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RESUMO

Streptomyces clavuligerus é uma bactéria filamentosa, capaz de produzir acido clavulanico
(AC), um importante farmaco B-lactdmico. Sendo necessario o controle de pardmetros como
pH, temperatura, homogeneizacdo do caldo, adequada transferéncia de oxigénio e
cisalhamento para melhora de processos biotecnoldgicos. Sabe-se que a partir da transferéncia
de oxigénio e da velocidade média de cisalhamento imposta ao sistema nesses biorreatores, por
meio do uso de maiores ou menores rotacdes dos impelidores, a producgdo de &cido clavulanico
é afetada, pois essas varidveis influenciam no crescimento do microrganismo, na reologia e
morfologia do microrganismo presente no caldo fermentativo e na formacéo e estabilidade da
molécula de AC. No presente trabalho, foram realizados experimentos para determinacdo
volumétrica de oxigénio com diferentes conformacdes para encontrar o melhor posicionamento
dos impelidores. Com a melhor conformacéo, estudou- se a transferéncia de oxigénio com
diferentes vaz0es e rotacdes de ar. Os resultados desses experimentos mostram que um sistema
pode apresentar melhores ou piores resultados de transferéncia de oxigénio para 0 processo,
dependendo da sua geometria. A varia¢dao na distancia entre os impelidores aumentou em até
83% a transferéncia de oxigénio do biorreator. Foram realizados cultivos de Streptomyces
clavuligerus em biorreator convencional com diferentes vazdes, rotacbes e composicao de gas
para comparar os diversos efeitos sofridos na morfologia dos microrganismos, consumo de
substrato, densidade otica e reologia e producéo de acido clavulanico. Com diferentes rotagdes
e aeracdo foi possivel estudar a velocidade de cisalnamento e transferéncia de oxigénio
independentemente, sendo capaz de saber como cada varidvel afeta a producdo de &cido
clavulanico. O aumento da transferéncia de oxigénio acelerou a producéo do acido clavulanico,
mas ndao aumentou sua producdo, os resultados obtidos evidenciam que a condicdo de
cisalhamento é a grande responsavel pelo aumento na producdo do farmaco, pois ocorre a
formacdo de hifas ndo ramificadas no caldo fermentativo, aumentando a producdo do

metabdélito em até 45%.

Palavras-chave: acido clavulanico, taxa de cisalhamento, transferéncia de oxigénio,

biorreator convencional, morfologia, kLa



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus is a filamentous bacterium, producing of clavulanic acid (CA), an
important B-lactam drug. It is necessary to control parameters such as pH, temperature, broth
homogenization, adequate oxygen transfer and shear to improve biotechnological processes.
Knows that from the transfer of oxygen and the average shear velocity imposed to the system
in these bioreactors, through the use of greater or smaller rotations of the impellers, affect
the production of clavulanic acid, since these variables influence the growth of the
microorganism, in the rheology and morphology of the microorganism present in the
fermentative broth and in the formation and stability of the CA molecule. In the present
work, experiments were carried out for the volumetric determination of oxygen with
different conformations to find the best positioning of the impellers. With the best
conformation, the transfer of oxygen with different flow rates and air rotations was studied.
The results of these experiments show that a system can present better or worse oxygen
transfer results to the process depending on its geometry. The variation in distance between
the impellers increased by up to 83% the transfer of oxygen from the bioreactor.
Streptomyces clavuligerus cultures were grown in conventional bioreactor with different
flow rates, rotations and gas composition to compare the different effects of microorganism’s
morphology, substrate consumption, optical density and rheology and clavulanic acid
production. With different rotations and aeration it was possible to study the shear rate and
oxygen transfer independently, being able to know how each variable affects the production
of clavulanic acid. The increase in oxygen transfer accelerated the production of clavulanic
acid, but did not increase its production, the results obtained show that the shear condition is
the major responsible for the increase in the production of the drug, since the formation of
unbranched hyphae occurs in the fermentative broth , Increasing the production of the

metabolite by up to 45%.

Keywords: clavulanic acid, shear rate, oxygen transfer, conventional bioreactor,

morphology, kLa
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1. INTRODUCAO

O écido clavulanico (AC), um metabdlito secundario, sintetizado por Streptomyces
clavuligerus é um potente inibidor de enzimas p-lactamases, responsaveis pela clivagem do
anel B-lactamico, resultando na perda da acdo antibacteriana dos antibioticos. A resisténcia
microbiana aos antibioticos p-lactamicos tem se tornado cada vez mais comum resultando
em surgimento de microrganismos mais potentes e resistentes. Torna-se evidente a
necessidade de B-lactamicos mais estaveis a acdo das pB-lactamases uma vez que 0s grupos
penicilina e cafalosporina de B-lactamicos representam 45% do mercado de antibi6ticos
utilizados (Rosa et al., 2005; Saudagar et al., 2008; Cerri e Badino, 2012; Hamad, 2010).

Entre as formas de se evitar a acdo destrutiva das enzimas B-lactamases tem-se:
alteracdo da estrutura dos compostos f-lactamicos, tornando-os insensiveis a hidrélise pela
B-lactamase e mantendo seu potencial antibidtico ou utilizacdo de um reagente em conjunto
com o antibiotico B-lactamico, o que em outras condicdes seria rapidamente desativado pela
enzima (Hakimelahi et al., 2002)

Assim como o acido clavulanico, as estruturas moleculares dos metabdlitos
secundarios de modo geral podem ser formadas por anéis p-lactamicos, peptideos ciclicos
contendo aminoacidos ndo proteicos, agucares incomuns, nucleosideos e polienos. Apenas
algumas espécies de géneros especificos sdo capazes de produzi-los, atraves de processos

fermentativos. (Demain e Fang, 1995; Baptista Neto et al., 2005).

Todos os antibidticos da classe dos B-lactamicos, os mais utilizados no tratamento de
infeccdes bacterianas, tém mecanismo de acdo via inibicdo da sintese da parede celular,
possuem em sua estrutura molecular o anel B-lactamico e podem ser divididos em cinco
subgrupos, entre eles o clavamas na qual o AC se inclui, de acordo com a estrutura molecular

béasica, conforme mostra a Figura 1:
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Figura 1. Subgrupos das classes dos antibidticos S-lactamicos (adaptado de Baptista Neto,
2004)

Comercialmente o acido clavulanico é encontrado no Brasil como Clavulin®,
contendo amoxilina e clavulanato de potassio fornecido pelos laboratérios BRAINFARMA;
EMS; EUROFARMA; MEPHA; NOVARTIS e RANBAXY (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA). Apesar da sua baixa atividade antibacteriana, o AC é
bastante utilizado em combinagdo com antibioticos mais potentes. A baixa produtividade do
AC é o grande desafio para sua obtencdo em larga escala, sendo necessario condicdes

especiais de cultivo como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo (Dekun et al., 2013).

Assim como o cultivo de Streptomyces clavuligerus, em geral, bioprocessos com
microrganismos sdo majoritariamente processos aerobios ou aerdbios facultativos, sendo o
oxigénio essencial no suprimento de energia para o metabolismo, crescimento, sintese de
produtos, transporte, e outras atividades celulares. (Schimidell, 2001; Berg et al., 2007).
Apesar da importancia da biodisponibilidade do oxigénio no meio reacional, sua baixa
solubilidade no meio de cultivo quando comparada a solubilidade de outros nutrientes, pode
ser a etapa limitante para se obter as melhores condi¢bes de cultivo. O que é ainda mais
agravado na presenca de microrganismos aerdbios, devido a demanda elevada e crescente de
consumo global de oxigénio em biorreatores batelada e batelada alimentada. (Garcia- Ochoa
e Gomez, 2009; Bustamante, 2013).



O processo de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida, no caso
de cultivos de fungos filamentosos ou bactérias é limitado pela geracdo de caldos mais
viscosos, a medida que as células véo se reproduzindo, o que dificulta a transferéncia de
massa em um sistema heterogéneo (gases, meio de cultura e microrganismos) (Campesi,
2007; Bustamante, 2013; Campani, 2014). Assim, a demanda de oxigénio requerida em
cultivos aerdbicos varia de acordo com o tipo de microrganismo, 0 comportamento de
crescimento e a concentracdo celular. Por isso equacionar a real demanda de oxigénio
requerida e controlar a taxa de transferéncia de oxigénio gasoso para o meio de cultura é
crucial na melhora de processos biotecnoldgicos, garantindo seu bom desempenho em
diferentes escalas e diferentes condicdes de operacdo (Garcia-Ochoa e Gomez, 2009;
Bustamante, 2013; Esperanga, 2014).

Para avaliar a taxa a transferéncia de oxigénio em biorreatores, o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a), definido como o produto do coeficiente
convectivo de transferéncia de massa (kL) e area interfacial de troca de massa (a), dada pela
relacdo entre a area total das bolhas e o volume atil do biorreator, deve ser determinado.
Sendo esse um parametro importante para avaliar a capacidade de transferéncia de oxigénio
em reatores, com diferentes condi¢Ges operacionais e geometricas, assim como a diferenca

entre misturas.(Kargi e Moo-Young, 1985).

A taxa de transferéncia de oxigénio pode ser afetada pelos parametros geométricos,
caracteristicas reologicas do meio, como viscosidade e tensdo superficial, condigdes
operacionais e pela concentracdo e morfologia dos microrganismos. Portanto, acompanhar
0 desempenho de transferéncia de oxigénio em um sistema, através do controle do k.a é
muito importante em processos aerdbicos ou aerobicos facultativos, para manter uma
adequada concentracdo de oxigénio no meio de cultivo e para que juntamente com
modificacbes em pardmetros operacionais, tais como a frequéncia de rotacdo do agitador
(N), vazéo especifica de alimentag&o de ar (Par) ou enriquecimento do gas com Oz puro, seja
alcancada a homogeneizacao e aeracdo desejadas no caldo de cultivo, garantindo o melhor

desempenho do sistema (Rollins et al., 1988; Gavrilescu et al., 1993).

Em bioprocessos aerobicos, além da aeracdo adequada do sistema é extremamente
necessario conhecer o comportamento reolégico do seu meio de cultura, pois de acordo com
seu perfil um processo pode demandar maiores cuidados do que outros para se obter um
sistema adequado de transferéncia de massa (Campesi, 2007). Um dos parametros que pode
ser alterado de acordo com o perfil reoldgico de um fluido é o cisalhamento, definido como
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a forca resultante das tensdes paralelas a seccao transversal de um objeto, que tem a funcédo
de causar a deformacdo de um corpo (Bustamante, 2013). A velocidade de cisalhamento é a
variavel responsavel por garantir a correta e suficiente transferéncia de massa e energia para
0 meio, assegurando o suprimento para o metabolismo celular, crescimento, sintese de
produtos, transporte, e outras atividades celulares. Dessa forma, quando a forca
hidrodindmica é subestimada pode ter uma perda da biossintese do produto engquanto o
excesso da taxa de cisalhamento pode resultar em perda de viabilidade, rompimento das
células e morte microbiana. Sendo assim, o conhecimento e controle desse parametro em
processos que envolvam microrganismos sensiveis ao cisalhamento, € muito importante no
projeto e no controle operacional do biorreator, a fim de garantir que o efeito hidrodindmico
seja positivo (Contreras et al., 1999; Cerri e Badino, 2012).

A sensibilidade celular ao cisalhamento pode estar relacionada ao cisalhamento
causado pelo impelidor e/ou as condi¢des de cisalhamento pela aera¢do impostos ao longo
do cultivo. Dessa forma, é necessario assegurar as melhores condi¢des de agitagéo e aeragédo
no meio, levando em conta a forma de fornecimento de oxigénio, o tipo e o grau de agitacéo
que serdo utilizados no cultivo, sem provocar efeitos negativos na morfologia, metabolismo,
composicao, biossintese e viabilidade celular, garantindo um ambiente fisico-quimico
adequado aos microrganismos (Meijer et al., 1993). Em biorreatores convencionais, a
velocidade de cisalhamento estd diretamente ligada a frequéncia do impelidor, porém
diminuir a velocidade de agitacdo do meio pode ndo ser uma alternativa viavel, uma vez que
essa acarreta em baixa transferéncia de massa para 0 meio de cultivo, limitando o processo
(Ho e Olshue, 1987; Badino e Schimidell, 2001).

A relacdo entre o produto de interesse e a morfologia do microrganismo € de grande
importancia em uma fermentacéo, sendo a variacdo morfologica responsavel por alterar as
propriedades reoldgicas do caldo fermentativo, afetar os fenémenos de transporte no interior
do biorreator e a eficiéncia e produtividade do processo global. (Papagianni, 2004; Robson
et al., 2008). Assim, estudos vem sendo desenvolvidos para que se obtenha um grau
adequado de mistura nos processos bioquimicos, favorecendo a transferéncia de massa e
calor nos cultivos, suficientes para um bom crescimento celular e elevada produtividade,
porém com menores danos as células (Patel e Thibault, 2009; Michelin, et al., 2013; Lan, et
al., 2013).

Diante do apresentado, observa-se a importancia de condi¢cdes 6timas de cultivo,
como transferéncia de oxigénio e cisalhamento, sobre o crescimento, producdo de AC e
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morfologia de Streptomyces clavuligerus. Apesar de ambos serem dependentes da agitagéo
imposta no biorreator e a vazao de ar de operagdo, € de extrema importancia o estudo de
forma dissociada dos efeitos causados por cada um desses parametros na producao de acido

clavulanico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Streptomyces clavuligerus

Streptomyces clavuligerus € uma bactéria gram-positiva, filamentosa, estritamente
aerébia, na qual foi descrita inicialmente como microrganismo produtor apenas de
cefamicina C, sendo posteriormente reportada como produtora de outros antibiéticos (j-
lactdmicos ou ndo) tais como o &cido clavulanico e penicilina (Higgens e Kastner, 1971;

Liras e Rodriguez-Garcia, 2000).

Refere-se a uma bactéria pertencente ao grupo dos actinomicetos, caracterizado por
possuir uma estrutura mais complexa quando comparado aos outros grupos bacterianos,
embora seja mais simples que os fungos. De maneira geral, esse grupo possui hifas com
didmetro entre 0,5 e 1,0 um (Alexander, 1977). Streptomyces clavuligerus, inicialmente
formada por um micélio aéreo composto por um emaranhado de hifas ramificadas é
representada pela Figura 2.

Figura 2. Micélio de Streptomyces clavuligerus (arquivo proprio).

Em sua maioria a espécie do género Streptomyces sdo mesoéfilas e neutrofilicas, tendo
6timo crescimento em temperaturas de 28 a 45 °C e em ambientes de pH neutro (Ballows et
al.,1992). Em relacdo a fonte de carbono, essa bactéria ndo consome facilmente mono e

dissacarideos, como glicose, frutose, lactose e sacarose, que sdo geralmente utilizados em

10



processos fermentativos como principal fonte de carbono e energia. Dessa forma, utiliza-se

glicerol como fonte de carbono. (Puentes et al., 1989)

Do ponto de vista industrial Streptomyces clavuligerus é um dos mais importantes
microrganismos, sendo capaz de produzir até 21 metabdlitos secundarios, incluindo alguns
que apresentam atividade antibacteriana como Cefamicina C e Penicilina N e de inibidores
de B-lactamases como BLIP e o &cido clavulanico. (Paradkar et al., 1998; Neves et al., 2001;
Liu et al., 2004).

2.2. Acido clavulanico

O Acido Clavulanico (AC) consiste em uma estrutura que nio possui grupos
hidrofdbicos fortes e apresenta como propriedade caracteristica baixa estabilidade quimica,
0 que leva a baixos rendimentos de em processos de recuperacdo (Mayer et al., 1996). O
mecanismo de a¢do do AC consiste na sua ligacédo irreversivel ao grupo hidroxila de uma
serina no centro ativo das B-lactmases, produzindo um intermediario estavel e inativando a
enzima (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000). Como ilustrado na Figura 3, a estrutura molecular
do AC ¢ formada por dois aneis, o B-lactamico e o oxazolidino.

il Bl COOH Anel oxazolidino
Anel B-lactamico

Figura 3 — Estrutura molecular do &cido clavulanico (Liras e Rodriguez-Garcia, 2000).

A baixa atividade antibacteriana do AC, quando comparado a outros antibioticos,
torna inviavel utiliza-lo sozinho no tratamento antibacteriano, tornando comum formulacdes
conjuntas entre ele e outros antibidticos p-lactamicos sensiveis a acdo de B-lactamases, tais
como penicilina e cefalosporina. A aplicacdo de combinagdes como estas, tem resolvido o
problema da resisténcia bacteriana aos antibioticos B-lactamicos (Dekun, 2013; Cerri e
Badino, 2012; Baggaley et al., 1997).
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O AC apesar de ser um farmaco de alto valor agregado, tem sua escala industrial
comprometida, fruto da sua baixa produtividade. As associa¢Ges farmacéuticas contendo o
AC, comercializadas no Brasil, sdo provenientes de multinacionais e é comercializado como

um composto de amoxilina e clavulanato de potéssio.

2.3. Producéo de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus

O AC ¢ tradicionalmente produzido a partir de processos fermentativos utilizando a
bactéria Streptomyces clavuligerus, tendo seu crescimento celular, consumo de substrato e
taxa de producéo influenciados pelo pH, temperatura, composi¢do do meio, agitagéo, aeragdo
impostos (Gouveia et al., 1999; Kirk et al., 2000, Saudagar et al., 2008).

A composi¢cdo do meio é de extrema importancia nesse e em outros processos
fermentativos, em especial carbono e nitrogénio, que resultam no acimulo de diferentes
metabolitos. Para a producdo de AC os meios mais utilizados na literatura apresentam
glicerol ou lipideo como fonte de carbono e derivados da soja (como farinha de soja, isolado
proteico de soja, farelo de soja) como fonte de nitrogénio (Saudagar et al., 2008). Quanto
aos tipos de derivados da soja, como fontes de nitrogénio, estudos literarios mostram que a
producdo de AC é maior nos cultivos que utilizam farinha de soja como derivado, sendo
benéfica para o crescimento de Streptomyces clavuligerus e producéo do farmaco. (Wang et
al., 2005; Ortiz et al., 2007; Saudagar et al., 2008).

A partir dos estudos de Teodoro et al. (2006) conclui-se que uma grande concentracao
inicial de nitrogénio resulta em maior liberacdo de amonia durante o cultivo devido ao
catabolismo de aminoéacidos, inibindo a producdo de AC, pois apresentam efeito negativo
sobre 0 metabolismo secundario, como repressao de enzimas responsaveis pela assimilacéo
de outras fontes de nitrogénio (como aminoacido e ureia) causando citotoxicidade em alguns
microrganismos. Portanto, a concentracdo da fonte de nitrogénio e consequentemente a
concentracdo de ions amonio, devem assegurar um crescimento celular satisfatorio
combinado com uma elevada biossintese do produto de interesse. (Demain e Fang, 1995;
White, 1995; Roubos et al., 2002) A concentracio inicial de nitrogénio proximaa 3,0 g.L* de
N total proporcionou bom crescimento celular e a maior producéo especifica de AC ao longo

de todo o cultivo.

Streptomyces clavuligerus € incapaz de assimilar a glicose a glicose como fonte de
carbono, pois ndo consegue transporta-la através da membrana celular. Sendo assim, a fonte

de energia mais utilizada tem sido lipideos. Embora as fontes de energia mais simples para
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o crescimento celular e producdo de metabdlitos secundérios sejam derivadas do carbono, €
necessario assegurar que sejam usadas fontes de baixa solubilidade (como lipideos), pois
fontes muito solGveis podem atuar como inibidores na biossintese de metabdlitos
secundérios de interesse, tais como penicilina e cefalosporina. (Zhang e Demain, 1992;
Saudagar et al., 2008)

Quanto aos efeitos dos 6leos vegetais (6leo de soja, 6leo de girassol e 6leo de milho)
no cultivo de Streptomyces clavuligerus, tem-se comportamentos similares nos cultivos
realizados, na producédo de AC e crescimento microbiano. De maneira geral, a fonte carbono
principal do microrganismo é o glicerol, sendo a producdo de AC maior nos cultivos que
utilizam concentracdes iniciais menores de lipideos, uma vez que sdo consumidos apenas
apos total aproveitamento de glicerol como substrato (Maranesi et al., 2005; Ortiz et al.,
2007).

2.4. Biorreator convencional

Biorreatores sdo todos os equipamentos utilizados para converter matérias-primas em
produtos utilizando microrganismos, células animais, vegetais ou enzimas. Sendo
responsaveis por manter os microrganismos envolvidos em um ambiente adequado, na
tentativa de prover condi¢cdes 6timas de crescimento, como temperatura, pH, substrato, sais
nutricionais, vitaminas e oxigénio (para organismos aerobios), possibilitando que as células

crescam e produzam os metabdlitos de interesse (Schiigerl, 1992).

A homogeneizacdo e mistura num biorreator ¢ fundamental para o sucesso da
fermentacdo, pois a falta de um nutriente pode ser crucial para o crescimento do
microrganismo. Além deste fator, a homogeneizacdo também é importante para a dispersao
de solidos insoltveis, a homogeneizacao de temperatura, pH e nutrientes em todo o reator e

a transferéncia de oxigénio para o meio liquido (Cerri, 2009).

Embora existam muitos modelos de biorreatores empregados em processos
biotecnolodgicos, o0 biorreator do tipo tanque agitado e aerado é o mais empregado de todos
0s reatores, por isso conhecido como convencional ou padrdo, em todas as escalas de

producdo, desde os laboratorios de pesquisa até as industrias de bioprocessos.

Charles (1985) justifica os biorreatores convencionais serem 0s mais utilizados na
industria de fermentacdo por assegurar correta distribuicdo dos nutrientes, sendo a agitacao
desse biorreator a responsavel pelas transferéncias de massa, calor, movimento e

homogeneizacdo das suspensdes. Por retornar um minimo de morte celular resultante da
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adicao de &cido e base concentrados para o controle de pH e a facilidade no aumento de
escala.

A necessidade de otimizacdo de tarefas especificas no biorreator convencional,
resultou na elaboracgéo de diferentes tipos de impelidores, sendo mais utilizado o impelidor
turbina de seis péas planas ou tipo Rushton, com o aspersor de gés localizado abaixo do
impelidor (Asenjo e Merchuck, 1994).

Tendo em vista a importancia da agitacdo do meio, é de se esperar que quanto maior
for & agitagdo, maior serd a transferéncia de oxigénio, fator limitante em processos
fermentativos envolvendo o cultivo de microrganismos aerdbios. No entanto, quanto maior
a agitacdo maior também serd o cisalhamento celular que pode causar mudangas
morfoldgicas irreversiveis no microrganismo, e por consequéncia, mudancas reoldgicas no
caldo fermentativo, influenciando desta forma a biossintese do produto de interesse.
Portanto, valores extremamente baixos de agitacdo e aeracdo irdo ocasionar em perda de
biossinte do produto de interesse, em contrapartida o seu excesso pode ser prejudicial ao

metabolismo e morfologia celular. (Merchuck e Gluz, 1999; Garcia -Ochoa et al., 2015).

2.5. Transferéncia de oxigénio

Projetar adequadamente um processo que tenha correta transferéncia de massa para
todo o cultivo é de extrema importancia. Porém o oxigénio tem uma baixa solubilidade, que
chega a ser de 1.000 a 10.000 vezes menor quando comparado a outros nutrientes presentes
no meio, como a glicose, tornando esse um problema caracteristico em bioprocessos. Esse
problema é ainda mais agravado a medida que o processo evolui, estando associado as altas
taxas de velocidades de respiracdo, demandando uma alta transferéncia de oxigénio para o
meio fermentativo (Bailey e Ollis, 1986). Dessa forma, em culturas aerdbicas, equacionar a
real demanda de oxigénio requerida pelo meio, independente da escala e das condicdes
operacionais, garante o fornecimento correto de oxigénio para 0 meio e consequentemente

otimizacdo da producdo dos metabdlitos desejados (Cerri, 2009).

O oxigénio gasoso sofre inumeras resisténcias até o seu consumo final, conforme

ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. llustracdo das resisténcias associadas a dissolugdo e ao consumo de oxigénio em
processos aerobios (adaptado de Schmidell, 2001).

As nove resisténcias ilustradas sdo divididas em (1) difuséo através da pelicula
estagnada de gés; (2) interface gas-liquido; (3) difusdo através da pelicula estagnada de
liquido; (4) difuséo de oxigénio até a celula; (5) difusdo através da pelicula liquida em torno
da célula; (6) passagem pela interface caldo-agregado celular; (7) difusdo através do

agregado celular; (8) passagem pela membrana celular; (9) difusdo no citoplasma celular.

De uma maneira geral as resisténcias associadas a transferéncia de oxigénio para o
meio celular podem ser divididas em trés fases distintas: A primeira € a fase de transferéncia
do oxigénio para o liquido, na qual existem trés resisténcias (1, 2 e 3) a serem vencidas.
Dados literarios permitem deduzir que em razdo da intensa movimentacdo molecular do
oxigénio gasoso, a resisténcia 1 é desprezada. Assim como a resisténcia da interface gas-
liquido (resisténcia 2) é menosprezivel, quando ndo opera na presenca de substancias no
meio com capacidade de adesdo a essa superficie, como os antiespumantes. Dessa forma, a
barreira dominante na primeira fase de transferéncia de oxigénio é representada pela
resisténcia 3, relativa a pelicula liquida estagnada, que é funcao da difusividade do oxigénio
no meio liquido e a espessura da camada de pelicula estagnada. A resisténcia 4, segunda

fase, representa a difusdo do oxigénio liquido até a superficie celular. (Schmidell, 2001).

Por fim, tem-se a fase do consumo do oxigénio pelo interior das células (resisténcias
5,6, 7,8¢e9). Devido ao pequeno tamanho celular em conjunto com a elevada area de células
expostas ao meio liquido, a resisténcia 5 pode ser desprezada. Tal como a resisténcia 6 e 7,

uma vez que a membrana celular ndo faz barreira para o oxigénio, que penetra no interior
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das células por difusdo. Assim sendo, a resisténcia associada a taxa de consumo de oxigénio
na respiracdo celular (resisténcia 8) € a resisténcia mais significativa perante as demais
(Schmidell, 2001).

As resisténcias 1, 2 e 3 sdo conhecidas por um mecanismo muito conhecido de
transferéncia de massa em sistemas gas-liquido e podem ser descritos pela teoria das
peliculas estagnadas proposta por Lewis e Whitman (1924). O equacionamento da
velocidade de transferéncia de oxigénio do ar para 0 meio de cultura a partir dessa teoria é

proposto abaixo pela equacao 1:
np,.a =kpa (C; — C) (@8]
Na qual:
no, = Fluxo de oxigénio por area interfacial (g O2/m 2h);
a = Area superficial interfacial de troca de massa (m™);
ky.a = Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h);

Cs = Concentracéo de oxigénio dissolvido no seio liquido em equilibrio com a pressédo

parcial de oxigénio da fase gasosa (pg), segundo a lei de Henry (g O2/m®);
C = Concentragdo de oxigénio no meio liquido (g O2/m?)

Quando o sistema néo estiver em estado estacionario, a variagdo da concentracdo de

oxigénio dissolvido no meio liquido em funcao do tempo é equacionada como:

% =kpa (Cs— C) ()

Assim, para avaliar a taxa de transferéncia de oxigénio utiliza-se o kia como
parametro. Sendo k;, proporcional a raiz quadrada da difusividade e dependente da tenséo
aplicada ao longo do processo e caracteristicas moleculares. Enquanto a area interfacial seja
dependente do grau de turbuléncia no sistema, promovendo o contato gas-liquido. Assim,
esse parametro dependera do tipo de sistema de aeracdo envolvido (Higbie, 1935;
Dankwertz, 1951). A temperatura também afeta o coeficiente de transferéncia de oxigénio
de maneira direta, pois ao elevarmos a temperatura altera-se a velocidade das moléculas de
oxigénio na agua e no ar acima da superficie livre, aumentando a difusao molecular do soluto

gasoso no filme liquido superficial (Corréa, 2006).
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O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio € um parametro utilizado para
comparar a capacidade de transferéncia de oxigénio entre diferentes biorreatores, assim
como a diferenca entre misturas. Sendo o produto dos termos (k. e a) dependente do sistema,
da escolha do biorreator e condi¢bes operacionais, o controle do kia em um sistema é
fundamental para manter uma adequada concentracdo de oxigénio no meio de cultivo em

bioprocessos aerdbios, garantindo o melhor desempenho do sistema.

2.6. Reologia

Assim como o controle da aeracdo adequada, em fermentacBes é extremamente
necessario conhecer o comportamento reoldgico do seu meio de cultura, pois de acordo com
seu perfil, um processo pode demandar maiores cuidados, do que outros para se obter um
sistema adequado de transferéncia de massa (Campesi, 2007). Um dos parametros que pode
ser alterado de acordo com o perfil reoldgico de um fluido é o cisalhamento, responsavel

pela deformacdo de um corpo (Bustamante, 2013).

Charles e Wilson (1994), relatam que a maioria dos meios fermentativos sdo fluidos
Newtonianos, sendo a sua viscosidade independente da velocidade e da tensdo de
cisalhamento, apresentando uma proporcionalidade entre elas, porém ambas dependentes de
outros parametros fisico-quimicos como temperatura, pH e composi¢éo, sendo representados

pela equagdo da “Lei de Newton da viscosidade (equacao 3)”:
T=n.y (3)
Onde:
7 tensdo de cisalhamento (dina.cm)
y: velocidade de cisalhamento (s™)
w: viscosidade do liquido (dina.cm™)

Séo exemplos de fluidos Newtonianos: dgua e a maioria dos meios de cultura com

bactérias e fungos nao filamentos. Com
n>1 para fluido dilatante
n<1 para fluido pseudo-pléastico
Com n=1 para fluido Newtoniano. Nesses casos, tem-se:
n=K 4)
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A viscosidade de um fluido pode sofrer variagdes de acordo com o tipo do biorreator
e as condigOes operacionais empregadas no cultivo, como agitagdo, aeracdo, vazao
volumeétrica, entre outros. A equagdo 5 estabelece a relacdo desse pardmetro com a
velocidade e tensdo de cisalhamento (Campani, 2014).

T=K.y" 5)
Onde:
T: tensdo de cisalhamento inicial (dina.cm?)
K: indice de consisténcia (dina.cm=2.s™)
y: gradiente de velocidade de cisalhamento (s™*)
n: indice de comportamento do escoamento (-)

Sendo K e n dependentes exclusivamente de caracteristicas celulares como a

morfologia, condigéo de crescimento, concentra¢do, composic¢éo, entre outros (Chisti, 1987).
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A Figura 5 ilustra as possiveis variacdes sofridas por um fluido na tensdo de
cisalhamento em funcédo da velocidade de cisalhamento.

Bingham

N\

Pseudoplastico

Newtoniano . ~~----

N

Tensdo de cisalhamento (T)

\

Dilatante

Velocidade de cisalhamento (y)

Figura 5. Tensdo de cisalhamento () versus velocidade de cisalhamento (y) para liquidos

Newtonianos e ndo Newtonianos (adaptado de Campesi, 2007).

2.7. Efeitos da velocidade de cisalhamento

Em bioprocessos, conhecimento e controle da velocidade de cisalhamento é muito
importante no projeto. Embora de maneira geral na literatura o cisalhamento apareca como
uma variavel prejudicial ao meio fermentativo, devido a elevada sensibilidade das células,
se faz necessario nos cultivos um cisalhamento minimo, responsavel por garantir correta
transferéncia de massa e energia, bem como favorecer o metabolismo celular. (Contreras et
al., 1999; Cerri e Badino, 2012).

Em geral fungos e bactérias ndo filamentosas sdo mais resistentes ao cisalhamento
do que microrganismos filamentosos. E esses, por sua vez suportam condi¢cdes mais
extremas do que células animais e vegetais, que sdo mais frageis e requerem condi¢Ges mais
amenas (Bustamante, 2013). Quando comparados entre si, microrganismos gram-negativos
sd0 0s mais sensiveis ao cisalhamento, seguido por microrganismos gram-positivos e por

fim, os mais resistentes, as leveduras (Engler e Robinson, 1981).
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A alta sensibilidade de microrganismos e células ao cisalhamento se deve aos danos
gerados pelo impelidor e as condicGes de cisalhamento por borbulhamento de ar. Dessa
forma, é necessario assegurar as melhores condic6es de agitacdo e aeragcdo no meio, levando
em conta a forma de fornecimento de oxigénio, o tipo e o grau de agitacdo que serdo
utilizados no cultivo, sem provocar efeitos negativos na morfologia, metabolismo,
composi¢do, biossintese e viabilidade celular, garantindo um ambiente fisico-quimico

adequado aos microrganismos (Meijer et al., 1993).

A velocidade do cisalhamento pode acarretar em diferentes consequéncias na
morfologia dos microrganismos filamentosos, a partir da fragmentacdo dos micélios, assim
como a reologia do meio de cultura. Sendo indispensavel o estudo do tipo e o grau de
cisalhamento a ser imposto, através da escolha correta do tipo de impelidor, o grau de
agitacdo e aeracdo imposto ao cultivo (Oh et al., 1992; Jisten et al., 1996; Contreras et al.,
1999; Chisti, 2001).

2.8. Morfologia

O adequado grau de mistura em um ensaio fermentativo é o responsavel pela
homogeneizacdo do meio, transferéncias de massa e energia e pela manutencdo morfolégicas
dos microrganismos, condicionando-os a um bom crescimento celular (Makagiansar, 1993).
A morfologia microbiana também € capaz de alterar as caracteristicas reoldgicas do caldo,
os fenbmenos de transporte e p6r fim a eficiéncia do processo, expondo a extrema
necessidade dos esforcos e estudos realizados para a melhoria de controle desse parametro
(Papagianni, 2004).

Diferentes morfologias sdo apresentadas por microrganismos filamentosos ao longo
dos cultivos na literatura: hifas ramificadas, hifas ndo ramificadas, clumps (emaranhados de
hifas) e pellets (emaranhados de clumps de alta densidade celular) (Cox et al., 1998;
Pamboukian et al., 2002).
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A Figura 6 ilustra essas quatro classes morfoldgicas, como proposto por Cox et  al.
(1998):

(c) (d)

Figura 6. Quatro diferentes classes morfologicas apresentadas por microrganismos
filamentosos nos ensaios fermentativos: (a) pellet (aumento 40x), (b) clump (aumento 40x),
(¢) hifas ramificadas (aumento 40x), (d) hifas ndo ramificadas (aumento 40x) (arquivo

proprio).

Diversos estudos vém correlacionando as imagens realizadas ao longo dos cultivos,
caracterizando as células qualitativa e quantitativamente a fim de relacionar a produtividade
com a morfologia apresentada, pois altera¢cbes morfoldgicas a partir da fragmentagdo dos
miceélios interferem na produgédo de metabdlitos primarios e secundarios (Pamboukian et al.,
2002; Papagianni, 2004).
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No cultivo de Streptomyces clavuligerus na produgéo de acido clavulanico, Belmar-
Beiny e Thomas (1991) mostram que o aumento na frequéncia de rotacdo dos impelidores,
aumenta a fragmentagdo das hifas. Para o cultivo de Aspergillus oryzae e Penicillium
chrysogenum, Amanullah et al. (2000) estuda a diminui¢do dos clumps com o aumento da
agitacdo. A partir de estudo realizados por Pinto et al. (2001) sabe-se que a quantidade de
células viaveis em cultivos de S.clavuligerus ¢ muito influenciada pelo estado inicial do
inoculo. Por fim, Pamboukian et al. (2002) relatam que o cisalhamento imposto no biorreator

é responsavel pela formacéao de clumps e hifas, a partir do fragmento dos pellets.

3. OBJETIVO
O presente trabalho visou avaliar cultivos de S.clavuligerus em biorreator
convencional empregando diferentes condigdes operacionais (rotagdo e aeragdo), com ou
sem enriquecimento de oxigénio para viabilizar o estudo do cisalhamento e transferénciade

oxigénio de forma isolada.

Etapas do trabalho

v’ Realizou-se medidas do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a)

para o biorreator convencional de 5,0 litros para diferentes condi¢fes de rotacdo de

impelidor e vazéo de ar.

v Cultivou-se Streptomyces clavuligerus em biorreatores convencionais para a
producédo de AC com diferentes condicGes de rotagcdo de impelidor e velocidades de
transferéncia de oxigénio.

v" Correlacionou-se o efeito das variaveis de operagio no processo na producéo de AC.

v" Estudou-se a morfologia de Streptomyces clavuligerus submetidos a diferentes

condicdes de cisalhamento.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o Streptomyces clavuligerus ATCC
27064, conservado em criotubos na forma de células vegetativas a -70°C suspensas em

solucdo crioprotetora contendo 20% v/v de glicerol.
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4.2. Meios de cultura
421 Meio de cultura de reativagao

Todos os ensaios utilizaram 0 meio de cultura de reativagdo proposto por Rosa et al.
(2005), descrito na Tabela 1. O pH foi ajustado para 6,8 e 0 meio de cultura esterilizado em

autoclave a 121°C por 25 minutos.

Tabela 1. Meio de cultura de Rosa et al. (2005).

Componentes Concentragéo
Glicerol (g.L™) 15,0
Peptona bacterioldgica (g.L™) 10,0
Extrato de Malte (g.L ™) 10,0
Extrato de levedura (g.L ™) 1,00
Tampdo MOPS® (g.L™?) 21,0
K2HPO4 (g.L ™) 2,50
MgS0..7H20 (g.L™Y) 0,75
Solucéo de sais® (g.L™?) 1,00

@ Acido 3 -[N-morfolino] -propanossulfonico: utilizado para tamponar o meio.
(2) Composicdo (g.L* em agua destilada): MnCl2.4H,0 (1,0); FeSO4.7H-0 (1,0);
ZnS04.7H,0 (1,0).

422. Meios de cultura de crescimento e producao

O meio de cultura de crescimento teve a mesma composicdo do meio de cultura de
producdo, descrito na Tabela 2. Ambos foram baseados no meio proposto por Teodoro et al.
(2006).

Tabela 2. Composicdo dos meios de cultura de crescimento e producéo, baseados no meio

proposto por Teodoro et al. (2006).

Componentes Concentracao
Glicerol (g.L?) 15,0
Isolado proteico de soja (g.L™?) 20,0
Tampao MOPS® (g.L™?) 21,0
K2HPO4 (g.L ™) 0,80
MgS04.7H20 (g.LY) 0,75
Soluc3o de sais® (g.L™) 1,00

@ Acido 3 -[N-morfolino] -propanossulfénico: utilizado para tamponar o meio.
) Composicdo (g.L* em agua destilada): MnCl2.4H,0 (1,0); FeSO4.7H-0 (1,0);
ZnS04.7H20 (1,0).
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O pH dos meios de crescimento e produgdo foram ajustados para 6,8 utilizando
solucdo de NaOH 1M e a esterilizaco realizada em autoclave a 121°C por 50 minutos para

0 meio de crescimento e para 0 meio de produgéo, garantindo uma completa esterilizacao.

O meio de cultura original proposto por Teodoro et al. (2006) contém 6leo de soja (1
g.L'Y) na sua composigdo. Neste trabalho, o dleo de soja ndo foi utilizado para garantir que
o glicerol fosse a Unica fonte de carbono e apenas 0 mesmo influenciasse na producao de AC

e concentracao de células.

4.3. Solucgéo de coloracédo utilizada no estudo da morfologia dos microrganismos

Para realizacdo da coloracgdo das laminas feitas a partir de amostras diluidas do caldo
fermentativo, utilizou-se o reagente azul de metileno com a seguinte composicao: azul de
metileno 1,5 g dissolvido em 10 mL de alcool 95% (v/v) e 5 mL de fenol fundido. O volume
foi completado até 100 mL com agua destilada e homogeneizado. Apos 24 horas, a mistura
obtida foi filtrada e o liquido resultante utilizado como reagente.
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4.4. Equipamentos
A. Biorreator

Os experimentos foram realizados em biorreator comercial tipo tanque agitado e
aerado, TEC-BIO-FLEX Tecnal-Brasil®, apresentado na Figura 7, equipado com
controlador de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, rotacdo, rotdmetro para aeracéo e
bombas de alimentagdo de nutrientes, adicdo de antiespumante e adicdo de solugdes acidas
e bésicas. O biorreator dispbe de volume total de 7,5 L, e volume atil de 5,0 L. O sistema
dispde de quatro chicanas opostas diametralmente com largura de 1,5 cm, o diametro interno
do biorreator é 19,0 cm e didmetro externo 21,7 m. O sistema foi montado utilizando dois

impelidores do tipo turbinas Rushton.

Figura 7. Biorreator convencional TEC-BIO-FLEX (arquivo préprio).
B. Céamara de fluxo laminar

Utilizou-se camara de fluxo laminar asséptica VECO BIO SEG 12 equipada com
lampada germicida UV para garantir a assepsia do local e de todos os materiais envolvidos

NoS ensaios.

C. Autoclave

Todos os materiais envolvidos nos cultivos foram esterilizados em autoclave modelo
AV 75, PHOENIX®, a 121°C.
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D. Espectrofotdmetro

Para a realizacdo das andlises espectrofotométricas de determinacdo de acido
clavulénico, glicerol e densidade Otica, utilizou-se o espectrofotdmetro GENESYS 10S,
THERMO SCIENTIFIC®.

E. Viscosimetro

Todas as analises reoldgicas do caldo fermentativo foram feitas no viscosimetro de
cilindros concéntricos, LV-DVIII+, BROOKFIELD® (Figura 8).

Figura 8. Viscosimetro LV-DVIII+ (arquivo proprio).
F. Mesa incubadora rotativa
Em todos os experimentos, as etapas de reativacdo e crescimento do microrganismo
foram realizadas em mesa incubadora rotativa TECNAL® TE-421, contendo controles de

temperatura e rotacdo. Em alguns experimentos, a etapa de producao também foi realizada

em mesa incubadora rotativa.

G. Ultrafreezer

Tanto os criotubos contendo as suspensdes celulares microbianas, quanto 0s
microtubos contendo as amostras para as analises de produgdo de &cido clavulénico e
consumo de glicerol foram armazenados em ultrafreezer THERMO FORMA®, modelo 904,

a temperatura de -70°C.
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H. Centrifuga refrigerada

As amostras retiradas durante os ensaios fermentativos para posterior analise de acido
clavulanico e glicerol foram centrifugadas em centrifuga refrigerada modelo UNIVERSAL
320R, HETTICH®, para obter o sobrenadante.

I.  Microscépio

As laminas resultantes dos esfregacos para estudo da morfologia dos microrganismos
foram analisadas em microscopio Optico Leica® modelo ICC50 HD e software Leica

Imaging, equipado com camara e software de andlise de imagens.

J. Banho termostatico

Para posterior analise da concentracdo de acido clavulanico e glicerol no meio
fermentativo, utilizou-se o banho termostatico com circulagdo, LUCADEMA®, modelo
152/10.

K. Agitador de tubos tipo Vortex
Para agitar os tubos contendo caldo fermentativo diluido, utilizou-se o agitador de

tubos tipo Vortex, Lab1000®, modelo LM-MX-S,

L. Trap (armadilha de espuma)
No presente projeto desenvolveu-se um sistema de captura de espuma (Trap) para

controlar a altura do biorreator durante o cultivo na fase noturna.

Controlou-se o nivel de espuma pela adicdo de antiespumante e o nivel de caldo
nutriente por meio do trap desenvolvido, a fim de reciclar para o biorreator todo contetdo
(espuma) que por alguma ventura vazasse da dorna. Dessa maneira, o frasco reagente
(coletor de espuma) com uma entrada e duas saidas. A entrada do trap € conectada a saida
do condensador, uma das saidas é responsavel pelo retorno da espuma para biorreator, e a
outra saida aberta para o ambiente, com filtro de ar. Uma bomba peristaltica, operando com
vazdo em torno de 160 mL/minuto é a responsavel pelo bombeamento e retorno da espuma
ao reator. A vazdo especifica da bomba foi determinada de acordo com a demanda do cultivo

(mais ou menos formacéo de espuma).
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A Figura 9 abaixo esquematiza o “Trap”, suas entradas e saidas:

{:} Bomba peristaltica

Saida do condensador

Saida “Trap” conectada ao

reator (retorno
Entrada “ Trap” ( )

conectada ao Saida do * Trap" bi
Hiomsator Entrada “ Trap” aida do “ Trap”’ para ambiente
f conectada ao
condensador
Biorreator “Trap”

Figura 9. Desenho esquematico do “Trap”, suas saidas e entradas (arquivo proprio).

A Figura 10 abaixo ilustra o reciclo utilizado em todos os experimentos realizados.

Figura 10. (a) “Trap” (b) “Saidas e entrada do Trap” (arquivo proprio)
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4.5. Metodologias
451 Estudo da transferéncia de oxigénio

45.1.1.  Teste preliminar com diferentes distancias entre os impelidores
no eixo

Incialmente foram testadas cinco diferentes conformacdes do biorreator, além do
original de fabrica, com relagdo a disposi¢cdo dos dois impelidores turbina tipo Rushton. A
forma de comparacdo foi a estimativa do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k.a). Todos os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando como
fluido agua a 28°C, a agitacao imposta foi de 1000 rpm, e os valores obtidos de acordo com
0 método dindmico, foram tratados como proposto por Cerri et al. (2016). A aeracdo foi
fixada primeiramente em 0,5 vvm (2,5 L.min™) e posteriormente foi mantida em 1,0 vvm

(5,0 L.mint), para todas as condigGes geométricas testadas no sistema.

A Figura 11 abaixo, representa o desenho esquematico do biorreator utilizado e os
diferentes pardmetros medidos.

Legenda

H = Altura do reator

Hj Di = Diametro interno
Hj = Distancia do 1° impelidor ao liquido
Hi = Espaco livre no eixo entre os impelidores
HI = Altura do liquido
Lc = Largura da chicana
Hm = Distancia do segundo impelidor ao final do eixo
= = - P Hn = Distancia do aspersor e o fundo da dorna

Di

Figura 11. Desenho esquematico do biorreator e suas dimensdes (arquivo
proprio).

A Tabela 3 a seguir detalha os diferentes posicionamentos dos impelidores testado.

A Figura 12 é uma representacédo real das posicdes dos impelidores no eixo, nas diferentes
condicdes.
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Tabela 3. Apresentacdo das dimensdes do biorreator nas seis diferentes

conformacodes
Conformacéo
Parametro 1 2 3 4 5 6
H (cm) 36,5 36,5 36,5 36,5 36,5 36,5
Di (cm) 19 19 19 19 19 19
Hj (cm) 5,75 5 4 3,25 7 55
Hi (cm) 7,5 9 10 10 7 7,6
HI (cm) 19,2 19,2 19,2 19,2 19,2 20,5
Lc (cm) 1,5 1,5 1,5 1,5 15 15
Hm (cm) 0,75 0 0 0,75 0 1
Hn (cm) 3 3 3 3 3 3
V (L) 4,65 4,65 4,65 4,65 4,65 51

(a)

(b)
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(e)

Figura 12. Distancia entre os impelidores no eixo (a) conformacéo 1 (b) conformacéo 2 (c)

conformacéo 3 (d) conformacdo 4 (e) conformacéo 5 (f) conformacdo 6 (arquivo proprio).

45.1.2. Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio (kLa) e ke (constante de tempo de atraso do eletrodo)

Para determinacédo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a), as
medidas foram feitas em triplicatas utilizando agua destilada a 28°C como fluido em seis
diferentes condi¢des de agitacdo (400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 rpm) e em duas
diferentes condicdes de aeracdo em 0,5 vvm (2,5 L.mint) e 1,0 vvm (5,0 L.min?),
totalizando 42 experimentos de determinacdo de k.a e ke. Trabalhou-se com 5,1 L de fluido

(conformag&o 6). O sistema utilizado dispde de quatro chicanas opostas diametralmente com
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largura de 1,5 cm, o diametro interno do biorreator é 19,0 cm e diametro externo 21,7 cm. O
sistema foi montado utilizando dois impelidores do tipo turbinas Rushton, com uma distancia
de 7,6 cm entre um e outro, com seis laminas. A distancia entre o aspersor e o fundo do

recipiente utilizado foi 3,0 cm e a distancia do impelidor inferior ao final do eixo 1,0 cm.

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio foi determinado através do
método dindmico (Chisti, 1987). Este método consiste na utilizacdo de um sensor para medir
a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio liquido, com sistema de aquisi¢do de dados
em tempo real. Inicialmente, o sistema é aerado, calibrando-se o eletrodo para a condicdo de
saturacdo de oxigénio (100%). Entdo borbulha-se nitrogénio no meio para eliminacdo do
oxigénio dissolvido, até a concentragdo igualar-se a zero. Em seguida, o sistema € alimentado
com uma vazao de gas conhecida, registrando-se os valores de concentrag¢do ao longo do
tempo. Com estes valores foi possivel calcular o coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio (k.a).

A estimativa de kia foi obtido com independéncia de tempo de atraso do eletrodo de
oxigénio (te) como descrito no trabalho de Cerri et al. (2016). Levando em consideragéo a
variacgdo sofrida pela pelicula estagnada na ponta do eletrodo de oxigénio no meio liquido,
de acordo com o tipo de fluido, rotacdo do impelidor e vazdo de gas imposta ao sistema. A

partir da equacdo 6 (Cerri et al., 20016) € possivel estimar ke a partir de ki a.

Kra

e - 0ODgp —100 kLﬂ[f—tg)]
[l (ODQ 100)

(6)

A partir desse estudo preliminar foram obtidas as equages de previsdo de velocidade
de cisalnamento média (y) para os diferentes experimentos realizados, sendo correlacionadas
com a frequéncia de rotacdo do impelidor (N), conforme a equagdo 7 abaixo (Ryu e
Humphrey, 1972):

kja= o.N? (7
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452. Avaliacdo de parametros reoldgicos e da influéncia das condigdes de

cisalhamento nos cultivos de Streptomyces clavuligerus

A variacdo da produgdo do &cido clavulénico por Streptomyces clavuligerus em
biorreatores convencionais de cinco litros foi avaliada com condic¢des de operagdo de 600,
800 e 1000 rpm para velocidade de cisalhamento e com taxa de transferéncia de oxigénio
fixa em vazdo de ar de 2,5 L.min™. Posteriormente foi realizado um cultivo em 600 rpm com
entrada de 2,0 L.min"t de ar e 0,5 L.min de oxigénio puro, totalizando uma vaz&o de 2,5

L.min"e um cultivo em 600 rpm com entrada de 0,5 L.min"* de oxigénio puro.

As amostras foram retiradas de seis em seis horas do caldo fermentativo do
biorreator, para fazer avaliacdo da producdo de acido clavulanico, consumo de substrato
(gliceral), densidade 6tica, K (indice de consisténcia) e n (indice de escoamento do fluido).

A metodologia para determinar os parametros reologicos, foi baseada na Lei da

Poténcia (equagéo 5; T = K. y").

Cabe ressaltar que o indice de consisténcia esta relacionado com a concentragédo

celular, mostrando que é importante o seu monitoramento durante toda a fermentacao.

453 Cultivos em biorreator tipo tanque agitado e aerado

O procedimento utilizado em todos os ensaios fermentativos foi descrito por Rosaet
al. (2005) e pode ser divido em trés etapas: reativacdo do microrganismo, crescimento e

producédo, descritos pela Figura 13 abaixo:

2mfde8rrz_c.'om,'cfs } ) } } ; é ; i ﬂ .-

clavuligerus ATCC i e

REATIVAGAQ A ; a A } >
21 24 h; 250 rpm - | } > & _
30°C. ph=68 CRESCIMENTO PRODUGAO
24 h, 250 rpm 720, 28'C,pH=68
30'C,pH=68 Aeracdo e agitagdo

vanaram em cada ensaio

Figura 13. Procedimento experimental para producdo de acido clavulanico em biorreator

com Streptomyces clavuligerus (arquivo proprio).
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Os procedimentos realizados em cada etapa séo descritos a seguir:

v' Reativagdo: inoculou-se 2,0 mL de solu¢do contendo células vegetativas de
Streptomyces clavuligerus em cada frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 48,0 mL de
meio de reativagdo e foram incubados a 30°C e 250 rpm durante 24 horas.
v' Crescimento: Retirou-se 6,0 mL do meio de reativacdo e inoculou-se em 10 frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 45,0 mL de meio de crescimento. Novamente incubou-se
a 30°C e 250 rpm durante 24 horas.
v' Producdo: Por fim, 510 mL de meio de crescimento foi inoculado ao biorreator,
contendo 4,59 L de meio de producdo. Assim sendo, o volume final utilizado em todos os
experimentos no biorreator foi 5,1 L e o indculo corresponde a 10% desse volume total. Os
cultivos foram realizados em 28°C, pH controlado em 6,8 pela adi¢éo de acido (H2SO4 1M)
ou base (NaOH 1M) e aeracéo e agitacao do sistema foi variada de acordo com a condigéo
experimental. A etapa de producéo foi realizada em biorreator convencional do tipo tanque
agitado e aerado (Figura 7), durante 72 horas.
Em todos os cultivos, amostras do caldo fermentativo foram retiradas de 6 em 6 horas
e determinou-se concentracdo de acido clavulanico, concentracdo de glicerol, densidade
Otica e parametros reologicos (indice de consisténcia, K e indice de comportamento de

escoamento, n).

4.6. Metodologias analiticas
46.1. Analise de concentracéo de acido clavulanico

Para a determinacdo da concentracdo de acido clavulanico foi utilizado o método
espectrofotométrico proposto por Bird et al. (1982), que consiste na leitura
espectrofotométrica no comprimento de onda de 311 nm do produto da derivacdo do acido
clavulanico com o reagente imidazol. A curva de calibracéo (Figura Al, do Apéndice A) foi
construida utilizando como padrdo o AC do produto farmacéutico Clavulin® (Glaxo
SmithKline - Farmacéutica, Rio de Janeiro, Brasil). As amostras foram retiradas e
centrifugadas a 4°C e 3.720 x g por 15 minutos. O material em suspensdo foi congelado em

ultrafreezer a -70°C, para posterior analise de acido clavulanico.

462. Determinacdo da concentracao de glicerol

A concentracdo de glicerol no meio de cultivo foi determinada por método
enzimatico utilizando um kit para triacilglicerideos (Triglycerides GPO-PAP, Liquid Stable

Mono-reagent, Laborlab, Brasil) a partir da curva de calibracéo (Figura A2, do Apéndice A).
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As amostras foram centrifugadas a 4°C, 3.720 x g por 15 minutos e o sobrenadante
congelado em ultrafreezer a -70°C, para posterior analise de glicerol.

463, Analise morfologica de Streptomyces clavuligerus nos diferentes cultivos

em biorreator

Para as analises morfoldgicas utilizou-se a metodologia proposta por Pinto et al.

(2001). As amostras foram retiradas e diluidas em solucéo salina 0,9% em duas diferentes

concentragdes, segundo fator de diluicdo apresentado na Tabela 4, utilizando 0,3 mL de

amostra ja diluida para realizacdo do esfregaco das células em laminas, que foram

posteriormente coradas com azul de metileno e deixadas em repouso por aproximadamente

2 minutos. Consecutivamente lavou-se 0 excesso de corante com agua destilada, as laminas

foram secadas naturalmente e por fim armazenadas. Esse processo garantiu a estabilidade

dos micélios na lamina, permitindo que as andlises feitas pudessem ser manipuladas

posteriormente.

Tabela 4. Fator de diluicdo ao longo do cultivo

Tempo de cultivo (h)

Fator de diluicao

0
6
12
18
24
30
36

Apos 42

50/70
50/70
70/100
70/100
70/100
100/150
100/150
100/200

464. Andlise de densidade 6tica

Para estimar a densidade Otica no cultivo adaptou-se a metodologia proposta por

Mayer e Deckwer (1996), retirando amostras de seis em seis horas diluindo-as conforme a

turbidez. Apos diluidas as amostras foram agitadas em agitador de tubos tipo vortex por 30

segundos e por fim foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro, fazendo a leitura da
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absorbancia a 600 nm das suspensdes celulares. Todas as medidas foram realizadas em

triplicatas.

465. Produgdo de acido clavulanico e analise morfoldgica de Streptomyces
clavuligerus em mesa incubadora rotativa utilizando frascos Erlenmeyers

com diferentes configuracoes.

Com o objetivo de testar a influéncia da diferente configuragdo geométrica na
morfologia do Streptomyces clavuligerus e producdo de AC realizou-se cultivos em dois
diferentes tipos de Erlemeyers como mostra a Figura 14.

. - l-[ - , .r';/x \
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Figura 14. llustracdo do perfil e fundo dos Erlenmeyers (a) com trés chicanas (b)

convencional (arquivo préprio).

O experimento, realizado em duplicata, foi realizado em duas etapas. A
etapa inicial consiste na em analisar a producdo de &cido clavulanico em diferentes
configurac@es de frascos Erlenmeyers (Figura 14), e para tanto utilizou-se 0s mesmos meios
descritos anteriormente. Todas as etapas utilizaram frascos Erlenmeyers de 500 mL, tendo
sido utilizados na etapa de reativacéo e de crescimento frascos Erlenmeyers convencionais,
enquanto na etapa de producdo utilizou-se frascos Erlenmeyers convencionais e frascos
Erlenmeyers com trés chicanas. Todos os experimentos foram realizados com 10% de

preenchimento do frasco Erlenmeyer. A Figura 15 ilustra o procedimento.
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Figura 15. llustragdo do experimento para analise de produgdo de AC em diferentes

configuragdes de frascos Erlenmeyers (arquivo proprio).

Para a segunda etapa, analises morfoldgicas, utilizou-se a metodologia proposta por
Pinto et al. (2001). As amostras foram retiradas no final do cultivo (72 horas de ensaio) e
diluidas 100 e 200 vezes.

Utilizou-se para esses ensaios 0 meio de reativacdo proposta por Rosa et al.(2005) e
para 0 meio de crescimento e producao utilizou-se o meio de cultura proposto por Teodoro
et al. (2006).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudo da transferéncia de oxigénio

411 Teste preliminar com diferentes distancias entre os impelidores no eixo

Primeiramente, realizou-se medidas do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k.a) para seis diferentes conformagdes entre os impelidores, apresentadas na
Tabela 3, para assim selecionar a melhor conformacéo para a producéo de AC. A Figura 16,
apresenta os resultados obtidos para as diferentes associacoes, nas condi¢cdes de 1000 rpm e

aeragdo de 2,5e 5,0 L.min* (0,5 e 1,0 vwm).
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Figura 16. Comparacdo entre os kia (h™) obtidos para as seis diferentes conformacdes
em2,5e5,0 L.min.

Para efeitos comparativos adotou-se a conformacéo 1 como referéncia (conformacao

vinda da fabrica).

Para avaliar as condicdes Otimas do biorreator utilizado, o efeito da taxa de
transferéncia de oxigénio € de suma importancia em processos aerobicos, como no cultivo
de Streptomyces clavuligerus, esse € um dos primeiros parametros que devem ser estudados
antes de se iniciar um processo bioquimico, garantindo processos mais eficazes e

consequentemente uma maior producéo de acido clavulanico.

Cerri (2009), ao estudar diferentes conformacGes geométricas em biorreatores airlift
mostra ser de extrema importancia estimar de forma precisa a velocidade de transferéncia de
oxigénio em diferentes condi¢cdes operacionais, garantindo a transferéncia correta de
oxigénio para o processo, maior producdo do metabolito desejado em culturas aerdbias e

bom desempenho de biorreatores.

A Figura 16 possibilita verificar que diferentes conformac6es acarretam em grandes
variacOes de kia, apresentando valores de kia até 82,62% maior do que a conformagao
original, proveniente de fabrica. Porém algumas associac@es, como a condicdo 3, apresentou
valores de kia até 16,71% menor quando comparado a conformacéo de fabrica do produto.
Tal fato deve-se a maior ou menores interferéncias na hidrodindmica e consequentemente na

transferéncia do oxigénio da fase gasosa para a fase liquida.
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A condigdo 3 por ter a maior distancia entre os impelidores cria duas zonas de
circulagdo de liquidos muito distantes entre elas, causando uma baixa transferéncia de
oxigénio. Da mesma forma, como mostra a Tabela 3, € necessaria uma distancia minima de
Hm para se obter melhores resultados de transferéncia de oxigénio. 1sso se deve ao fato de
ter uma distancia minima entre o nascimento da bolha no difusor e o impelidor, tornando-o
acessivel a mais bolhas quebrando-as, consequentemente, aumentando a area superficial das

bolhas e consequentemente o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio.

Os resultados obtidos também indicam que o fluido sofre maior influéncia da
condicdo geométrica impostas aos impelidores Rushton do que o aumento na areacao
fornecida ao sistema, na varidvel ki a. Assim sendo, como mostras a Tabelas 5 e 6, observa-
se que na mesma condicdo operacional, como a condicdo 6, dobrar a aeracdo fornecida ao
sistema, ndo dobra a transferéncia de oxigénio, aumentando essa variavel em apenas 21%.
Porém, variando-se a conformacédo dos impelidores, comparando a condicdo 4 e a 6, na

mesma aeracdo (0,5 vvm) pode-se obter valores de k.a até 79% maior.
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Tabela 5. Valores de kia, desvio padréo e referéncia (%) obtido para as seis diferentes
conformaces para 2,5 L.mint (0,5 vvm).

Conformacao kLa (h?) Desvio padrédo (1/h) % Referéncia
Fabrica (1) 144,36 0,09 -
2 141,84 6,33 -1,75
3 120,24 2,60 -16,71
4 138,60 1,12 -3,99
5 147,60 4,62 2,24
6 248,40 1,90 72,07

Tabela 6. Apresentacdo de kia, desvio padrdo e referéncia (%) obtido para as seis
diferentes conformacdes para 5,0 L.min"* (1,0 vwvm).

Conformacao kLa (h?) Desvio padrédo (1/h) % Referéncia
Fabrica (1) 161,64 4,22 -
2 158,76 1,77 -1,78
3 145,44 2,38 -10,02
4 157,32 3,70 -2,67
5 160,56 1,89 -0,67
6 295,20 2,29 82,62

Analisando todos os efeitos sofridos na variavel responsavel pela transferéncia de
oxigénio ao sistema, obteve-se a conformacao que apresentou os melhores resultados, sendo

a conformacéo 6 escolhida para trabalhar ao longo dos cultivos e prosseguir com o estudo.

4.12. Determinacéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

(kLa) e ke (constante de tempo de atraso do eletro)

Depois de se obter a melhor conformacdo de impelidores estudou-se o efeito da
variacdo de rotacdo e aeracdo no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio,

variando-se a rotacdo de 400 a 1000 rpm e aeracéo de 2,5 5,0 L.min™.

Os dados obtidos experimentalmente para as quatorze associacfes (7 rotacdes e 2

aeracOes) sdo apresentados nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17. kia (h™!) em agua 28° C com aeracéo 2,5 L.min™ (m) e 5,0 L.min (e).
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Figura 18. ke (h') em 4gua 28° C com aeragédo 2,5 L.min? (m) e 5,0 L.min* (e).

Nas Figura 17 e 18, verifica-se, que ambas as variaveis (kLa e ke) apresentam o mesmo
comportamento. Como pode ser observado, o aumento na rotacdo imposta ao sistema
desencadeia no aumento de ambas as variaveis. Comprovando que utilizar ke fixo acarretara
em valores ndo verdadeiros e superestimados, por ndo considerar alteraces externas que

ocorrem no sistema.
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Bailey e Ollis (1986) discutem as diferentes resisténcias que dificultam o processo de
transferéncia de oxigénio do estado gasoso até a estrutura celular. Sendo a resisténcia global a
soma dessas resisténcias desencadeadas pela reologia do caldo fermentativo, atividade e
concentragdo celular. Sabe-se que uma das influéncias sofridas na transferéncia de oxigénio
gasoso para 0 meio liquido é devido a resisténcia do proprio liquido (RL), variando de acordo
com o fluido em questdo, porém ao se afixar um valor de ke essa resisténcia € ignorada,
considerando apenas a resisténcia interna do eletrodo, acarretando em medic¢des imprecisas. O
aumento de ke ao dobrar-se a vazdo de ar imposta ao sistema comprova o0 esperado, pois 0
aumento na taxa de fluxo de ar desencadeia em uma diminui¢do na RL, minimizando o tempo

de resposta do eletrodo de oxigénio dissolvido.

Como esperado e apresentado por Campesi et al. (2008) o aumento na vazéo de
alimentagdo de ar (®ar) também favorece a transferéncia de oxigénio, como pode ser
observado na Figura 17. Esse aumento € justificado pela diminuicdo da pelicula liquida

estagnada ao redor das bolhas de gas, diminuindo a resisténcia de transferéncia de oxigénio.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o apresentado por Chen e Chen (1999),
Amaral et al. (2008) e Karimi et al. (2013), pois mostram que a agitacdo dos impelidores tem

maior influéncia sobre os valores de kLa do que a aeracdo mesmo em outras vazoes.

Para cada condigdo imposta ao sistema foi realizado um ajuste experimental dos valores
dados pela correlagdo com a equagéo 7 ( k.a = a . Nb). Assim sendo, ajustou-se as constantes
a e b para cada rota¢do (N) em cada uma das vazdes de ar (Par) impostas a0 sistema. Segue

abaixo na Tabela 7 o valor minimo encontrado para as constantes e valores de correlacéo.

Tabela 7. Valores experimentais obtidos para as constantes «, b e R2 para 2,5 e 5,0 L.min™.

@, (L.mint) (X(h'l) b (-) R?
2,5 0,061 1,21 0,91
50 0,15 1,10 0,967

Observa-se que os valores encontrados experimentalmente estdo préximos dos

valores dos modelos, dada pela correlagédo apresentada.
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A partir dos valores apresentados na Tabela 7, tem-se as equacbes 8 e 9, para 2,5 e 5,0
L.min"%, respectivamente.

k;a=0,061.N>21(8)
k;a= 0,15.N'10(9)

Através das figuras 19 e 20 é possivel ver as correlagdes entre os valores obtidos
experimentalmente e os valores esperados.
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Figura 19. Valores de kLa (h-1) em &gua 28° C com aeracao 2,5 L.min-1 obtidos
experimentalmente versus valores calculados pela equacéo 4.
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Figura 20. Valores de kia (h™') em agua 28° C com aeragdo 5,0 L.min"* obtidos
experimentalmente versus valores calculados pela equacdo 5.

4.2. Cultivos em biorreator convencional

Para avaliar o comportamento do caldo fermentativo, assim como as caracteristicas
morfoldgicas e reoldgicas e seus efeitos na producdo de acido clavulanico utilizando
S.clavuligerus, realizou-se cultivos em biorreator convencional. Para fim comparativo, todos

os ensaios fermentativos (EF) foram mantidos com a mesma temperatura, pH, volume de
liquido e aeracao.

A Tabela 8 abaixo apresenta os cultivos realizados, com codigo, agitacdo, vazao,

aeracao e composi¢cdo gasosa em cada um dos ensaios fermentativos.

44



Tabela 8. Apresentacdo dos valores de agitagéo, vazao, aeragcdo e Composi¢do gasosa para

0S cinco ensaios fermentativos.

Codi Agitacéo Vazao Aeracao Composicéo gasosa
odigo
: (rpm) (vwm) (L.min?) (base massica)
600 rpm 600 0,5 2,5 23% O2; 77% N2
800 rpm 800 0,5 2,5 23% O2; 77% N2
1000 rpm 1000 0,5 2,5 23% O2; 77% N2
600
) ) 600 0,5 2,5 33,3% Oz; 66,7% N2
enriquecido
600 02 600 0,1 0,5 100 % 02
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A Figura 21 ilustra os cinco diferentes cultivos realizados com sucesso, em 24 horas

de fermentacéo.

Figura 21. Biorreator convencional durante os cultivos sob mesmas condi¢Ges de
temperatura e pH com diferentes condicdes de rotacéo e aeracdo (a) 600 rpm (b) 800 rpm
(c)1000 rpm (d) 600 rpm com enriquecimento de oxigénio (e) 600 rpm com oxigénio puro

(arquivo préprio).

Como mostra a Figura 21, na maior rotacéo o nivel de espuma manteve-se alto

durante todo o cultivo, devido a alta turbuléncia gerada pelos impelidores.

46



Os cultivos sdo apresentados nas Figuras 22, 23, 24, 25 e 26. Com os perfis de
producdo de &cido clavulanico (Cp), consumo de substrato (Cs) e densidade 6tica (DO) ao
longo de 72 horas.
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Figura 22. Perfis de concentracdo de acido clavulanico (Cp), glicerol (Cs), densidade ética

(DO) e variacao do indice de consisténcia (K) ao longo do tempo no cultivo 1 (600 rpm).

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram o cultivo a 600 rpm e a producéo
méaxima de &cido clavulénico ocorreu em 72 horas (639,19 mg/L). O consumo total do
substrato (glicerol) ocorreu apos 66 horas. A densidade Otica torna-se praticamente estavel
apos as 48 horas de cultivo. No ponto zero hora a densidade otica encontra-se mascarada
pela grande quantidade inicial de interferentes do meio, como o antiespumante utilizado no
inicio para controlar a espuma da fermentacdo. Apos 24 horas, 0 indice de consisténcia
comeca a decrescer, enquanto o indice de escoamento estabiliza no cultivo, pois aumenta-se
a presenca de células cisalhadas, diminuindo a viscosidade do fluido. Assim como a
densidade oOtica, correlacionada com a concentracdo celular, apds 48 horas a presenca de
glicerol passa a ser praticamente fixo, mostrando a relacéo direta entre as duas variaveis e a
morfologia apresentada no momento pelo microrganismo. Dessa forma, como estudado por
Cerri e Badino (2012) relaciona-se o decréscimo do indice de consisténcia com a

desestruturacdo de hifas ou ocorréncia de rupturas nas células.

Rosa et al. (2005) para o cultivo sobre as mesmas condicdes obteve producdo maxima

do metabolito igual a 254 mg/L, 60% menor do gque o encontrado nesse trabalho.
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A Figura 23 abaixo, representa o perfil de concentragdo das varidveis em funcéo do
tempo para a rotagéo de 800 rpm.
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Figura 23. Perfis de concentracdo de acido clavulanico (Cp), glicerol (Cs), densidade ética

(DO) e variacao do indice de consisténcia (K) ao longo do tempo no cultivo 2 (800 rpm).

Como pode ser observado nesse ensaio fermentativo, o glicerol foi praticamente todo
consumido ap6s 36 horas. A producdo de AC maxima (997,42 mg/L) ocorreu em 72 horas,
embora possa ser considerada uma producdo estavel apos 48 horas. O maior delta na
producdo do metabolito ocorreu apos as 24 horas corridas. O indice de consisténcia teve seu
pico em 30 horas e decaiu apds passado esse tempo, sendo afetado pelo cisalhamento. A
densidade otica no segundo ensaio chegou a 40,63 (-) em 72 horas, 57% maior que a obtida
no cultivo 1 (25,82) e a producdo de AC no segundo cultivo (997,42) é 56% maior do que a
producdo no primeiro (639,19), devido a maior rotacdo. A producdo maxima de &cido
clavulanico no cultivo 2, sob as mesmas condicdes, foi 108% maior que o encontrado por
Rodrigues (2015), que obteve 478,8 mg/L. Neto et al. (2005), obteve produ¢do maxima de
194 mg/L e Teodoro et al. (2010) obteve 509 mg/L.
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Figura 24. Perfis de concentracdo de acido clavulanico (Cp), glicerol (Cs), densidade ética
(DO) e variacao do indice de consisténcia (K) ao longo do tempo no cultivo 3 (1000 rpm).

Para o cultivo a 1000 rpm o valor méaximo da densidade dtica, ilustrado pela Figura
24, foi 38,37 (-) alcangado em 72 horas decorridas do ensaio fermentativo. O indice de
consisténcia, assim como em 600 rpm, teve seu pico em 24 horas e decaiu ap0s passado esse

tempo, sendo afetado pelo alto cisalhamento.

Ap0s 30 horas obteve-se a maior variacdo na producdo de AC, passando de 264,83
mg/L pra 680,29. Nesse cultivo a producdo maxima de acido clavulanico (917,5 mg/L) foi
atingida em 48 horas de cultivo, ocorrendo uma queda na producdo apos esse periodo. A
producdo de AC aumentou de forma mais rapida nesse ensaio fermentativo, quando
comparada aos outros cultivos, pois o alto cisalhamento imposto pela condicdo de agitacéo
favoreceu a ramificagdo do microrganismo, contribuindo para produgdo. O consumo do
glicerol no ensaio com maior rotacdo ocorreu mais rapidamente, chegando a ser totalmente
consumido apés 48 horas de cultivo, justamente onde houve a produ¢do maxima de AC.

Evidenciando sua relacdo inversamente proporcional a producéo.

Rosa et al. (2005) para o cultivo a 1000 rpm 0,5 vvm obteve 614 mg/L de &cido

clavulanico.
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Figura 25. Perfis de concentracdo de acido clavulanico (Cp), glicerol (Cs), densidade otica
(DO) e variagao do indice de consisténcia (K) ao longo do tempo no cultivo 4 (600 rpm;

enriquecido 0,5 vvm).

No cultivo enriquecido com 0,5 L.min de oxigénio puro, houve um deslocamento
para a esquerda na curva de producdo do farmaco. Assim sendo, embora a producédo de AC
méaxima (601,1 mg/L) tenha sido muito semelhante a producdo maxima na mesma rotacao
sem enriquecimento de oxigénio (639,19 mg/L), a producao ocorreu de maneira mais rapida
(48 horas) no cultivo enriquecido, comportando-se como no cultivo em 1000 rpm. Em
contrapartida, no cultivo com enriguecimento houve uma queda brusca na producdo do
metabolito, chegando a 350,54 mg/L em 72 horas, presumindo que o oxigénio tornou-se
prejudicial ao AC, possivelmente oxidando o mesmo. Assim como o EF3 (1000 rpm), o
substrato foi totalmente consumido apos 48 horas de cultivo. O indice de consisténcia teve
seu pico em 36 horas, tempo em que houve maior densidade Otica do cultivo (35,02),

tornando o cultivo mais viscoso.
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Figura 26. Perfis de concentracdo de acido clavulanico (Cp), glicerol (Cs), densidade Otica
(DO) e variacéo do indice de consisténcia (K) ao longo do tempo no cultivo 5 (600 rpm; 0,1

vvm; 0xigénio puro).

Para o cultivo a 600 rpm com aeragdo 0,5 L.min* (0,1 vvm) aerado apenas com
oxigénio puro, tem-se o valor maximo da densidade 6tica de 40,63 (-) alcangado em 36 horas,
tempo em que tem-se 0 maior pico na producdo de AC. Esse valor idéntico ao alcancado em
800 rpm é o mais alto valor atingido para a densidade Gtica, entre todos os outros cultivos,
comprovando que embora a producdo méaxima do farmaco esteja relacionada com a

quantidade de células, a qualidade das mesmas é a grande responsavel pela producéo.

A producdo maxima de AC (619,52) ocorreu apds 54 horas de cultivo. Quando
comparado aos outros cultivos na mesma rotacdo, essa producdo pode ser considerada
estavel, tendo uma variacdo muito pequena entre eles. Porém, fica claro que a utilizagéo de
oxigénio puro adianta a curva de crescimento do microrganismo, tornando 0 processo mais
rapido. Como exemplo, o cultivo sem enriquecimento tem sua producdo maxima apenas em
72 horas, o cultivo com mesma vazéo (2,5 L.min) aerado e enriquecido com oxigénio puro
tem sua producdo maxima em 48 horas e o cultivo que utilizou apenas oxigénio puro, porém

em menor vazdo (1,0 L.min?) atinge o pico de produgdo em 54 horas.

Assim como o cultivo 4, nesse cultivo a producdo maxima de acido clavulanico foi
atingida e apds esse periodo houve uma queda na producéo, porém de maneira menos brusca,
chegando a 433,15 mg/L ao final do cultivo. O glicerol nesse ensaio chegou a ser totalmente

consumido apds 54 horas, novamente correlacionando com a producédo maxima de AC.
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Conforme o apresentado por Ser et al. (2016), a producdo maxima de acido
clavulanico obtida em todos os cultivos (sem enriquecimento) apresentados nesse trabalho

esta acima dos valores encontrados na literatura.

Para efeito comparativo, tem-se a producdo méaxima de &cido clavulanico com um
aumento significativo ao longo dos trés primeiros cultivos (600, 800 e 1000 rpm) cultivos,
sendo a producdo a 1000 rpm 44% maior do que em 600 rpm. Assim, quanto maior a
condicdo de rotagdo imposta ao caldo fermentativo maior foi a produtividade do
microrganismo. A utilizagdo de oxigénio no ensaio permiti observar que quanto maior o
enriquecimento com oxigénio mais rapidamente atingiu-se a producdo maxima do
metabdlito, porém ndo se alterou a producdo maxima atingida. Tais resultados fazem
acreditar que o oxigénio atrasou 0 processo como um todo, embora acelere o crescimento

celular, o oxigénio em excesso torna-se prejudicial ao metabolismo do microrganismo.

Comparando os EF, de modo geral tem-se que o0 aumento na rotacdo influenciou no
aumento do indice de consisténcia (k) encontrado para os diferentes cultivos. Como
apresentado por Campesi (2007) ja era de se esperar uma queda nos valores de K com o
aumento da rotacéo, assim como valores menores de densidade 6tica maxima. Deve-se ao
fato da correlacdo direta entre concentracdo celular (densidade oOtica) e o indice de

consisténcia, quanto maior o K maior a densidade oOtica.
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O tempo em que obteve-se 0 maior pico na producéo do metabolito também pode ser
correlacionado com o tempo de esgotamento do substrato, o que é esperado na producgéo de
metabdlitos secundarios, como pode ser visualizado na Tabela 9.

Tabela 9. Valores obtidos para o indice de consisténcia maximo (Kmax), densidade Otica
méaxima (DOmax), concentracdo de &cido clavulanico maxima (Cpmax), tempo de esgotamento
do glicerol, tempo de pico na producdo de acido clavulanico e relacdo entre produto e
densidade Otica.

Rotacéo Kmax DOmax Cpmax Tempo Tempo YripO
(rpm) (-) (mg/L) esgotamento  Cpmax
dina.cm=2.s™M) .
glicerol (h) (h)

600 5,33 26,15 639,19 66 72 24,44
800 28,75 40,63 997,42 48 72 24,54
1000 15,2 38,37 917,5 48 48 23,91
600 23,45 35,02 601,1 48 48 17,16
enriquecido
600 O2 29,37 40,63 619,52 48 54 15,24

Quanto ao oxigénio dissolvido, a Figura 27 ilustra o perfil apresentado em cada
rotacdo. Como citado por Rosa et al. (2005) em cultivos de S.clavuligerus, a producéo de
acido clavulanico é afetada positivamente pelo aumento na frequéncia da rotacdo imposta
aos impelidores e pelo aumento na taxa de oxigénio dissolvido. Em nenhum dos trés cultivos
a producdo de AC foi afetada por limitacdo de oxigénio, sendo a menor concentracdo de
oxigénio dissolvido encontrada a 600 rpm com e sem enriquecimento (59,5%), valor
justificado pela menor homogeneizacdo do meio e consequentemente transferéncia de massa
subestimada. Em contrapartida, no cultivo aerado apenas com oxigénio puro a porcentagem
de oxigénio dissolvido manteve-se alta durante todo o cultivo, atingindo em 36 horas o

menor valor (85,8%).
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Figura 27. Perfil de oxigénio dissolvido (%) em todos os cultivos realizados em reator
convencional.

Maiores rotacfes sdo responsaveis por maiores producdes do farmaco e maior
concentragdo de OD disponivel no sistema. Em 600 rpm sem presenca de oxigénio puro,
obteve-se 0 menor valor de oxigénio dissolvido no caldo fermentativo, chegando a apenas
60%, ja no cultivo a 1000 rpm, o oxigénio dissolvido permaneceu entre 100 e 80%. E
possivel observar que no cultivo a 600 rpm com enriquecimento de oxigénio durante as
primeiras 36 horas o perfil de oxigénio dissolvido no meio assemelha-se ao cultivo de 600
rpm sem enriquecimento. Porém, apds esse periodo o cultivo comporta-se como a 1000 rpm,
obtendo valores bem maiores quando comparado ao de 600 rpm sem enriquecimento. Por
exemplo, em 72 horas para o cultivo a 600 rpm sem enriquecimento tem-se 76,9% de OD,

enquanto a 1000 rpm e 600 rpm com enriquecimento atinge-se 100% de oxigénio dissolvido
no meio.

De maneira geral todos os cultivos seguiram o mesmo perfil, decrescendo até 36

horas e depois retomando altos valores de oxigénio dissolvido.

Além das variaveis ja estudadas, a reologia do caldo e a morfologia dos
microrganismos presente no cultivo sdo alteradas por maiores ou menores rotacdes dos
impelidores. Sendo essas andlises de extrema importancia para o0 melhor entendimento dos

resultados apresentados.
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421 Avaliacdo de parametros reoldgicos e da influéncia das condigdes de

cisalhamento nos cultivos de Streptomyces clavuligerus

Considerando os ensaios fermentativos como fluidos pseudoplésticos, valoresde T
(tensdo de cisalhamento) e y (velocidade de cisalhamento) foram obtidos pelo redmetro e a
partir da regressdo ndo linear seguindo a equacdo 3 (t = K.y"), os valores de indice de
consisténcia (K) e indice de comportamento do escoamento (n), ao longo do cultivo foram
calculados. As Figuras 28 e 29 abaixo ilustram o comportamento desses pardmetros
reoldgicos (K e n) respectivamente, nas diferentes condi¢Bes de cultivo (600 — com e sem

enriquecimento-, 800 e 1000 rpm).

—e—600 800 —e—1000 600 enriquecido —e—600 02
35

30

25

20

15

K (dina.cm-2.s™)

10

Tempo (h)

Figura 28. Perfil de comportamento do indice de consisténcia nos diferentes cultivos

com término em 72 horas.
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Figura 29. Perfil do comportamento do indice de escoamento nos diferentes

cultivos com término em 72 horas.

Quanto ao indice de consisténcia, todos os cultivos atingem um pico maximo e
posteriormente decrescem, apresentando maior ou menor pico no valor conforme a rotacéo
imposta aos impelidores. Assim sendo, o cultivo em 1000 rpm apresentou um valor maximo
para K de 15,20 (dina.cm-2.s™), enquanto para 600 rpm o valor maximo atingido foi 5,33
(dina.cm-2.s™). Em relacdo a presenca do oxigénio puro, nos dois cultivos que ele foi
utilizado, o indice de consisténcia maxima foi atingido mais tardiamente (36 horas em 600
rpm com enriquecimento e 48 horas em 600 rpm com 0,1 vvm), evidenciando que o oxigénio
em excesso € prejudicial ao metabolismo celular, oxidando o meio de cultivo. Os indicesde
consisténcia alcangaram os valores maximos em 24, 30, 24, 36 e 48 horas de cultivo, para
600, 800, 1000 rpm, 600 (com enriquecimento) e 600 (com oxigénio puro) rpm,
respectivamente. Tal fato pode ser explicado, por essa ser uma variavel dependente da
concentracdo celular e da morfologia predominante no momento, como estudado por Badino
et al. (1999) e diretamente relacionado com a densidade Gtica maxima, dessa maneira

maiores densidades 6ticas acarretam em maiores indices de consisténcia.

E possivel observar na Figura 29 que os indices de escoamento decrescem ao longo
do cultivo, apresentando ao final da fermentacéo valores entre 0,41 e 0,53. Nos cultivos com
600 rpm, 6000 rpm com enriquecimento e 1000 rpm o menor valor de n é atingido em 24

horas de cultivo. Enquanto na fermentacao de 800 rpm o indice demora mais para atingir seu
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menor valor, alcangado em 48 horas de cultivo. O cultivo com 600 rpm, aerado apenas com

oxigénio atingiu 0 menor valor em 36 horas.

Tal fato pode ser justificado pelo maior prolongamento para se obter um grande salto
de producdo de &cido clavulanico. Embora em 800 rpm tenha tido maior producdo do
farmaco que em 600 rpm, obteve-se maior dificuldade do microrganismo entrar na fase
exponencial, pois seu estado de laténcia é dependente do estado fisiol6gico da cultura usada.
Da mesma forma, em 600 rpm com oxigénio puro 0 microrganismo demorou mais para
entrar na fase log, quando comparado ao cultivo na mesma rotagdo. Como exemplo tem-se
em 24 horas a producdo de AC no cultivo sem enriquecimento igual a 142,9 mg/L enquanto
no cultivo aerado apenas com oxigénio nesse momento do cultivo a produgdo manteve-se
igual a 56,91 mg/L.

Sob as mesmas condigdes de cultivo em biorreator convencional, 800 rpm, 0,5 vvm,
os valores para os indices de consisténcia estdo proximos aos encontrados na literatura.
Campesi (2007) tem o K maximo igual a 33,17 dina.cm-2.s™, enquanto Bustamante (2013)
tem seu indice de consisténcia maximo de 19,4 dina.cm-2s™em 24 horas de cultivo e
Rodrigues (2015), 24,02 dina.cm-2.s™. Da mesma forma, os valores encontrados para o
indice de escoamento também estdo proximos aos da literatura. Campesi (2007) tem o indice
de escoamento de 0,21 em 21 horas de cultivo, Bustamente (2013) em 24 horas de cultivo

tem o indice de escoamento de 0,24.

A velocidade de cisalhamento média (y) como estudado por Robertson e Ulbrecht
(1987) e Kelly e Gigas (2003) deve ser correlacionada com a frequéncia dos impelidores e
parametros reoldgicos (K e n), aléem da aeracdo imposta ao sistema. Dessa forma, conforme
discutido e apresentado por Campesi et al. (2008) a equacédo 10 abaixo mostra-se satisfatoria
para sistemas com aeracdo igual a 0,5 vvm, sendo possivel estimar a velocidade de
cisalhamento média (yay) para os quatro diferentes cultivos em funcdo do tempo. Para o
cultivo realizado apenas com oxigénio puro ndo € possivel utilizar a correlacdo proposta por
Campesi et al. (2008), pois a equacdo dada para 0 mesmo relaciona-se apenas com ensaios
fermentativos realizados em 0,5 vmm, e no cultivo apenas com oxigénio, foi utilizado uma

aeracdo de 0,1 vvm, ndo sendo apresentado na Figura 30.

2,876 0,609 1,343
Yav = <1,571<1—n>.K<1-”>-N “_”)) (0
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Os valores obtidos experimentalmente sdo apresentados na Figura 30 a seguir. Como
no comeco de todos os cultivos os valores de y sdo muito elevados, devido ao n estar proximo
de 1 ou comportando-se praticamente como fluido Newtoniano, os calculos foram feitos a
partir de 36 horas de cultivo.
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Figura 30. Perfil de velocidade de cisalhamento média ao longo do tempo para 600 (com e

sem enriguecimento), 800 e 1000 rpm.

De maneira geral, 0 aumento na rotacdo favorece a velocidade de cisalhamento ao
longo dos cultivos. Conforme apresentado em 1000 rpm, o rigoroso cisalhamento imposto
ao sistema contribui para maiores fragmentacoes celulares, tornando o caldo fermentativo

menos Vviscoso ao longo do tempo.

4.3. Andlise morfoldgica de Streptomyces clavuligerus nos diferentes cultivos em

biorreator

A fim de correlacionar velocidade de cisalhamento com as diferentes morfologias
apresentadas, em todos os cultivos foram realizadas imagens das ldaminas. Pois a maior ou
menor formacdo de pellets no meio fermentativo influencia na viscosidade, tornando-o mais
ou menos produtivo. Dessa forma, caracterizou-se e quantificou quatro diferentes classes

apresentadas pela S.clavuligerus, como apresentado por Bustamante (2013).

Foram analisadas 3000 imagens (600 por fermentacdo) ao longo do processo para

avaliar as classes mais abundantes em cada cultivo e em cada um dos tempos.
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Ao decorrer dos processos 0s pellets desaparecem, decorrente da alta fragmentacao

do microrganismo, tornando o fluido menos viscoso, conforme j& discutido na se¢éo anterior.

Em todos os cultivos houve formacéo de pellets, porém a quantidade e o tempo de
aparecimento/desaparecimento da morfologia variaram entre eles. Em 600 rpm, houve
formagcdo de pellets até as primeiras 24 horas e ap6s 48 horas, hora em que se obteve a maior
densidade ¢tica do cultivo. Em 800 rpm verifica-se essa morfologia presente até o final do
cultivo, porém em maior quantidade é vista até as primeiras 36 horas, momento em que tem,
um grande decréscimo no indice de consisténcia e consequentemente na viscosidade do
cultivo. Em 1000 rpm h& uma pequena formacao de pellets até as primeiras 36 horas e ap6s
66 horas a morfologia passa a ser mais presente, provavelmente devido ao aumento na
densidade Otica. Para o EF de 600 rpm enriquecido com oxigénio os pellets estiveram
presente até o final do cultivo, porém se mantiveram mais presentes até as primeiras 36 horas
e apos 66 horas, como o cultivo a 1000 rpm. Em 600 rpm, utilizando apenas oxigénio puro
em menor vazao, houve formacéo da classe morfoldgica desde as primeiras horas porem em
menor quantidade, sendo mais intenso apds 24 horas corridas do bioprocessos, com
consideravel diminuicdo (quase desaparecimento) dos pellets apenas apds 56 horas, na qual

obteve-se maior producédo de AC.
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A Figura 31 abaixo, compara a morfologia dos pellets apresentados em 24 horas para
600 rpm, 24 horas para 800 rpm, 24 horas para 1000 rpm,24 horas para 600 rpm enquerido

e 24 horas para 600 rpm com oxigénio puro.

Figura 31. Imagens diluidas 100x obtidas (a) aumento de 10x, 600rpm, 24 horas (b) aumento
de 10x, 800 rpm, 36 horas (c) aumento de 10x, 1000 rpm, 24 horas (d)aumento de 10x, 600

rpm enriquecido, 24 horas (e) aumento de 10x, 600 rpm 0,1 vvm, 24 horas (arquivo proprio).

O aparecimento mais tardiamente ou mais rapidamente em um ensaio fermentativo
pode ser justificado pelo maior ou menor tempo de fase de adaptacdo, permanecendo por

mais ou menos tempo como fluido Newtoniano, quando comparado aos outros cultivos.

A Figura 32 representa as imagens obtidas no tempo em que antecede a maior
producdo de &cido clavulanico de cada cultivo e no final do cultivo (72 horas), para assim

comparar os efeitos da morfologia na producédo do farmaco.
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Figura 32. Imagens diluidas obtidas no aumento de 10x (a) 600 rpm, 60 horas, diluida
100 x (b) 600 rpm, 72 horas, diluida 100 x (c) 800 rpm, 48 horas, diluida 100x (d) 800
rpm, 72 horas, diluida 100x (e) 1000 rpm, 36 horas, diluida 100x (f) 2000 rpm, 72 horas,
diluida 100x (g) 600 rpm, enriquecimento de oxigénio, 36 horas, diluida 100x (h) 600
rpm, enriquecimento de oxigénio, 72 horas, diluida 100x (i) 600 rpm, oxigénio puro, 48

horas, diluida 100x (j) 600 rpm, oxigénio puro, 72 horas, diluida 100x (arquivo préprio).

E possivel observar pela Figura 32 que com o aumento da rotacdo e
consequentemente 0 aumento do cisalhamento sofrido pelo microrganismo, a morfologia vai
se alterando. Em 600 rpm as morfologias predominantes sdo hifas ramificadas e clumps, ja
em 8000 rpm ha formacédo de clump em maiores quantidades que em 1000 rpm, sendo a
morfologia dominante de hifas ramificadas. Na maior rotacdo (1000 rpm), verifica-se hifas
mais distribuidas na lamina e prevalece a presenca de hifas ndo ramificadas. A presenca de
hifas ndo ramificadas induz na maior producao do metabdlito, ocasionando em novos centros
produtores de AC. Em 600 rpm enriquecido com oxigénio ha maior formacéo de clumps,
quando comparado ao cultivo na mesma rotacéo e o cultivo realizado a 600 rpm, aerado com
oxigénio puro foi o que teve maior nimero de células, porém teve quantidades maiores de

hifas ramificadas e quase nenhuma formacéo de hifas ndo ramificadas.

A formacéo de alguns clumps e pellets, como no cultivo a 1000 rpm apds a maior
producdo de AC, deve-se a juncdo de hifas ramificadas pelo excesso de células no cultivo.
Sendo a taxa de concentracdo celular maior do que a fragmenta¢do do microrganismo.
Comprovando que embora 0 aumento na concentracdo celular esteja diretamente ligado a

producdo do metabolito, nem sempre a maior producéo esta no tempo de cultivo com mais
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celulas, pois algumas dessas ndo podem ser consideradas produtoras ativas. Comprovando
tal fato, em 72 horas de cultivo a densidade 6tica chega a 38,37 (-), e em 48 horas (tempo de

maior producdo de AC), a densidade Otica é 36,98 (-).

A maior formacdo de pellets e clumps nos cultivos dificulta a transferéncia de
oxigénio para 0 microrganismo, afetando negativamente na producéo de AC. Dessa forma,
cultivos operados com um cisalhamento mais rigoroso fragmentam mais as células,
aumentando a area superficial para transferéncia de massa e consequentemente beneficia a
producdo do metabdlito de interesse (Bustamante, 2013; Pinto et al.; 2001; Garcia-Ochoa e
Gomes, 1998).

4.4. Producdo de &cido clavulanico e andlise morfologica de Streptomyces
clavuligerus em mesa incubadora rotativa utilizando frascos Erlenmeyers com

diferentes configuragoes.

Na Tabela 10 abaixo, sdo apresentados os resultados obtidos durante os cultivos em

frascos Erlenmeyers convencionais e com trés chicanas.

Tabela 10. Concentragédo de acido clavulanico obtida para os diferentes Erlenmeyers.

Erlenmeyers AC (mg/L) Desvio padrao (mg/L)
Com chicanas 559,67 13,28
Com chicanas 597,79 12,50
Convencional 502,76 59,38
Convencional 514,36 32,03

Os resultados obtidos na producdo de AC em Erlenmeyers com trés chicanas,
apresentou valores medios 12,6% maiores do que os realizados em Erlenmeyers padrdes. O
que pode ser explicado pelo aumento na aeracdo do sistema, causado pela associacdo de
chicanas em frascos Erlenmeyers e pela maior taxa de cisalhamento fornecida. Em
bioprocessos, a velocidade de cisalhamento é a variavel responsavel pela correta e suficiente
transferéncia de massa e energia para o meio, por isso essa forca hidrodindmica, quando é
subestimada pode levar a uma perda da biossintese do produto, como mostrado por Chisti,
(2001) e Cerri e Badino, (2012). Sendo assim, tal modificacdo favorece a transferéncia de

massa, homogeneizacao e consequentemente a transferéncia de oxigénio para o sistema.
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Quanto a sensibilidade na estrutura morfoldgica causada pelo aumento na taxa de
cisalhamento, se faz necessario assegurar condi¢Ges Otimas de agitacdo e aeracdo, levando
em conta a aeragdo fornecida, o tipo e o grau de agitacdo que serdo utilizados no cultivo,
como estudado por Meijer et al., (1993). Dessa maneira, minimiza-se 0s possiveis efeitos
negativos na morfologia, metabolismo, composi¢do, biossintese e viabilidade celular,
garantindo um ambiente fisico-quimico adequado aos microrganismos.

Através da Figura 33, observa-se que a producdo de AC em frascos Erlenmeyers

modificados proporcionou hifas menores, mais ramificadas e menos aglomeradas.
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Figura 33. Imagens diluidas 100x obtidas (a) aumento de 4x com chicana (b) aumento de
4x sem chicana (c) aumento de 10x com chicana (d) aumento de 10x sem chicana (e)

aumento de 40x com chicana (f) aumento de 40x sem chicana (arquivo proprio).

Essa observacdo estd de acordo com o estudado no trabalho de Belmar-Beiny e
Thomas (1991). Assim, como o trabalho de Bustamante (2013), que correlaciona hifasmais
ramificadas em cultivos com maiores agitagoes.

Relacionando a producdo com a morfologia apresentada, conclui-se que para a
mesma condicdo de rotacdo e temperatura a utilizagdo de chicanas e consequente aumento
da taxa de cisalhamento beneficia a producdo do farmaco, pois a ruptura celular geralmente
leva a renovacdo celular. Bustamante (2013) justifica essa maior producéo pela ruptura das
antigas estruturaras morfologicas, formando a partir dessa fragmentacao, novas células
produtoras do metabdlito de interesse.

Assim, fica claro que a taxa de cisalhamento correlacionada com a morfologia do
microrganismo é de extrema importancia, a fim de garantir que o efeito hidrodindmico seja

positivo e consequentemente melhore a producdo dos metabolitos desejados.
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6. CONCLUSAO

A producdo de &cido clavulanico por Streptomyces clavuligerus foi influenciada pela
aeragdo e rotacdo imposta ao sistema. Dentre essas varidveis, 0 aumento na rotacdo dos
impelidores beneficiou mais o aumento da taxa de transferéncia de oxigénio do que o
aumento da vazdo de ar, sendo a utilizacdo de mecanismos cisalhantes uma estratégia

promissora nesse bioprocesso.

Diferentes conformacdes de geometria no biorreator acarretam em diferentes valores
de kra, uma vez que alteram a transferéncia de massa e oxigénio do sistema. Sendo o estudo
dos impelidores e sua conformacdo geométrica de extrema importancia para a transferéncia
de oxigénio para o processo e bom desempenho do reator. Esse estudo preliminar representa
uma estratégia de melhoria no desempenho do processo de producédo de &cido clavulanico.

A producdo de AC méaxima foi alcangada no cultivo realizado com maiores rotagoes
(800 e 1000 rpm). Em sistemas mais cisalhantes hd maior ruptura das células, aumentando
0 numero de células renovadas, tornando-as melhores produtoras. Os menores niveis de AC
alcancado no cultivo com menor rotagcdo imposta, pode ser atribuido a maior dificuldade do
microrganismo em romper-se, a maior formacdo de pellets e consequentemente menor
transferéncia de oxigénio pro sistema, dificultando o crescimento do microrganismo sob essa
condicéo.

Fica claro com os resultados obtidos que o método proposto para analise morfolégica
mostrou-se satisfatorio, contribuindo para o entendimento dos efeitos causados pelo aumento
da velocidade de cisalhamento na producdo de AC, comprovando que hifas ramificadas
multiplicam-se a medida que aumenta-se o cisalhamento, favorecendo a producdo do
farmaco.

Através da utilizacdo do oxigénio puro em alguns cultivos evidencia que o aumento
na transferéncia de oxigénio contribui para antecipar a producdo do metabolito (16 e 8 horas
mais rapido, respectivamente) quando comparado ao cultivo padréo, porém néo favorece a
producdo do AC, uma vez que oxida o bioprocessos tornando prejudicial ao metabolismo
microbiano. Por outro lado, a condicdo de cisalhamento imposta no biorreator, devido as
modifica¢bes causadas na morfologia microbiana, aumenta consideravelmente a producéo
de AC.
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Figura Al. Curva de calibracdo de acido clavulénico, equacdo modelo e coeficiente de

correlacdo linear.
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Figura A2. Curva de calibracédo de glicerol, equacdo modelo e coeficiente de correlacédo

linear.
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