aminoacido para a biossintese de CefC. Com base
nesta suposicgéo, utilizou-se um meio quimicamente definido contendo maltose, lisina
e glutamato como fontes de carbono e energia e de nitrogénio visando um aumento
da producéo de CefC. Desta forma, realizou-se um experimento utilizando-se lisina e
glutamato como fontes de nitrogénio em biorreator de bancada (News Brunswick
Bioflo 2000 5 L de volume para trabalho), sob mesmas condi¢cdes operacionais do
processo anterior, com a diferenca de ser uma batelada com duracdo de 72 horas.
Formacdo de biomassa e consumos de lisina, maltose e glutamato foram
monitoradas da mesma forma que nos experimentos anteriores. Os resultados
experimentais estdo apresentados nas Figuras 5.23 a 5.28.

O comportamento da linhagem foi semelhante ao observado em frascos
agitados utilizando o mesmo meio. Em 42 horas de processo, o0 glutamato ja havia
sido totalmente consumido e havia um residual de lisina de 6,0 g.L™* e 2,5 g.L™* de
maltose (Figura 5.24). Ja o crescimento celular atingiu o seu valor maximo em torno
de 30 horas (3,0 g.L?). Apos este periodo, a concentracdo de biomassa foi
reduzindo até 1,5 g.L* (Figura 5.23), evidenciando a inibicdo do crescimento
microbiano pelo produto além dos outros fatores que comumente influenciam o
declinio celular.

Figura 5.23: Biomassa obtida durante o processo fermentativo em meio sintético
com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio em biorreator por ATCC 27064.
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Figura 5.24: Consumo de lisina, maltose e glutamato em ATCC 27064 durante o
processo fermentativo com meio sintético com lisina e glutamato como fontes de

nitrogénio em biorreator.
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A proteina secretada para o meio foi determinada do mesmo modo que no

experimento realizado anteriormente para ser utilizada para o balanco de C para

distribuicédo de fluxos metabdlicos. A concentracéo proteica aumentou durante a fase

exponencial. Apés este periodo manteve-se constante em um valor médio de 1,5

g.L ™" até o fim do processo (Figura 5.25).

Figura 5.25: Valores da secrecéo de proteina em meio sintético com lisina e
glutamato como fontes de nitrogénio no cultivo de ATCC 27064.
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Os resultados obtidos

referentes a produgdo de biocompostos estao

apresentados nas Figuras 5.26, 5.27 e 5.28. Observou-se uma concentracao

méxima de AC em torno de 35 mg.L™ obtida em 24 horas. Apds este periodo, houve

um declinio na producdo até 20 mg.L™ observada em 72 horas de processo. A

producdo maxima de CefC foi observada em torno de 30 horas de processo, cerca
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de 35 mg.L™. O patamar maximo de Hol foi de 111 mg.L™* em 30 horas, mantendo-

se praticamente constante em torno de 100 mg.L™ até o término do cultivo.

Figura 5.26: Producdo de AC em meio sintético com lisina e glutamato como fontes

de nitrogénio por ATCC 27064 em biorreator.

40
L
L e
30 .. S
e .. * i
—_ 7 - Py -
% 20 = -
E - =
L]
=< 10
] ! : . : .
(0] 12 24 36 48 a0 T2
Tempo (h)

Figura 5.27: Producdo de CefC em meio sintético com lisina e glutamato como

fontes de nitrogénio por ATCC 27064 em biorreator.
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Figura 5.28: Produgéo de Hol em meio sintético com lisina e glutamato como fontes

de nitrogénio por ATCC 27064 em biorreator.
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Pelos resultados obtidos, tanto em frascos agitados como em biorreator,
pode-se concluir que este meio de cultura favorece sobremaneira a producéo de Hol
e ndo é adequado a producédo dos outros biocompostos investigados (AC e CefC).
Assim, a estratégia de se adicionar glutamato ao meio ndo surtiu o efeito esperado,
obtendo-se, no biorreator, cerca de 65% menos CefC ou AC com relagcdo ao que foi
obtido destes compostos em meio contendo apenas maltose e lisina. Possivelmente
a adicdo de glutamato alterou a regulacdo do metabolismo do nitrogénio diminuindo
a producao destes bioativos. Um comportamento semelhante também foi observado
por Romero et al. (1984) em meios sem lisina. Todavia, a combinacdo de maltose,
glutamato e lisina resultou em uma alta concentracdo de Hol, 110 mg-L™}, uma
producdo nunca relatada para a linhagem selvagem.

Fuente et al. (2002) mostraram que mutantes de S. clavuligerus bloqueados
em determinadas etapas da rota biossintética de AC produzem quantidades
significativas de Hol. Os autores sugeriram que o acumulo de intermediarios da rota
de AC direciona o metabolismo secundario para a producéo de Hol. A alta producdo
de Hol pela linhagem selvagem obtida no presente estudo pode estar associada a
inibicdo da producdo de AC ocasionada pelo acumulo de espécies nitrogenadas no
meio de cultivo.

O comportamento do processo permitiu propor um modelo (Modelo 2) no qual
lisina, devido ao seu baixo consumo, nédo influencia diretamente no crescimento,
atuando apenas na manutencao celular. O glutamato e a maltose, por sua vez,
foram considerados determinantes da velocidade de crescimento assumindo-se a
cinética de Megee e para a producéo dos biocompostos foram assumidos 0 modelo
totalmente associado ao crescimento para CefC ou AC e o modelo parcialmente
associado ao crescimento de Leudeking e Piret para Hol (FREDRICKSON et al.,
1970). As EDOs do Modelo 2 sao apresentadas a seguir:

CMalt . CGlut

Ho = H :
2 mae Kvaitz + Cmait Kotz + Colut

(7)

dC

d_xz(ﬂz—kdz)‘cx (8)
t

dCaiut __THp .C, (9)

dt Y><Glut2
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v __~Hz . (10)
dt Yyxmalt2
dCLis CLis
—— - m..,.— .C 11
at Lis2 kLisz T CL|s X ( )
dC
d':d = o1z Mo *Cx + Broiz  Cx (12)
dC
CIC & 1, -C 13
ceic2 * M2 - Lx
dt
dC
d:\C =apco Mo " Cx —Kyaco " Cac (14)

De acordo com a Figura 5.29, o Modelo 2 ajustou.se de maneira bem
satisfatoria aos dados experimentais. Os parametros do modelo estdo listados na
Tabela 5.2.

Figura 5.29: Perfis de concentracdo de células (Cx), glutamato (Cglut), maltose (Cmalt),
lisina (Clis), holomicina (CHol), cefamicina C (CCefC) e acido clavulanico (CAc) de cultivo

em biorreator convencional operado em batelada (x . dados experimentais; —— . ajuste do
Modelo 2).
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Tabela 5.2: Valores estimados dos parametros do Modelo 2.

Parametros Valores

Velocidade especifica maxima de crescimento Hmax2 0,244 + 0,044 (h™")
Constantes do modelo de Megee:

* para maltose Kngaiio 4,45+ 4.12 (gMalt_L.l)

* para glutamato Keniz 252+131 (gGIUt'L—l)
Constante de morte cellular Kao 0,022 + 0,001 (h'l)
Coeficientes de rendimento:

* deglutamato a celulas Yxeuut 0,63 0,01 (goiurGeer”)

* de maltose a células Y sanatio 0,78 + 0,02 (gMan'gcé{l)

Coeficiente de manutencao celular pelalisina Myis2 0,184 + 0,082 (guisJeer ~h™)
Coef. de saturacéo da velocidade de manutencdo ks 25,0 + 13,07 (Quis'L™)
Coeficientes do modelo de Leudeking.Piret:

* Hol, associado ao crescimento itz 0,017 (GrorGesr™d)

* Hol, ndo associado ao crescimento Brioi 0,0002 (GhorGesr ™)

+ CefC, associada ao crescimento Oceica 0,0054 (QCefc-gcé{l)

* AC, associada ao crescimento Olacs 0,009 (gac-Gesr™)

Constante de degradacao de AC Kaac2 0,004 (h™)

Com relagdo ao cultivo em meio contendo apenas maltose e lisina, a
velocidade especifica maxima de crescimento estimada foi cerca de 2,5 vezes maior,
justificada pela ambientacdo prévia do micro-organismo em glutamato durante a
preparacdo do inoculo principal. Entretanto, o acumulo de biomassa foi 50% menor.
Isto pode ser explicado pela baixa resisténcia de S. clavuligerus a Hol, mais evidente
em concentragbes do biocomposto acima de 60 mg-L™, observando-se o dobro da
taxa de morte celular e velocidade de manutencédo por lisina cerca de 85% menor.
Também, acredita-se que esta toxicidade exercida por Hol acarretou uma maior
demanda energética do micro-organismo, de forma que o coeficiente de lisina para a
manutenc¢ao celular estimado no Modelo 2 foi cerca de 3 vezes maior que o ajustado
para o Modelo 1.

Os dois modelos cinéticos propostos (Modelos 1 e 2), fundamentados em
informacdes bioquimicas e metabdlicas, refletiram muito bem o comportamento dos

processos investigados.
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5.4.4 Cultivo em batelada com alinhagem S. clavuligerus Hol.80 em biorreator
em meio sintético contendo lisina para a producéo de bioativos

Realizou-se um experimento com a linhagem mutante utilizando-se lisina
como fontes de nitrogénio (meio A) em biorreator convencional, sob as mesmas
condic¢des do realizado com a linhagem selvagem.

Neste cultivo o reator foi operado no modo batelada, com duragdo de 68
horas e amostras coletadas a cada trés horas de cultivo. Foi monitorado o
crescimento celular, consumo de maltose e lisina, producdo de proteina extracelular,
concentracédo de CO; e de biocompostos.

O comportamento da linhagem Hol.80 perante o consumo de substrato foi
semelhante ao observado em frascos agitados utilizando o mesmo meio. Em 27
horas de processo, a maltose ja havia sido totalmente consumida e havia um
residual de lisina de aproximadamente 4,0 g.L™ (Figura 5.31). JA o crescimento
celular atingiu o seu valor maximo em torno de 30 horas (3,0 g.L™). Apds este
periodo, a concentracdo de biomassa foi reduzindo até 1,2 g.L™* (Figura 5.30),
evidenciando a morte microbiana pela exaustdo da principal fonte de carbono
(maltose). Este comportamento foi semelhante ao da linhagem selvagem, porém o
mutante consumiu menos lisina, uma vez que este micro-organismo apresenta

menor rendimento celular em meio contendo apenas este aminoacido.

Figura 5.30: Biomassa obtida durante processo fermentativo com meio sintético
contendo lisina como fonte de nitrogénio em biorreator por Hol.80.
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Figura 5.31: Consumo de lisina e maltose em Hol.80 durante o processo
fermentativo com meio sintético com lisina como fonte de nitrogénio em biorreator
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A secrecdo de proteina manteve-se crescente até o fim do processo,
atingindo concentracdes de 1,8 g.L™ (Figura 5.32), da mesma ordem de grandeza
dos demais cultivos com linhagem selvagem. Também foi analisada neste cultivo a
concentracdo de CO,, esta permaneceu crescente até 30 horas, atingindo 0,5 % de
concentracdo (Figura 5.33). ApOs este periodo a formacdo de CO, entrou em

declinio indicando a morte microbiana.

Figura 5.32: Valores da secre¢do de proteina em meio sintético com lisina como
fonte de nitrogénio no cultivo de Hol.80.
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Figura 5.33: Evolucéo da saida de CO; durante o processo fermentativo de Hol.80
em biorreator
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Abaixo estdo apresentados os dados de concentracdo dos biocompostos,
produzidos durante o processo fermentativo (Figura 5.34, 5.35 e 5.36).
Diferentemente do cultivo com ATCC utilizando o mesmo meio (meio A), a produgao
de AC foi praticamente insignificante, j& que a concentracdo maxima produzida foi
de 20 mg.L™ préximo a 12 horas de cultivo e apés este periodo este biocomposto foi
guase que totalmente degradado. Isto, como mencionado em outros cultivos, esta
relacionado a caracteristica de linhagens melhores produtoras de Hol, que
apresentam bloqueios na segunda metade da rota biossintética de AC (FUENTE et
al, 2002; LIRAS e MARTIN, 2006; LI e WALSH, 2010). CefC também teve
concentracOes baixas de producéo, atingindo o maximo em torno de 40 horas (56
mg.L"). Quanto ao biocomposto Hol atingiu em 32 horas 55 mg.L?, um
comportamento diferente de ATCC que neste meio (A) produziu concentracdes

praticamente indetectaveis.
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Figura 5.34: Producédo de AC em meio sintético com lisina como fonte de nitrogénio
por Hol.80 em biorreator.
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Figura 5.35: Producéo de CefC em meio sintético com lisina como fonte de
nitrogénio por Hol.80 em biorreator.
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Figura 5.36: Producéo de Hol em meio sintético com lisina como fonte de nitrogénio
por Hol.80 em biorreator.
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5.4.5 Cultivo em batelada com alinhagem S. clavuligerus Hol.80 em biorreator
em meio sintético contendo lisina e glutamato para a producao de bioativos

Também foi realizado um cultivo com a linhagem Hol.80 utilizando lisina e
glutamato como fontes de nitrogénio (meio B da Tabela 4.7) sob as mesmas
condi¢cOes operagdes dos experimentos anteriores.

O cultivo foi realizado no modo batelada, tendo duracdo de 53 horas e
amostras coletadas a cada trés horas de cultivo. Neste experimento foi monitorado o
crescimento celular, consumo de maltose, lisina e glutamato, e producao de proteina
extracelular, concentracdo de CO; e de biocompostos.

Hol.80 comportou-se de maneira semelhantes ao mesmo experimento
realizado em frascos agitados utilizando o meio B. Glutamato e maltose foram
consumidos rapidamente terminando o processo fermentativo com um residual de
aproximadamente 1,5 g.L™, enquanto de lisina foi consumida lentamente pelo micro-
organismo restando 3,0 g.L™ no fim do cultivo (Figura 5.37).

O crescimento celular também foi parecido com o dos demais experimentos,
atingindo seu patamar maximo (c.a 4,0 g.L™*) em torno de 40 horas de cultivo. Apés
este periodo manteve.se praticamente constante em torno de 3,0 g.L™ de célula até
o fim do processo (Figura 5.38).

Figura 5.37: Consumo de lisina, glutamato e maltose em Hol.80 durante o processo
fermentativo com meio sintético com lisina e glutamato como fontes de nitrogénio em
biorreator.
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Figura 5.38: Biomassa obtida durante processo fermentativo com meio sintético
contendo lisina como fontes de nitrogénio em biorreator por Hol.80.
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O perfil de secrecdo de proteina também foi analisado (Figura 5.39).
Observou-se um aumento crescente de proteinas externas, praticamente até o fim
do processo. Outra variavel analisada foi a concentracdo de CO; na saida de gases
do reator, a qual se estabilizou em 0,6% até 40 horas e apés este periodo esta
concentracdo caiu para 0,1% ao fim do cultivo evidenciando a morte microbiana
(Figura 5.40).

Figura 5.39: Valores da secrecédo de proteina em meio sintético com lisina e
glutamato como fontes de nitrogénio no cultivo de Hol.80.
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Figura 5.40: Evolucao da saida de CO, durante o processo fermentativo de Hol.80

em biorreator em meio contendo lisina e glutamato como fonte de nitrogénio.
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Seguindo a tendéncia dos experimentos anteriores com Hol.80 a
concentracdo maxima de AC foi de 18 mg.L™ enquanto a de CefC foi 116 mg.L™
(Figuras 5.41 e 5.42). A Figura 5.43 mostra as concentracdes de Hol produzida no
decorrer do processo. Observa-se que a concentracdo maxima obtida neste cultivo
foi em 53 horas e de aproximadamente 75 mg.L™. Analisando este cultivo é possivel
concluir que a linhagem mutante Hol.80 realmente ndo é um produtor expressivo de
AC e gue neste caso as fontes de nitrogénio favoreceram uma maior producdo de

CefC comparada a Hol.

Figura 5.41: Producdo de AC em meio sintético com lisina e glutamato como fontes
de nitrogénio por Hol.80 em biorreator.

20
is8
16
14
12
10

AC(mg/L)

ON b O W

o [ 12 18 24 30 36 a2 a8 54 60
Tempeo (h)

Figura 5.42: Producédo de CefC em meio sintético com lisina e glutamato como
fontes de nitrogénio por Hol.80 em biorreator.
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Figura 5.43: Producéo de Hol em meio sintético com lisina e glutamato como fontes
de nitrogénio por Hol.80 em biorreator.
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Comparando-se a producdo de bioativos pelas linhagens utilizando-se as
diferentes fontes de nitrogénio, foi possivel observar maiores diferencas com relagcéo
a linhagem selvagem. Enquanto em meio contendo apenas lisina a producédo de
beta-lactamicos foi favorecida e ndo houve producdo de Hol, este biocomposto foi
produzido em meio contendo lisina e glutamato. Com relagdo ao mutante, os dois

meios favoreceram a producao de Hol.

5.5 MODELO METABOLICO
O modelo (Item 5.5.1) utilizado foi construido durante desenvolvimento de

Tese de Doutorado de André Pastrelo Cavallieri (CAVALLIERI, 2014), de nosso
grupo de pesquisa, (PPG Biotecnologia/ 1Q/ Unesp/ Araraquara) no Laboratorio de
Bioprocesso.DBTQ. Este modelo € composto por reacbes da via de
Embden.Meyerhof.Parnas para glicolise, via das pentoses.fosfato, ciclo de Krebs,
ciclo da uréia, metabolismo das unidades de um C, sintese de blocos construtores
da biomassa tais como aminoacidos, agucares, acidos graxos, bases nitrogenadas,
proteinas e acidos nucleicos e sintese de CefC, AC e Hol. Bushell et. al (2006) nao
relatou as vias de Entner.Doudoroff para glicolise e ciclo do glioxilato para S.

clavuligerus, logo néo foram incluidas no modelo

5.5.1 ReacOes do modelo metabdlico
Abaixo estdo todas as reacbes que compdem o modelo metabdlico. As

equacdes estao balanceadas apenas para C, N, oxigénio e energia.
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. E as letras | e R a frente das reacdes indicam se a reacdo € reversivel ou

irreversivel.

Reacbes de Streptomyces clavuligerus

Reacdo CATABOLISMO DO ACETATO

0

~No o B~ wWwDNERE

(00}

10
11
12

13

14
15
16
17

18

19

20

Rev/lrrev
Acetato + ATP = Acetil.Coa + AMP I

VIA GLICOLITICA

Maltose + 3 ATP = 2 Glicose.6.P + 3 ADP
Glicose.6.P = Frutose.6.P

Frutose.6.P + ATP = Frutose.1,6.P
Frutose.1,6.P = 2 Gliceraldeido.3P

Gliceraldeido.3.P + NAD + ADP = Fosfoenolpiruvato + NADH
+ ATP

Fosfoenolpiruvato + ADP = Piruvato + ATP I
Piruvato + NAD = NADH + CO2 + Acetil. CoA I

-0 —

Py,

VIA DAS PENTOSES.FOSFATO

Glicose.6.P + 2 NADP = Ribulose.5.P + CO2 + 2 NADPH
Ribulose.5.P = Ribose.5.P

Ribulose.5.P = Xilulose.5.P

Ribose.5.P + Xilulose.5.P = Frutose.6.P + Eritrose.4.P
Eritrose.4.P + Xilulose.5.P = Frutose.6.P + Gliceraldeido.3.P

— 0 00—

CICLO DE KREBS

Acetil. CoA + Oxaloacetato+ NADP = a.cetoglutarato + CO2 +
NADPH

a.cetoglutarato + NAD = Succinil. CoA + NADH + CO2
Succinil.CoA + GDP = Succinato + GTP

Succinato + FAD = Fumarato + FADH2

Fumarato + NAD = Oxaloacetato + NADH

00— —

REACAO ANAPLEROTICA
Fosfoenolpiruvato + CO2 + GDP = oxaloacetato + GTP R

BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS

LISINA

Aspartato.4.semialdeido + Glutamato + Piruvato +

Succinil. COA + NADPH = Lisina + a.cetoglutarato + Succinato

+ NADP + CO2 I
Glutamina

Glutamato + NH3 + ATP = Glutamina + ADP I
Aspartato



21

22

23

24

25

26

27
28

29
30

31

32

33
34
35

36
37
38

39

40

Oxaloacetato + Glutamato = Aspartato + a.cetoglutarato
Asparagina

Aspartato + Glutamina + ATP = Asparagina + Glutamato +
ADP

Serina

Gliceraldeido.3.P + Glutamato + NAD = Serina +
a.cetoglutarato + NADH

Arginina

2 Glutamato + Acetil. COA + ATP + NADPH = Ornitina+ ADP +
NADP + Acetato + a.cetoglutarato

2 ATP + CO2 + Glutamina = Carbamoil.P + 2 ADP +
Glutamato

Ornitina + Carbamoil.P + Aspartato+ ATP = Arginina +
Fumarato + AMP

CICLO DA UREIA
Arginina = Ornitina + Uréia
Uréia =2 NH3 + CO,
Treonina e Metionina

Aspartato + ATP + NADPH = Aspartato.4.semialdeido + ADP
+ NADP

Homoserina + ATP = Treonina + ADP

Homoserina + Succinil. COA+ Cisteina
+N5.metiltetrahidrofolato = Metionina + Succinato + Piruvato +
Tetrahidrofolato + NH3

Isoleucina

Treonina + Piruvato + NADPH + Glutamato = Isoleucina +
a.cetoglutarato + NADP + CO2 + NH3

Leucina e Valina
2 Piruvato + NADPH = a.cetoisovalerato + CO2 + NADP

a.cetoisovalerato + Acetil. CoA+ Glutamato + NAD = Leucina +
a.cetoglutarato + CO2 + NADH

a.cetoisovalerato + Glutamato = Valina + a.cetoglutarato
Fenilalanina, Tirosina e Triptofano

2 Fosfoenolpiruvato + Eritrose.4.P + NADPH + ATP =
Corismato + ADP + NADP

Corismato + Glutamato = Fenilalanina + a.cetoglutarato + CO2
Corismato + Glutamato + NAD = Tirosina + a.cetoglutarato +
CO2 + NADH

Corismato + Glutamina + Fosforribosilpirofosfato + Serina =
Triptofano + CO2 + Gliceraldeido.3.P + Glutamato + Piruvato
Prolina

Glutamato + ATP + 2 NADPH = Prolina + ADP + 2 NADP
Alanina

77
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42

43

44
45

46

a7

48

49

50

51

52

53

54
55
56
57
58

Piruvato + Glutamato = Alanina + a.cetoglutarato
Glicina

Serina + Tetrahidrofolato = Glicina +
N5.N10.Metilenotetrahidrofolato

Cisteina

Serina + Acetil. COA + 4 NADPH + 2 ATP = Cisteina +
Acetato+ 4 NADP + ADP + AMP

Histidina
Ribose.5P + ATP = Fosforribosilpirofosfato + AMP

Fosforibosilpirofosfato + ATP + Glutamina + 2 NAD = Histidina
+ a.cetoglutarato + AICAR + 2NADH

ENERGIA DE MANUTENCAO
ATP = ADP + ENERGIA DE MANUTENCAO
BIOSSINTESE DE UNIDADES C1

Tetraidrofolato + CO2 + NADPH + ATP =
N.10.Formiltetraidrofolato + NADP + ADP

N.10.Formiltetraidrofolato + NADPH =
N5,N10.Metilenotetraidrofolato + NADP

N5,N10.Metilenotetraidrofolato + NADH =
N5.Metiltetraidrofolato + NAD

N.10.Formiltetraidrofolato + NADP = Tetraidrofolato + NADPH
+ CO2

BIOSSINTESE DE BASE NITROGENADAS

Adenina, Guanina, Desoxiadenina e Desoxiguanina

Fosforribosilpirofosfato + 2 Glutamina + Aspartato + CO2 +
Glicina + 5 ATP + N.10.Formiltetrahidrofolato = AICAR +
Tetraidrofolato + Fumarato + 2 Glutamato + 5 ADP

AICAR + N.10.Formiltetrahidrofolato = Inosinato +
Tetraidrofolato

Inosinato + NAD + Glutamina + 2 ATP = GDP + NADH +
Glutamato + AMP + ADP

Inosinato + Aspartato + GTP = AMP + GDP + Fumarato
GDP + ATP = GTP + ADP

AMP + ATP =2 ADP

GDP + ATP + NADPH = dGTP + ADP + NADP

NADPH + ATP = dATP + NADP

Uridina, Citidina, desoxicitidina e desoxitimina

78
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60
61

62

63

64

65

66

67

Aspartato + Carbamoil.P + Fosforribosilpirofosfato + 2 ATP +
NAD = UTP + CO2 + 2 ADP + NADH

UTP + ATP + Glutamina = CTP + ADP + Glutamato

CTP + NADPH = dCTP + NADP

UTP +2 NADPH + N5,N10.Metilenotetraidrofolato + 2 ATP =
dTTP + 2 NADP + Tetraidrofolato + 2 ADP

BIOSSINTESE DE CARBOIDARTOS

Glicose.6.P + ATP = CARBOIDRATO + ADP
Nota:CARBOIDRATO equivale a 162 gramas
BIOSSINTESE DE LIPIDEOS

8 Acetil. COA + 7 ATP + 14 NADPH = LIPIDEO + 7 ADP + 14
NADP

Nota: LIPIDEO (PALMITATO) equivale a 256 gramas

BIOSSINTESE DE PROTEINAS

0,096 Alanina + 0,055 Arginina + 0,045 Asparagina + 0,045
Aspartato + 0,017 Cisteina + 0,049 Glutamato + 0,049

Glutamina + 0,115 Glicina + 0,018 Histidina + 0,054 Isoleucina

+ 0,084 Leucina + 0,064 Lisina + 0,029 Metionina + 0,035
Fenilalanina + 0,041 Prolina + 0,040 Serina + 0,047 Treonina
+ 0,011 Triptofano + 0,026 Tirosina + 0,079 Valina + 4,3 ATP
=PROTEINA + 4,3 ADP

Nota: PROTEINA equivale a 108,9 gramas

BIOSSINTESE DE RNA

0,256 ATP + 0,262 UTP + 0,286 GTP + 0,196 CTP + 0,4 ATP
= RNA + 0,4 ADP

Nota: RNA equivale a 323 gramas
BIOSINTESE DE DNA

0,245 dATP + 0,245 dTTP + 0,255 dGTP + 0,255 dCTP + 1,4
ATP = DNA + 1,4 ADP

79
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69

70

71
72
73

74

80

Nota: DNA equivale a 310 gramas

BIOSSINTESE DE CEFAMICINA C

Lisina + NAD + Cisteina + Valina + 4 a.cetoglutarato +
Carbamoil.P + N5.Metiltetraidrofolato + 5 ATP + 4 O, =
CEFAMICINA C + Glutamato + 3 Succinato + Tetraidrofolato
+ 4 AMP + ADP + NADH + 3 CO»

BIOSSINTESE DE ACIDO CLAVULANICO

Arginina + Gliceraldeido.3.P + ATP + 3 a.cetoglutarato +
NADPH + 3 02 = ACIDO CLAVULANICO + AMP +3CO, + 3
Succinato + Uréia + NADP + NH3 I

BIOMASSA

Considerando: 45,6% Proteina
9,8 % RNA
20 % Lipideos

20,2 % Carboidratos
4,4% DNA

4,187 PROTEINA + 0,303 RNA + 0,781 LIPIDEO + 1,247
CARBOIDRATO + 0,142 DNA = BIOMASSA (g) |
Nota: BIOMASSA equivale a 100 grama de células

REACOES PARA CONVERSAO DE COENZIMAS
REDUZIDAS EM ATP

FADH2 + 1,5 ADP + 0,5 02 = FAD + 1,5 ATP I
NADH + 2,5 ADP + 0,5 02 = NAD +2,5 ATP |
NADPH + 2,5 ADP + 0,5 O2 = NADP + 2,5 ATP I
REACAO COMPLEMENTAR SINTESE DE LISINA

Aspartato.4.semialdeido + NADPH = Homoserina + NADP I

CATABOLISMO DA LISINA
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75 Lisina + 2 a.cetoglutarato + 3 NAD + FAD + ATP =2
Glutamato + 2 Acetil. COA + 2 CO2 + FADH2 + 3 NADH+ ADP I

REACAO GOGAT
76 Glutamina + a.cetoglutarato + NADPH = 2 Glutamato + NADP I

Transporte Lisina
77 Lisinae + ATP = Lisina + ADP I

BIOSSINTESE DE HOLOMICINA

2 Cisteina + ATP + 2 FAD +NADP + Acetil.CoA =
78 HOLOMICINA + ADP + 2 FADH, + NADPH + CO, |

Transporte de glutamato
79 Glutamatoe + ATP = Glutamato + ADP I

Transporte de Amonia
80 NH3=NH3e R

GLICONEOGENESE
81 Frutose.1,6.P = Frutose.6P |
82 Glicose.6.P = Glicose I

CATABOLISMO DO GLUTAMATO
83 Glutamato + NADP = a.cetoglutarato + NADPH + NH3 I

5.6 Distribuicdo de fluxos metabdlicos

Pela estequiometria das rea¢cfes do modelo, as quantidades de C, N e O na
entrada devem ser mantidas nos componentes de saida. Desta forma, inserindo-se
os dados de entrada no programa Optflux (concentragcbes de substratos e
concentragdo celular inicial) espera-se fechar o balanco de massa para aqueles
elementos (C, N e O) na saida. Para proporcionar a melhor visualizacdo das
distribuicbes dos fluxos utilizou-se como base de calculo uma quantidade de 100
mmols de maltose, um dos substratos limitantes do crescimento.

Os dados de consumo de substratos e formacgao de produtos obtidos durante
o cultivo das linhagens em meio A e meio B (Tabela 4.6 e 4.7) foram utilizados para
simular o modelo metabdlico. O periodo do cultivo utilizado para a simulacao foi a

fase exponencial do crescimento dos micro-organismos, de forma que foram
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consideradas as variacdes globais dos componentes (Tabelas 5.3, 5.4 e 5.5). Esta
estratégia também foi adotada por Goel et al. (2003). Iniciou-se o0 processo de
simulacdo das linhagens apos a fase lag, finalizando-se apos estabilizacdo da
concentracao celular. Assim, no meio A os periodos de simulacao para as linhagens
selvagem e mutante foram de 9,5 a 29,5 e 9,0 a 32,0, respectivamente. No meio B, o
periodo de simulacdo para o mutante foi de 12,0 a 36,0.

Tabela 5.3: Varia¢Oes globais de consumo de substratos e formacdes de produtos
durante a fase exponencial do cultivo de ATCC 27064 em meio contendo lisina e
glutamato como fontes de nitrogénio.

Variagao global

Metabolitos 1 1 ) Fluxo Normalizado
g.L mmol.L gdeC.L'1

Maltose 4,59 12,75 5,10 100

Lisina 1,84 10,07 3,97 79,011
Glutamato 6,42 34,31 16,54 269,080
Biomassa 1,99 1,99 1,06 15,589
Proteina 0,736 6,76 3,57 53,008

Hol 0,097 0,45 0,177 3,550

CefC 0,016 0,03 0,015 0,273

AC 0,011 0,06 0,027 0,434

Com os dados reais obtidos nos cultivos com a linhagem mutante foi possivel
realizar uma balanco de C. Os valores foram de 100% e 97,5% para 0s meios A e B,
respectivamente. Isto demonstra a precisdo das analises de consumos de substratos
e de formacao de produtos. Para o cultivo com a linhagem selvagem néo foi possivel

realizar tal balanco, uma vez que nao foram obtidos dados da evolucéo de CO,.

Tabela 5.4: Varia¢des globais de consumo de substratos e formagdes de produtos
durante a fase exponencial do cultivo de Hol.80 em meio contendo apenas lisina
como fonte de nitrogénio

Variacéo global

Metabdlitos . ) . Fluxo Normalizado
g.L1 mmol.L'1 gdeC.L'1
Maltose 6,61 18,36 7,3444 100
Lisina 2,08 11,36 4,477 61,887
Biomassa 1,75 1,75 0,929 9,508
Proteina 0,519 4,76 2,515 25,946
Hol 0,043 0,20 0,079 1,104

CefC 0,039 0,09 0,038 0,480
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Tabela 5.5:Varia¢des globais de consumo de substratos e formacdes de produtos
durante a fase exponencial do cultivo de Hol.80 em meio contendo lisina e glutamato
como fontes de nitrogénio.

Variagao global

Metabdlitos gLl mmol.L1 gde C.L1 Fluxo Normalizado

Maltose 3,20 8,89 1,28 100

Lisina 3,00 16,44 1,18 184,950
Glutamato 4,54 28,05 1,46 315,563
Biomassa 2,57 2,57 1,37 28,913
Proteina 0,511 4,69 0,270 52,789
Hol 0,028 0,131 0,011 1,473
CefC 0,072 0,161 0,031 1,809
AC 0,008 0,038 0,004 0,430

A funcéo objetivo estabelecida foi a maximizacdo de energia, interpretada
como energia liberada na forma de ATP em ADP. A distribuicdo dos principais fluxos
no processo de simulacdo de todos os cultivos visando o maximo de energia €
apresenta nas Figuras 5.44, 5.45 e 5.46. Deste modo assumiu-se que todo o C que
nao fosse utilizado para a sintese celular, seria oxidado a producéo de energia.

Observaram-se fluxos elevados pela via das pentoses-fosfato e pelo ciclo de
Krebs. A via das pentoses-fosfato é responsavel pelo suprimento de NADPH,
precursor essencial para vias anabolicas de sintese celular. Os dados utilizados para
simulacdo foram obtidos durante a fase exponencial de crescimento condizendo,
portanto, com os valores elevados de fluxos por esta via. Por outro lado o ciclo de
Krebs é responsavel principalmente pela producéo de energia para a célula. O fato
de os fluxos estarem elevados no ciclo de Krebs indica uma alta demanda
energeética.

Com os dados reais e com 0s obtidos por meio de processo de simulacao
(Solugdes 1, 2 e 3) foi possivel estimar o0 consumo energético médio de cada cultivo
durante a fase exponencial. Nos cultivos em meio contendo as duas fontes de
nitrogénio (lisina e glutamato), os valores de energia de manutencao resultantes nas
simulacdes foram de 19,98 mmol de ATP .gceua~-h™ e 13,69 mmol de ATP .gegiua *.h°
! para as linhagens ATCC 27064 e Hol.80, respectivamente. No cultivo com lisina o
valor simulado de energia de manutencéo para o mutante foi de 17,48 mmol de ATP
.gcélula™®.h™. Cavallieri (2014) simulou as distribuicdes de fluxos para um cultivo
continuo da linhagem selvagem em meio contendo apenas lisina como fonte de

nitrogénio, obtendo 6,3 mmol ATP.gesua~.h™ para a fase exponencial e 6,0 mmol
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ATP.geewia -.h™* para a fase alimentada, respectivamente. Sugere-se que 0s maiores
valores de ATP estéo relacionados a presenca de Hol no meio, a qual afetou o
micro-organismo, exigindo maior quantidade de energia para manter as células
viaveis. De acordo com Stephanopoulos et. al. (1998), a energia de manutencéo é
influenciada pelo tipo de micro-organismo e pelas condi¢cfes da cultura. Os autores
listaram uma ampla faixa de valores, de 1 a 18,9 mmols de ATP.g'célula.h™
endossando, assim, os dados obtidos nos trabalhos de nosso grupo de pesquisa.
Ainda, a metabolizacdo dos esqueletos carbbnicos de glutamato e de lisina é
realizada através do ciclo de Krebs, o que também justifica os altos fluxos através
deste ciclo. Devido ao alto consumo de glutamato, a atividade do ciclo de Krebs no
micro-organismo aumentou cerca de trés vezes com relacdo ao meio contendo
apenas lisina.

Os resultados das simulacdes para os cultivos também permitiram estimar a
demanda por O,. Nos meios em que foi produzido Hol em concentracbes que
acarretaram um menor crescimento, tanto com a linhagem selvagem como com o
mutante, obteve-se menor demanda especifica de O,, entre 3,5 e 4,8 mmol de
O,.0ceiua ~-h™* . Estes valores correspondem a cerca de 50% do estimado por
Cavallieri (2014), 8,85 mmol de O,.g*.h™*, para a fase exponencial do cultivo da
linhagem selvagem no qual néo foi produzido Hol (Item 5.4.1).



Figura 5.44: Mapa de distribuicdo dos principais fluxos durante a fase exponencial
do cultivo de ATCC 27064 em meio contendo lisina e glutamato
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. GA.3P: Gliceraldeido.3.fosfato; PEP: Fosfoenolpiruvato; a.ACG: a.cetoglutarato;
SUCC.COA: Succinil.Coenzima A; OAA: Oxaloacetato; CA.P: Carbamoil Fosfato)

Solucgéo 1.

100.0 Maltose + 79.011 Lisinae + 269.08 Glutamatoe + 1857.47 O2 ..> 53.008
Proteina + 7813.99 Energia + 15.589 Biomassa + 0.273 CefC + 0.434 Aclav +
2041.9 CO2 + 230.187 NH3e + 3.55 Holomicina.
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Figura 5.45: Mapa de distribuicdo dos principais fluxos durante a fase exponencial
do cultivo de Hol.80 em meio contendo lisina
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. GA.3P: Gliceraldeido.3.fosfato; PEP: Fosfoenolpiruvato; a.ACG: a.cetoglutarato;
SUCC.COA: Succinil.Coenzima A; OAA: Oxaloacetato; CA.P: Carbamoil Fosfato)

Solucéo 2.
100.0 Maltose + 61.887 Lisinae + 999.398 O2 ..> 25.946 Proteina + 4313.7 Energia
+ 9.508 Biomassa + 0.48 CefC + 1010.21 CO2 + 13.5454 NH3e + 1.104 Holomicina
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Figura 5.46: Mapa de distribuicdo dos principais fluxos durante a fase exponencial
do cultivo de Hol.80 em meio contendo lisina e glutamato.
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. GA.3P: Gliceraldeido.3.fosfato; PEP: Fosfoenolpiruvato; a.ACG: a.cetoglutarato;
SUCC.COA: Succinil.Coenzima A; OAA: Oxaloacetato; CA.P: Carbamoil Fosfato)

Solucéo 3
100.0 Maltose + 184.95 Lisinae + 315.563 Glutamatoe + 2132.97 O2 ..> 52.789
Proteina + 8245.26 Energia + 28.913 Biomassa + 1.809 CefC + 0.43 Aclav +

2310.51 CO2 + 387.954 NH3e + 1.473 Holomicina.
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6 CONCLUSOES

Apesar de lisina favorecer a producdo de CefC e AC e resultar em producao
desprezivel de Hol pela linhagem selvagem, o mesmo ndo ocorreu com o0 mutante
Hol.80 em meio contendo apenas este aminoacido. No entanto a linhagem mutante
produziu maiores concentracdes de Hol e menores de beta-lactamicos com relacao

a selvagem.

O meio contendo lisina e glutamato resultou em producdes despreziveis de
AC e CefC por ambas as linhagens, enquanto Hol foi produzida em maiores
concentragbes por ambas as linhagens comparativamente aos cultivos utilizando

apenas lisina.

Avaliando-se o crescimento em uma Unica fonte de C por meio de estimativa
de parametros cinéticos, a linhagem selvagem e o mutante Hol.80 apresentaram o
mesmo comportamento em maltose e glutamato. Por outro lado, 0 mutante mostrou
um crescimento desprezivel em lisina, observando-se que este aminoacido serviu

apenas para manter integra a pouca biomassa formada durante o cultivo.

Analisando-se os dados experimentais e 0os modelos cinéticos ajustados
concluimos que:

(&) com relacdo a combinacdo maltose e lisina, lisina ndo € uma fonte C
adequada para o crescimento de S. clavuligerus; no entanto, mostrou-se uma fonte
eficiente para manutencéo celular e maltose para o crescimento celular.

(b) na combinagcdo maltose, glutamato e lisina, foi observado que maltose e
glutamato atuam juntamente como fontes principais de crescimento e lisina

exclusivamente como fonte de manutencéo celular.

Estudos de distribuicdo de fluxos mostraram que a presenca de Hol promove
0 aumento na demanda energética, ja que este composto exerce certa toxicidade as
células microbianas, exigindo maior consumo energético para manter a viabilidade
das células. Ainda, verificou-se que a atividade do ciclo de Krebs aumentou cerca de
trés vezes na presenca do glutamato no meio, com relagdo ao meio contendo

apenas lisina.
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