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RESUMO

B-lactamicos sdo compostos de elevada importancia clinica. Streptomyces clavuligerus
produz vérios destes compostos, como penicilina N (PenN), deacetilcefalosporina C,
deacetoxicefalosporina C, cefamicina C (CefC) e 4cido clavulanico (AC). Particularmente, CefC
¢ um antibiético de grande interesse por suas caracteristicas de resisténcia a B-lactamases. A
biossintese deste antibidtico envolve uma série complexa de reagdes enzimdticas, iniciando-se
com a etapa limitante de conversdo de L-lisina em 4cido L-a-aminoadipico (AAA) que, entdo,
condensa-se com cisteina e valina para formar L-o-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV), o
precursor dos antibiticos P-lactimicos. A formulagdo de meios utilizando-se estratégias
racionais tem sido de fundamental importincia para incrementar a producéo de antibiéticos [ -
lactamicos em S. clavuligerus. No presente trabalho, visando contornar a etapa de conversao de
L-lisina, investigou-se o efeito da adicao de AAA e/ou L-lisina no processo de producao de CefC
por S. clavuligerus ATCC 27064 em meio de producdo complexo solivel contendo amido e
farinha de semente de algoddo (Proflo™) como principais fontes de C e energia e de N,
respectivamente. Inicialmente, foram realizadas fermentacdes adicionando-se ao meio um ou
outro aminodcido. Os resultados destes experimentos subsidiaram, entdo, a selecdo de faixas de
concentracdo dos aminodcidos, através de métodos de planejamento experimental, para investigar
o efeito combinado destes compostos no processo. Os dados obtidos foram avaliados
estatisticamente por meio de metodologia de superficie de resposta, relacionando-se concentragao
inicial e consumo de AAA e L-lisina com a producao de CefC. Nos experimentos com 0s meios
contendo somente L-lisina ou AAA, como também naqueles estabelecidos através de
metodologia de planejamento experimental, foram observados os efeitos positivos destes
aminodcidos sobre a producdo de antibidticos. A andlise estatistica dos dados experimentais nao
indicou um efeito combinado dos aminodcidos, conforme evidenciado experimentalmente. Apds
determinadas as concentragdes ideais de ambos os aminodcidos no meio de produgdo, avaliou-se
o efeito da adicdo de ifons fosfato ao meio, uma vez que este pode influenciar os processos
enzimdticos da rota biossintética de CefC. Constatou-se que, dentro da faixa estudada (0 a 25 mM
de fosfato), houve um maximo de produ¢@o com a adi¢do de 15 mM. Para finalizar o trabalho,
foi realizado um experimento em escala aumentada sob as condi¢des que conduziram aos maiores
acumulos de produto e de producgdo especifica em frascos agitados (28,8 mM de L-lisina, 4 mM
de AAA e 15 mM de K,HPO,). Este experimento confirmou o efeito positivo de ambos
aminodcidos sobre a producdo de antibidticos. Os resultados obtidos neste trabalho, de uma
forma geral demonstram que o passo inicial de conversdo de L-lisina em AAA ¢ limitante e estd
diretamente associado a producdo. Quanto ao fosfato, os dados obtidos também condizem com
relatos da literatura, demonstrando que escolha de uma faixa ideal de concentracdo pode ser
decisiva no aumento da eficiéncia do processo.

Palavras-chave: Streptomyces clavuligerus. Cefamicina C. Acido a-aminoadipico. L-
lisina.



ABSTRACT

B-lactams are compounds of high clinical importance. Streptomyces clavuligerus produces
various of these compounds, such as penicillin N (PenN), deacetiylcephalosporin C,
deacetoxycephalosporin C, cephamycin C (CefC), and clavulanic acid (AC). Particularly, CefC is
an antibiotic of great interest for its characteristics of B-lactamases resistance. The biosynthesis
pathway of CefC involves a complex series of enzymatic reactions, starting with the rate-limiting
step of the lysine conversion to o-aminoadipic acid (AAA), followed of this compound
condensation with cysteine and valine to form L-a-aminoadipyl-L-cysteinyl-D-valine (ACV), the
precursor of B-lactam antibiotics. In this work, the effect of the addition of AAA and / or lysine
on CefC production by S. clavuligerus ATCC 27064 was investigated. It was used a complex
medium containing soluble starch and cottonseed flour (Proflo™) as main sources of C and
energy, and N, respectively. Initially, fermentations were carried out by adding to the medium
one or other amino acid. The results of these experiments were used to select the concentration
ranges of amino acids by using methods of experimental design. A three-level full-factorial
design was applied to investigate the combined effects of lysine and AAA concentrations on
CefC production. Response surface methodology was used to determine statistically the optimum
amino acids concentration values in order to obtain the maximum concentration of antibiotic.
Positive effects of these amino acids on the production of antibiotics were observed in the
experiments using media containing lysine or AAA, as well in the designed experiments. The
effect of adding phosphate ions in the production medium was investigated too. It was found that
there was a maximum production with the addition of 15 mM, within the range studied (0 to 25
mM phosphate). To confirm the results, a fermentation run was conducted in 5 L. fermentor
equipped with agitation and aeration, under the experimental condition that led to higher
accumulation of product and specific production in shake-flasks (28.8 mM lysine, AAA 4 mM
and 15 mM K,HPO,). The results showing that the initial step of lysine conversion to AAA is
rate-limiting and is directly associated to production. In relation to phosphate, the data are
consistent with reports showing that the choice of an optimal range of concentration can be

decisive in increasing the efficiency of the process.

Keywords: Streptomyces clavuligerus. Cephamycin C. a-amioadipic acid. L-lysine.
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1. INTRODUCAO

O primeiro antibidtico foi descoberto em 1928, quando Alexander Fleming notou
um halo transparente ao redor de um mofo contaminante em uma placa originalmente
inoculada com estafilococos. O fungo havia produzido alguma substancia que inibiu o
crescimento bacteriano, mais tarde denominada penicilina, nome este associado a
Penicillium, o género do microrganismo produtor. Foi necessario ainda mais de uma década
para acumular conhecimento e dar inicio a producdo de antibidticos, inaugurando-se entao
uma nova era na medicina, na qual as infecgdes microbianas puderam ser controladas de
forma eficaz pelos antibidticos. Passados mais de 80 anos desta descoberta, diversas outras
estruturas com acdo antimicrobiana sintetizadas por microrganismos foram descobertas,
compondo um arsenal terapéutico de elevada importancia para a medicina moderna.

A produgdo de antibidticos € realizada através de processos industriais
fermentativos, e tém sua origem na década de 1940, impulsionada naquela epdca pela
Segunda Guerra Mundial. Segundo Rokem (2007), este mercado movimenta hoje mais de
25 bilhdes de dolares/ano. Com o passar dos anos, os melhoramentos realizados no
processo produtivo aumentaram a produtividade e os rendimentos de maneira
surpreendente. Como exemplo da magnitude da produtividade destes bioativos tem-se a
producio de penicilina que excede as 60000 toneladas anuais, a um custo médio de U$5,00
por kg (ROKEM, 2007).

Os antibiéticos mais importantes clinicamente pertencem aos grupos dos [-
lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas. Dentre os compostos B-lactamicos, destacam-
se penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas, que atuam como inibidores da sintese da
parede celular bacteriana, e o 4cido clavulanico (AC) que, embora ndo tenha atividade
antimicrobiana significativa, € um potente inibidor de B-lactamases produzidas por
bactérias resistentes a penicilinas e cefalosporinas. Inicialmente, conheciam-se apenas os f3-
lactamicos sintetizados por fungos filamentosos. Somente a partir da década de 1970
descobriu-se que bactérias, principalmente actinomicetos do género Streptomyces,
sintetizam uma variedade bem maior de estruturas -lactamicas. Essas descobertas foram
de suma importancia, pois a evolucdo natural e o uso indiscriminado de antibiticos tém

selecionado espécies de microrganismos resistentes as drogas convencionais tradicionais.
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Dentre essas novas estruturas encontradas, estio o AC e a Cefamicina C (CefC), ambos
produzidos por Streptomyces clavuligerus. A CefC é um antibidtico com estrutura parecida
a da Cefalosporina C (CepC), sendo mais resistente as -lactamases do que este ultimo por
apresentar um grupo 7-a-metoxi que lhe confere maior estabilidade ao anel B-lactdmico.

Diante do exposto, justifica-se o interesse em estudar o processo de produgdo de
CefC, buscando informacdes que possibilitem aumentar os niveis de rendimento e
produtividade do mesmo e reduzindo custos. Para contribuir neste sentido, o presente
trabalho propds investigar a adicdo de precursores da estrutura do antibidtico no meio de
cultura sob condic¢des definidas por meio de metodologia de planejamento experimental, de
forma a proporcionar melhorias ao processo. Os resultados obtidos neste estudo forneceram
informacOes bioquimicas importantes com respeito ao metabolismo secundario do

microrganismo, as quais poderdo nortear novas estratégias para o incremento da produgdo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto foi investigar melhorias do processo fermentativo de
producdo de CefC por S. clavuligerus através de adicdo adequada de é&cido L-a-
aminoadipico (AAA) e fosfato em meio de producdo complexo solivel para,
respectivamente, contornar a etapa limitante de conversdo de L-lisina em AAA e induzir a

formag@o do tripeptideo ACV, também uma etapa limitante da rota biossintética.

Para isso foram realizadas as seguintes etapas:

1. Adaptagdo de metodologia de andlise de CefC.

2. Estudo do efeito da L-lisina sobre a produ¢do de CefC no meio de
producao adotado.

3. Investigacdo do efeito de AAA sobre a producdo de CefC, em meio
ndo suplementado com L-lisina.

4. Investigacdo da adi¢do conjunta de AAA e L-lisina aos meios de
producdo, em condicdes delineadas por meio de planejamento fatorial.

5. Avaliacdo do efeito da concentracdo de fosfato sobre a produgdo de
CefC, em meio suplementado com AAA e L-lisina.

6. Validacdo da composicao de meio mais adequada, obtida em frascos

agitados, em biorreator tipo tanque agitado e aerado em escala de bancada.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antibiédticos p-lactamicos

Os antibidticos pertencentes a esta classe sao assim denominados por possuirem em
sua estrutura o anel B-lactamico (Figura 2.1). Trata-se de uma amida ciclica, ou seja, uma
lactama, formada por quatro membros. Os diferentes antibidticos pertencentes a esta classe
podem ainda ser divididos em cinco subclasses, conforme a sua estrutura quimica, assim
denominadas: penicilinas, carbapenémicos, cefalosporinas, monobactamicos e os inibidores
de B-lactamases (Figura 2.2) Com exce¢do dos monobactamicos, os demais t€ém em comum

um sistema biciclico de anéis. (BRAKHAGE, 1998)

O S
I H H H ~. "
R1_C—N—C—C/ C\H
Anel
B-lactamico
C/H
C—N

Figura 3. 1 — Estrutura quimica do anel B-lactamico: neste caso trata-se da estrutura
comum aos antibidticos cefalosporinicos.

O sucesso no uso destes antibidticos deve-se a sua alta especificidade e baixa
toxicidade (BRAKHAGE, 1998). O mecanismo de acdo dos antibidticos B-lactdmicos
baseia-se na sua ligacdo a enzimas transpeptidases (também chamadas PBPs — proteinas
ligantes de penicilinas), responsdveis pela formagdo da parede bacteriana. A inibicdo da
atividade destas enzimas prejudica a formacdo da parede celular da bactéria e resulta na
morte celular do patégeno por lise osmotica.

Os primeiros B-lactamicos descobertos eram sintetizados por fungos filamentosos.
Somente a partir da década de 1970 descobriu-se que bactérias, principalmente
actinomicetos do género Streptomyces, sintetizam uma variedade bem maior de estruturas
B-lactamicas (cefalosporinas, cefamicinas, cefabacinas, carbapenemas, monobactams e
clavams) do que os fungos, que produzem somente B-lactimicos com estruturas andlogas as

de penicilina e cefalosporina (BRAKHAGE et al., 2005).
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Estes antibioticos por vezes sdo classificados como peptideos nao ribossomais por
serem sintetizados a partir de trés aminodcidos, o 4cido L-o-aminoadipico (AAA), a L-
cisteina e a L-valina, e por sua sintese ndo ocorrer no ribossomo. Uma importante
caracteristica que distingue a biossintese em eucariotos e procariotos € a formacdo do
aminodcido raro AAA: nos primeiros ele € um intermedidrio da rota biossintética da L-
lisina, enquanto no segundo grupo ele ¢ formado pela descarboxilagdo da L-lisina via
enzima lisina- e-aminotransferase (LAT).

Atualmente, grande parte dos antibidticos disponiveis comercialmente pertencentes
a este grupo sdao derivados sintéticos daqueles produzidos naturalmente, através de

modificacdes quimicas que tém por objetivo melhorar as caracteristicas destes bioativos.

H
: i N
N Y 5 0 N\)<
0 0 2
COOH COOH
Carbapenémicos Penicilinas
H H g
Q j;l"l/ R* 0 j;n\
0 - 0 R’
COOH
Cefalosporinas Monobactamicos
0 OH
I
& .

COOH

Acido clavulanico
{Inibidor dep-lactamases)

Figura 3. 2 — Principais subclasses de compostos B-lactamico
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3.2. Streptomyces clavuligerus

S. clavuligerus é¢ uma bactéria filamentosa gram positiva pertencente ao grupo dos
actinomicetos. Foi isolada de uma amostra de solo na América do Sul, sendo descrita pela
primeira vez por Higgens e Kastner (1971). E um microrganismo aerébio, com condigdes
favordveis ao seu crescimento em temperatura entre 25 e 35 °C, e pH entre 6,5 e 8,0. Esta
depositada no banco da ATCC sob nimero 27064, e no banco da NRRL sob numeracao
3585. Duas caracteristicas sdo marcantes nesta espécie de microrganismo: a incapacidade
de metabolizar glicose (GARCIA-DOMINGUEZ et al, 1989), e a incomum presenga do
ciclo da uréia em um procarioto (BUSHELL et al, 2006).

S. clavuligerus tem a capacidade de produzir uma grande variedade de metabdlitos
secunddrios, como os antibidticos B-lactimicos da rota biossintética da CepC (penicilina N,
deacetilcefalosporina C, deacetoxicefalosporina C), CefC e o AC, um potente inibidor de [3-
lactamases, além de outras vinte clavamas. Produz ainda holomicina, n-propionil-holotina e
tunicamicina, (LIRAS; RODRIGUEZ-GARCIA, 2000). Dentre estes compostos, destacam-
se o AC (PRUES; KELLETT, 1983; BRUNDTLAND, 2000) e a CefC (CefC), mais
potente que CepC e resistente a f-lactamases (OMSTEAD et al., 1985; BRAKHAGE et al.,
2005).

3.3. Cefamicina C

CefC € um antibidtico B-lactdmico produzido por Nocardia lactamdurans e S.
clavuligerus (NAGARAJAN et al, 1971). Foi o primeiro membro da familia das
cefamicinas a ser isolado. Pertence a subclasse das cefalosporinas e sua caracteristica
marcante € presenca de um grupamento metoxila na posicdo 7-a do sistema biciclico
(Figura 2.3). Este grupamento promove maior estabilizacdo do sistema p-lactdmico,
aumentando a resisténcia deste antibidtico as enzimas do tipo PB-lactamases, principais
responsdveis pela inativacdo de antibidticos B-lactamicos. CefC € particularmente ativa
contra bactérias gram negativas. Modificagdes quimicas em sua estrutura através de
alteragdes nas cadeias laterais tém sido realizadas visando aumentar o espectro de atividade

contra gram positivas. Cefotetan (Figura 2.4) e Cefoxitina (Figura 2.5) sdo dois exemplos

de antibidticos semi-sintéticos obtidos a partir da CefC.
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Figura 3. 3 — Estrutura quimica da CefC
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Figura 3. 4 - Estrutura quimica do antibiético semi-sintético Cefotetan
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Figura 3. 5 - Estrutura quimica do antibiético semi-sintético Cefoxitina

A biossintese de CefC em S. clavuligerus é complexa, envolvendo uma longa
sequéncia de reagdes enzimdticas. Lisina-e-aminotransferase (LAT), presente
exclusivamente em Streptomyces spp produtores de antibidticos B-lactamicos, € a primeira
enzima da rota e catalisa a conversdo de L-lisina em 1-piperideina-6-carboxilato (Figura
2.6). Este intermedidrio, por sua vez, é convertido em AAA através de uma reacdo
catalisada pela enzima piperideina-6-carboxilato dehidrogenase. A enzima &-(L-o-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina sintetase (ACVS) catalisa, entdo, a condensacao dos trés
aminodcidos precursores (AAA, L-cisteina e L-valina) em um tripeptideo linear &-(L-a-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV). Este €, por sua vez, convertido a isopenicilina N

através de uma ciclizagdo oxidativa, catalisada por isopenicilina N sintase (IPNS).
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Isopenicilina N epimerase promove entdo a mudanga conformacional da forma L para D na
cadeia lateral aminoadipil. O préximo passo consiste na expansao do anel tiazolidinico para
o anel de seis membros, caracteristico das cefalosporinas. A partir desta expansdo sdo
necessdrios quatro passos enzimdaticos que inserem os grupamentos carbamoil e 7-a-
metoxila na estrutura para, enfim, se obter a CefC (MALMBERG et al., 1993; MARTIN,
1998; LIRAS, 1999; ALEXANDER et al, 2000).

3.4. Regulacao da sintese de CefC

As rotas biossintéticas de CefC (Figura 2.6A) e de AC (Figura 2.6B) em S.
clavuligerus sdo totalmente independentes, porém, tem-se evidenciado que mutantes de S.
clavuligerus nao produtores de CefC também nao produzem AC (LIRAS e MARTIN,
2005).

Recentemente, verificou-se que as sinteses de AC e CefC s@o reguladas pelo mesmo
elemento multifuncional, ccaR ("cephamycin and clavulanic acid Regulator"), codificado
pelo gene ccaR, localizado no agrupamento de genes da biossintese de CefC (BIGNELL et
al., 2005). Desta forma, a ativacdo e a regulacdo de uma determinada via biossintética em S.
clavuligerus sao mecanismos complexos, influenciados tanto pela natureza e concentragao
de nutrientes essenciais e outros constituintes do meio de cultivo (fontes de C, N, P e S,
sais, etc) como por intermedidrios do metabolismo primdrio e/ou componentes que
participam, direta ou indiretamente, da rota biossintética (KHETAN et al., 1999). A
formacdo do O-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV), por exemplo, um
intermedidrio da rota de biossintese de B-lactamicos, pode ser afetada por glicose em
Penicillium chrysogenum e Nocardia lactamdurans, por fosfato em S. clavuligerus e ainda,
por amonia em S. clavuligerus e Cephalosporium acremonium (NOVO NORDISK A/S,
1999). Lebrihi et al. (1987) estudou o efeito da concentracio de fosfato sobre a producgdo de
CefC e AC, e concluiu que tanto baixas como elevadas concentragcdes do ion podem afetar

a biossintese destes antibidticos.
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Figura 3. 6 — Rotas biossintéticas em S. clavuligerus de (A) CefC e (B) AC (LIRAS, 1999)
(PenN — penicilina N, DAOC - deacetoxicefalosporina C, DAC — deacetilcefalosporina C,

OCDAC - orto-carbamoil-deacetilcefalosporina C, HOCDAC - 7-hidroxi-carbamoil-

deacetilcefalosporina C)
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3.5. Estudos bioquimicos da sintese de CefC

Apesar da rota biossintética de antibiéticos B-lactdmicos jé ter sido elucidada em
quase sua totalidade, apenas recentemente os aspectos bioquimicos dos mecanismos
regulatdrios tém sido investigados mais detalhadamente, utilizando-se linhagens selvagens
e/ou linhagens recombinantes de S. clavuligerus (MALMBERG et al., 1995). Malmberg et
al. (1995), utilizando linhagem recombinante de S. clavuligerus contendo cépia adicional
do gene para codificagdo da enzima LAT, obtiveram elevados indices de producdo de
CefC. Desta forma concluiu-se que a reagdo de formagao do intermedidrio AAA, catalisada
por LAT, constitui um passo limitante da rota biossintética. Estudos como este
proporcionam informagdes de elevado interesse, as quais possibilitam a interferéncia no
bioprocesso de forma criteriosa, visando o aumento final de producao.

Os estudos bioquimicos, de uma forma geral, sio normalmente realizados com
microrganismos cultivados em meios de cultura sintéticos simples, ndo se priorizando o
aumento da producdo de CefC propriamente dito. Para se avaliar este ultimo aspecto,
fundamentalmente tecnoldgico, deve-se considerar uma caracteristica importante do
comportamento de microrganismos filamentosos durante um bioprocesso de metabdlitos
secunddrios, a saber, a relativa dissociacdo entre as fases de crescimento celular (trofofase)
e de producdo (idiofase). Normalmente, esta tltima ocorre sob condi¢des limitantes mais ou
menos severas de nutrientes, adversas ao pleno desenvolvimento celular, que podem ser
obtidas variando-se os componentes do meio para, simultaneamente, manter as células
vidveis e obter rendimentos adequados de produto (DEMAIN, 1984).

Normalmente, a produgdo industrial de CefC € realizada em meios de cultura
complexos contendo fontes de N provenientes de matéria prima vegetal de baixo custo, que
resultam em altos rendimentos de produto. Porém, nestes meios pode haver componentes
de dificil identificacdo que afetam negativamente o processo e dificultam a realizacdo de
estudos bioquimicos. Por estes motivos, estudos bioquimicos e aspectos do bioprocesso sao
estudados distintamente. Todavia a utilizagdao de fontes de N soldveis, como extratos
protéicos ou a combinagdo adequada de aminodcidos, surge como uma alternativa favordvel
a geracdo de caldos mais homogéneos e menos viscosos que, por isso, promove melhorias
com relagdo a transferéncia de massa e calor, condi¢des de monitoramento e controle, bem

como a simplificacdo de processos de separacdo, recuperacdo e purificagdo do produto
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(ELANDER, 2003). Desta forma, torna-se possivel aliar aspectos bioquimicos e
tecnoldgicos do bioprocesso com vistas a estabelecer condicdes de meio que conduzam a

melhorias na produgdo de CefC, como a isopenicilina sintase,
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais

4.1.1. Microrganismos

Para de producdo de compostos B-lactimicos foi utilizada a linhagem ATCC 27064
de S. clavuligerus (BUTTERWORTH, 1984), adquirida da prépria ATCC na forma de
células vegetativas (micélios) liofilizadas. O microrganismo foi estocado em duas formas:

- esporos ou células vegetativas, em solucdo de glicerol 20% v/v, a temperatura

de —80°C

- células vegetativas liofilizadas, armazenadas em ampolas a temperatura

ambiente.

Também foi utilizada a linhagem DSMZ 41826 de S. clavuligerus, um mutante
espontaneo da linhagem selvagem, com maior capacidade produtiva, estocada da mesma

forma que a linhagem anterior (VINING et al, 1987).

4.1.2. Bactéria-teste

Para os bioensaios de detec¢do/quantificagdo de antibidticos B-lactimicos foi utilizada
Escherichia coli ESS 2235 como bactéria teste, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Paloma
Liras, da Faculdade de Biologia da Universidade de Leon, Espanha (LIRAS; MARTIN,
2005). Também foram utilizadas duas formas de estoque para bactéria teste:

- em solugdo de glicerol 20% v/v, a temperatura de —80°C

- em 4gar nutriente, a temperatura de 4°C.

4.2. Meios de Cultura

4.2.1. Meio solido de cultivo de bactérias-teste

O cultivo da bactéria E. coli ESS 2235 foi realizado em meio dgar nutriente (Difco

0001), indicado pela ATCC, conforme indicado na Tabela 4.1.
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Tabela 4. 1- Composi¢do do meio agar nutriente (Difco 0001).

Componentes Concentraciio (g.L")
Peptona 5,0

Extrato de Carne 3,0

Agar bacteriolégico 15,0

pH 6,8 +0,1
Agua destilada em q.s.p. 1000 mL

4.2.2. Meio de esporulacao de S. clavuligerus

O meio proposto por Sdnchez e Brafia (1996), descrito na Tabela 4.2, foi utilizado para

obtencao de esporos do microrganismo.

Tabela 4. 2- Meio de esporulagdo de S. clavuligerus (SANCHEZ; BRANA, 1996).

Componentes Concentracdo (g.L7)
Extrato de levedura 0,5

Extrato de carne 0,5

Caseina hidrolisada acida 1,0

Glicose 5,0

MOPS 21,0

Agar 20,0

pH 7,0 0,1

4.2.3. Meio de reativacio ou germinaciao de micélios e de esporos
A germinacdo de esporos ou de micélios congelados a —80°C de S. clavuligerus foi

realizado meio indicado pela ATCC (meio ISP1), adicionado de extrato de malte (Tabela 4)

(KIESER et al, 2000).



Tabela 4. 3 — Composicdo do meio de germinacao (MG) ou reativagdo (MR)

Componentes Concentracio (g.L7)
Triptona 5,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 10,0
MOPS 21,0
pH 6,8 £ 0,1

4.2.4. Meios para preparo de in6culo (MI)

Tabela 4. 4 - Composi¢ao geral dos meios de preparo do indculo

Componentes Concentracio (g.L7)
Amido 10,0
Proflo® ©® 8,5
Extrato de levedura 1,0
K>HPO, 0,8
MgS0.-7H,O 0,75
MOPS 21,0
Solugdo de sais™ 10,0 mL

(a) Farinha de semente de algodao, gentilmente cedida pela empresa Traders
Protein (Lubbock, Texas, EUA)

(b) solucao de sais, g/L.: MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0,
1,0.

31
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4.2.5. Meio utilizados para producao de antibiéticos (MP)

Tabela 4. 5 - Meio-base de fermentagdo principal (OMSTEAD et al, 1985; ANTONIO,
2007)

Componentes Concentracao (g.L'l)
Amido 10
Proflo® 8,5
Extrato de levedura 0,5
Tiossulfato de sédio © 1,0
K>HPO4 1,75
MgS0O4-7H,O 0,75
CaCl, 0,2
NaCl 2,0
MOPS 21,0
Solugdo de sais 5,0 mL

(a) adicionados em 30 horas de processo

Utilizou-se farinha de semente de algoddo (marca: Proflo®) como principal fonte de
nitrogénio no meio de producdo. A fonte foi submetida a uma filtracdo prévia a
autoclavagem, de forma a aumentar a solubilidade do meio e, assim, melhorar a
disponibilidade de oxigénio ao microrganismo e permitir andlises mais precisas, pois a
biomassa pode ser facilmente separada do meio por centrifugacio, ao contrdrio do que
ocorreria com meio insolivel. O oxigénio € um cofator de importantes enzimas da rota
biossintética de CefC, como a isopenicilina N sintase, Penicilina N expandase e

deacetoxicefalosporina C hidroxilase (LEITAO et al, 1997; LIRAS, 1999). Dados da
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literatura tém demonstrado que a oxigenacdo do meio € um fator essencial para o aumento

da producao de CefC (OKABE et al, 1992).

Tabela 4. 6- Meios para avaliagio da suplementagdo com L-lisina sobre a producao de
CefC

Concentraciio (g.L™")

Componentes M1 M2 M3 M4
L-lisina (cloridrato) 1,8 4,6 9,1 18,3
(10 mM) (25 mM) (50 mM) (100 mM)

Demais componentes — idem Tabela 4.5

Tabela 4. 7 - Meios para avaliacdo da suplementagdo com AAA sobre a producdo de CefC

Concentracao (g.L'l)

Componentes M1 M2 M3 M4 M5

AAA @ 0 0,67 1,35 2,70 4,05
OmM) @42mM) B84mM) (16,7mM) (25,1 mM)

Demais componentes — idem Tabela 4.5

- (a) - O AAA adicionado ao meio foi previamente solubilizado em HCL 1N.



Tabela 4. 8 - Condicoes das varidveis independentes do Planejamento Fatorial 2",com
duplicata do ponto central: concentragdes iniciais de L-lisina (varidvel x;) e de AAA
(varidvel x,), adicionados ao meio base de produgdo (Tabela 4.5).

Variaveis independentes
Unidades

Codificadas Unidades Reais
Meio L-lisina AAA L-lisina AAA
(x1) (x2) (mM) (mM)
1 -1 -1 0 0
2 +1 +1 100 10
3 +1 -1 100 0
4 -1 +1 0 10
5 0 0 50 5
6 0 0 50 5

Tabela 4. 9 - Condi¢des das varidveis independentes do Planejamento Fatorial 3",com
quadruplicata do ponto central: concentragdes iniciais de L-lisina (varidvel x;) e de AAA
(varidvel x,), adicionados ao meio base de produ¢do (Tabela 4.5).

Variaveis
Unidades Codificadas Unidades Reais
] L-lisina AAA L-lisina AAA
Meio
(x1) (x2) (mM) (mM)
1 0 -1 16,8 2,0
2 -1 +1 4.8 6,0
3 +1 +1 28,8 6,0
4 0 0 16,8 4,0
5 0 0 16,8 4,0
6 0 0 16,8 4,0
7 0 0 16,8 4,0
8 +1 0 28,8 4,0
9 0 +1 16,8 6,0
10 -1 -1 4.8 2,0
11 -1 0 4.8 4,0
12 +1 -1 28,8 2,0
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Tabela 4. 10 - Meios para avaliagc@o do efeito de fons fosfato sobre a producio de CefC

Concentracao (g.L'l)

Componentes M1 M2 M3 M4 M5

L-lisina 53 53 53 53 53
(28,8 mM) (28,8 mM) (28,8 mM) (28,8 mM) (28,8 mM)

AAA 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64
40mM) (40mM) (4,0mM) (40mM) (4,0 mM)

K,HPO, 0,0 0,87 1,75 2,61 3,50

OmM)  (50mM) (10,0 mM) (15,0 mM) (20,0 mM)

Demais componentes — idem Tabela 4.5

4.3. Equipamentos

Equipamentos para as fermentagdes:
- Mesas incubadoras rotatérias (New Brunswick), para os experimentos em frascos
agitados, providas de controle de agitagcdo e de temperatura.
Equipamentos e aparelhos para procedimentos gerais e analiticos:
- Espectrofotometro (UV e luz visivel - Pharmacia)
- Camara de fluxo laminar, balancas, estufas, pHmetros, autoclaves, bombas
peristélticas, centrifuga refrigerada, banhos termostatizados.
- Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu)
- Microcomputadores para o tratamento dos dados experimentais

- Biorreator tipo tanque agitado e aerado em escala de bancada.

4.4. Condicoes gerais do processo fermentativo

Foram realizados processos em batelada com duracdo varidvel entre 72 e 120 horas
em frascos agitados em mesa incubadora rotatéria com temperatura controlada em 28°C e

freqiiéncia de rotagdo de 260 rpm. Primeiramente, o microrganismo foi transferido para um
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meio de reativacdo, conforme composi¢dao descrita na Tabela 4.3, por um periodo de 24
horas. Apds a etapa de reativacdo, a bactéria foi transferida para o meio de preparo do
in6culo principal (Tabela 4.4) por mais um periodo de 24 horas. Do caldo resultante,
retirou-se uma aliquota correspondente a 10% do volume do meio de fermentagdo principal
(Tabela 3) para inocular o meio de producdo. Esta metodologia encontra-se esquematizada

na Figura 4.1.

criotubo (~3 mL de
SUSHENSAD de esporos)

(10% val. germinado/ (10% wal. indculo / vol.
% vol. total) tutal)

AR R

Etapa de germinagio,
em MG (24 haras) Etapa de preparo doindculo

Femnentagio principal, em MP
principal, em Ml (24 horas)

(periodo de ternpo varidvel, conforme o
ohjetivo do experimento)

Figura 4. 1 - Etapas de cultivo de S. clavuligerus em frascos agitados

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Coleta de amostras, armazenagem do sobrenadante e determinacao de biomassa

As amostras foram coletadas a cada 24 horas de fermentacdo. Apds a coleta, o caldo
fermentativo foi centrifugado por 10 minutos, 11000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e armazenado em "freezer" (—20°C) para as andlises consumo de substratos e
quantificacdo de antibidticos. O precipitado contendo a massa celular foi novamente
centrifugado com 4gua destilada para a remog¢ao de impurezas, sendo o "pellet" resultante
seco em estufa a 105°C por 24 horas em recipiente previamente pesado. Apds este periodo,

o recipiente contendo a biomassa seca seguiu para um dessecador e, apds atingir a
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temperatura ambiente, foi pesada, sendo sua concentracdo expressa em termos de massa

seca por volume de meio de cultura (g-L_l).

4.5.2. Determinacao da concentra¢io de aminoacidos: AAA e L-lisina

Para a analise de aminodacidos, as amostras de caldo fermentativo foram diluidas 10
vezes em tampao citrato pH 2,2 e depois filtradas em membrana com poro de 0,45um. As
andlises foram realizadas através de método de derivatizacdo pds-coluna com orto-
phtalaldeido (OPA) utilizando-se uma coluna de troca idnica em um analisador automatico
Shimadzu LC-10A/C-47A, acoplado a um detector de fluorescéncia Shimadzu modelo RF-
10a XL ajustado com o comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 350 nm e 450 nm
respectivamente. A calibracdo do sistema foi realizada utilizando-se uma mistura padrdo de
aminodcidos (Sigma), obtendo-se um valor para o tempo de retengdo de cada aminodcido.
O software do sistema realizou o calculo da concentracio de aminodcidos da amostra
através de um fator de conversdo obtido da relac@o entre a drea de cada pico do padrio e
area do pico da amostra (Figura 4.2) (KUO et al, 2005). Para o AAA, um aminodcido
incomum, utilizou-se um padrao (Sigma), estimando-se a concentragdo presente na amostra
como para os demais aminoécidos. Os tempos de retencdo para AAA e L-lisina foram de

14,7 e 44,5 minutos, respectivamente.
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Figura 4. 2 - Cromatograma obtido a partir de andlise do pool de aminoacidos-padrao
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4.5.3. Determinacao de AC

AC foi quantificado através de método proposto por Bird et al. (1982), no qual a
amostra € derivatizada previamente com imidazol (60 g/L) a 30°C por 12 minutos. Apds a
reacdo, a solucdo € resfriada em banho termostatizado a 20°C, sendo o produto da reacdo
(1-(4-aza-8-hydroxy-6-oxo) oct-2-en-1-oylimidazol) determinado através de leitura em
espectrofotometro UV a 312 nm. Uma curva de calibragdo com um padrido da substancia
foi previamente construida. Este método € especifico para AC, sendo que derivados do AC
e outros compostos contendo o niicleo clavam respondem bem as condi¢des de andlise, mas

penicilinas praticamente ndo sdo detectadas pelo método.

4.5.4. Determinacio de CefC através de bioensaio de difusio em agar

4.5.4.1. Padrao utilizado

CefC pode ser quantificada por HPLC com detector Ultravioleta (UV), em
comprimento de onda de 254 nm, todavia € necessdrio um padrdo de elevada pureza.
Devido a indisponibilidade do padrao de CefC, a dosagem deste composto foi realizada por
meio de bioensaio utilizando como padrdao CepC, devido a semelhanga de halos de inibi¢ao
produzidos por estes dois bioativos (LIRAS; MARTIN, 2005). Portanto o antibi6tico
produzido foi quantificado de forma indireta e expresso em termos de concentragdo de

Cefalosporinas totais (CepC totais, em mg-L™).

4.5.4.2. Preparo da suspensiao bacteriana

A bactéria teste foi cultivada em tubo contendo dgar nutriente, por 24 horas em
estufa a 36- 37°C. A suspensdo bacteriana foi preparada adicionando-se aproximadamente
10 mL de solucdo salina (0,9%) ao tubo com as bactérias crescidas. A densidade Optica

(DO) da suspensao resultante foi lida em 600 nm, em espectrofotdmetro.

4.5.4.3. Preparo das placas para bioensaio

A cada 100 mL de meio nutriente dgar ainda fluido (~ 46°C) foram adicionados 0,7
mL de suspensdo bacteriana com DO igual a 1. Em cada placa de 150 mm de didmetro

foram vertidos 40 mL de meio 4gar nutriente contendo a bactéria teste. Apds solidificagao
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do meio, perfurou-se o nimero necessirio de pogos (5 mm de didmetro) para a aplicacdo

das amostras.

4.5.4.5. Eliminacao de biocompostos interferentes na analise de CepC totais

S. clavuligerus é conhecido por sua capacidade em produzir diversos compostos
com atividade antimicrobiana. Desta forma, para quantificar com maior exatidio o
antibidtico produzido foi necessdrio realizar alguns tratamentos especificos com as

amostras para depois realizar o bioensaio.

(a) Eliminacao do AC

As amostras foram tratadas previamente para eliminar o AC presente de duas
formas:

- tratamento alcalino, através da adicdo de NaOH 1M até pH 9,0

- tratamento 4cido, através da adicdo de HCI 1M até pH 3,0

A concentracdo de AC da amostra foi avaliada em intervalos definidos e, ao se

estabilizar em valores em torno de 20 mg-L™', o pH era reajustado para 7,0.

(b) Eliminacao da Penicilina N

Para eliminar a PenN utilizou-se a solu¢do enzimdtica BD Difco ™ Penase®,
adicionada a uma proporc¢do de 25 pl. de enzima por mL de amostra, reagindo-se por um
periodo de 20 minutos.

- Caracterfsticas da enzima BD Difco ™ Penase: poténcia 1977 UI/ mL/min , a

pH 7, 25°C, tomando-se como base 1mg de Penicilina G (PenG) = 1595 Ul

4.5.4.4. Aplicacao das amostras, incubacio e leitura de halos

No interior dos pocos perfurados (item 4.5.4.3) foram adicionados 20 puL das
solugdes preparadas de amostra e de padrdo de antibidtico, adequadamente diluidas. As
placas foram incubadas a 36-37°C por 18 horas sendo medidos, entdo, os didmetros dos

halos de inibig¢do.
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4.5.4.6. Determinacao de CepC totais

(a) Quantificacao por interpolacao logaritmica

Neste procedimento, foram aplicadas em uma mesma placa duas concentragdes do
padrdo e duas concentracdes das amostras do caldo fermentativo. As medidas dos
diametros dos halos de inibicdo foram utilizadas para calcular a concentracdo de
antibidticos na amostra através de interpolacdo logaritmica, conforme € apresentado a
seguir.

Sendo

9= (ZAH +ZAL)_(ZPH +ZPL)

(ZAH +ZPH)_(ZAL +ZPL)

onde:

. log (fator de diluicdo ) Equagdo 4.1

- A e P - valores dos didmetros dos halos de inibi¢do das amostras e dos padrdes do
antibidtico, respectivamente

- He L - subscritos indicando alta e baixa concentracdo, respectivamente

- fator de dilui¢do - razdo entre a concentracdo mais alta e a mais baixa das

solucdes, tanto dos padrdes como das amostras
pode-se calcular a concentracdo da amostra através da seguinte equagao:
Camostra =10° * conc. mais alta do padrdo

(b) Quantificacao por meio de curva de calibraciao

Outra forma de quantificar a produgdo de CefC foi construir previamente uma curva
de calibragdao com o padrio, plotando-se os valores de logaritmo da concentracido versus
didmetros dos halos de inibi¢ao correspondentes. Através da reta obtida pode-se calcular a
concentracdo de antibidticos na amostra. Construiu-se uma curva de calibragdo com 13
concentracdes de CepC (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e 120 mg'L’l). As placas,
cada uma contendo oito aplicacdes de cada concentracdo do antibidtico, foram realizadas
em triplicata, perfazendo um total de vinte e quatro medidas de halos de inibi¢cdo para cada

concentracao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Padronizacao do bioensaio

Embora a quantificagdo de CefC por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) seja relatada na literatura (LIRAS; MARTIN, 2005), em nosso estudo foi adotada
a metodologia de bioensaio devido a indisponibilidade do padrao do antibiético. Todavia, o
procedimento de quantificacdo por bioensaio € influenciado por uma série de fatores que
podem afetar o resultado final. Dentre estes pode-se destacar: concentracdo da bactéria-
teste, composicdo do meio de cultivo, tempo de incubacdo da bactéria teste, razdo de
difusdo da amostra, profundidade do &gar, padrdo de crescimento do microrganismo,
temperatura de incubacdo, estabilidade da amostra, outras substancias bioativas
normalmente presentes no caldo fermentativo, tempo de aplicacdo da amostra na placa. A
soma de todos esses fatores acarreta em maiores valores de desvio padrdo
comparativamente a ensaios quimicos. Tendo em vista tais complicacdes, foi necessario

padronizar a metodologia para a obtencdo de resultados confidveis.

5.1.1. Curva de calibracao para CepC

A quantificacdo de CepC Totais por interpolacio logaritmica (Item 4.5.4.6.a) requer
a aplica¢do de uma diversidade de concentragdes (solugdes-padrao e amostras) impedindo a
aplicacdo de maior nimero de replicatas da mesma concentra¢do. O aumento do nimero de
replicatas da amostra confere maior consisténcia ao resultado da andlise, uma vez que
minimiza o efeito do desvio padrdo com relacdo a média. Assim, foram construidas curvas
de calibracdo para a quantificacdo do antibidtico, de forma a eliminar a aplicacdo de
padrdes em todas as placas, aumentando-se o nimero de aplicacdes de amostras em uma
mesma placa.

O Griéfico 5.1 apresenta uma curva de calibracdo tipica para este propdsito,
construida com 13 concentragdes do padrdo, sendo realizadas 24 aplicagdes para cada
concentracdo. O grande numero de concentracOes testadas aliado ao coeficiente de
determinacdo obtido (r* = 0,98) proporcionou confiabilidade a curva utilizada, validando
seu uso para quantificar os antibidticos produzidos por S. clavuligerus. A partir dos dados

obtidos ajustou-se a reta representada pela equacdo 5.1, que relaciona didmetro de halo (y)
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e logaritmo da concentracdo de CepC (x). Considerando-se que o erro experimental
associado a este tipo de andlise € relativamente elevado (10 a 20%), pode-se concluir que o

modelo representa bem os dados experimentais.

30
251
20
15- .

10

Diametro de halo (mm)

5 : : . , .
0,5 1,0 1,5 2,0
Log da concentracao

Grifico 5. 1 - Curva de calibragio de CepC para bioensaio.

D, (mm) =14,68+ LOg[ -1,35 Equacdo 5.1

CepC]

R>=0,98

5.1.2. Eliminacao de interferentes no bioensaio

Como ja mencionado, S. clavuligerus produz diversos compostos com atividade
antimicrobiana como Penicilina N, deacetilcefalosporina C (DAC), deacetoxicefalosporina
C (DAOC) e CefC, além do AC. Esta versatilidade acaba por dificultar a quantificacdo
especifica da CefC por bioensaio, uma vez que a bactéria teste utilizada é sensivel a todos

estes antibidticos.

5.1.2.1. Eliminacao de Penicilina N

Nesta etapa do trabalho buscou-se uma forma de eliminar a Penicilina N do caldo
fermentativo pois, dependendo das condi¢cdes da fermentacdo, é excretada no meio de

producdo em quantidades significativas (ZHANG et al, 1987). Por outro lado,
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deacetilcefalosporina C e deacetoxicefalosporina C ndo sdo encontradas em concentragdes
elevadas no meio de cultivo (LIRAS; MARTfN, 2005), portanto interferem pouco na
andlise. O tratamento escolhido foi o proposto por Liras e Martin (2005), no qual se utiliza
penicilinase para degradar o anel B-lactamico da penicilina alvo.

Para comprovar a efici€ncia da enzima utilizada no presente trabalho (penicilinase
BD Difco ™ Penase®), foram realizados testes de especificidade e poténcia, cujos
resultados estdo representados no Gréfico 5.2. A especificidade da enzima foi comprovada
pela auséncia de halo de inibi¢do na presenga de Penicilina G e pela formagao do halo na
placa contendo CepC. O anel B-lactimico deste udltimo, assim como em CefC, esta
acoplado a anel de seis atomos, o que lhe confere maior estabilidade frente a enzima

utilizada. Estes dados comprovaram a eficiéncia da enzima utilizada.
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Grifico 5. 2- Halos de inibicdo em funcdo da concentracdo de antibidticos.

5.1.2.2. Eliminacao conjunta de AC e Penicilina N

A presenca do AC poderia tornar ineficiente o tratamento das amostras com
penicilinase procurando-se, por isto, eliminar o composto antes da adi¢do da enzima.
Considerou-se entdo a grande instabilidade de AC em valores dcidos ou basicos de pH
como estratégia para tratar as amostras e assim, eliminar este composto do meio. Uma vez

eliminado o AC, p6de-se entdo adicionar penicilinase para hidrolisar a penicilina N. Para
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testar esta suposicdo, adicionou-se NaOH ou HCI em amostras provenientes de cultivos
com a linhagem DSMZ 41826, nos tempos de 72 e 120 horas de cultivo. O AC foi
quantificado a cada 1,5 h de tratamento até indicar valores baixos de concentracdo, entre 15
e 25 mg-L™' (Grifico 5.3). A amostra foi, entdo, neutralizada a pH 7,0 para a adi¢do de

penicilinase e posterior andlise por bioensaio.
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Griéfico 5. 3- Concentracdo de AC em funcdo do tempo de hidrélise.

A maior concentragdo de AC, em torno de 260 mg-L_l, foi obtida em 72 horas de
cultivo e, de uma maneira geral, este composto mostrou-se mais instadvel em pH alcalino em
todas as amostras, comparativamente ao pH acido (Grafico 5.3).

Os resultados de bioensaio das amostras coletadas em 72 e 120 horas de
fermentagdo, apds os vdrios tratamentos propostos, estdo ilustrados no Gréfico 5.4.
Analisando-se as amostras de 72 horas que ndo sofreram tratamento acido ou alcalino (72 e
72P), observa-se que adi¢do de penicilinase promoveu uma diminui¢do no nivel de
antibi6ticos ao redor de 60 mg.L"'. Esta diferenca provavelmente ocorreu pela acdo da
enzima sobre a PenN presente na amostra, o que ndo se observou no par de amostras
submetidas ao tratamento prévio com dcido (72A e 72AP). Este agente possivelmente foi o
responsavel pela degradacdo da PenN, em virtude do baixo pH. Nas amostras com

tratamento alcalino prévio (72B e 72BP) novamente observou-se uma diferenca
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significativa (para menos) na amostra tratada com a enzima, indicando a presenca de PenN.
Todavia, o nivel de antibidticos destas amostras mostrou-se significativamente menor que o
observado nas amostras sem tratamento prévio (72, 72P) ou com tratamento dcido (72A e
72AP), provavelmente porque o pH alcalino degradou cefalosporinas da aliquota utilizada.
Com relac@o as amostras de 120 horas sem tratamento prévio (120 e 120P) ou com
tratamento dcido (120A e 120AP) ndo foram observadas diferencas significativas no nivel
de antibiéticos em nenhum caso, indicando que nestas aliquotas ndo havia presenca de
PenN. Como no caso das amostras de 72 horas (72B e 72BP) observou-se novamente

menor concentragdo de CepC totais nas amostras tratadas com base (120B e 120BP).
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Grafico 5. 4 - Concentragao de CepC Totais apds das amostras: amostras de 72 horas
(barras sem preenchimento) e de 120 horas (barras com preenchimento). Letras apds o
nimero: tratamento enzimdatico (P); tratamento 4cido (A); tratamento alcalino (B),
tratamento acido e enzimatico (AP); tratamento alcalino e enzimatico (BP).

Os resultados apresentados estdo de acordo com informagdes da literatura de que o
AC ¢é mais instdvel em pH alcalino (BERSANETTI et al, 2005), assim como as
cefalosporinas (OMSTEAD et al., 1985). Assim, o tratamento alcalino nido foi adequado
para a andlise de CefC por bioensaio por degradar as cefalosporinas. O tratamento &dcido,

por sua vez, afetou com menor intensidade a concentracdo destes antibidticos. Ainda, os
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dados de bioensaio comprovaram que a interferéncia da PenN foi minimizada pelo uso de
penicilinase mesmo na presenca de AC. Este fato pode ser explicado pela quantidade e pela
poténcia da solucdo enzimdtica utilizada, que foi suficiente para inativar altas
concentracOes de PenN, aliado a dilui¢do das amostras (5 vezes) antes da adi¢do da enzima.
Desta forma, adotou-se somente o tratamento enzimatico das amostras, sem adi¢ao de 4dcido

ou base, para a realiza¢do do bioensaio.

5.2. Concentracao de L-lisina no meio de producao

Segundo Mendelovitz e Aharonowitz (1982), L-lisina estimula a producdo de P-
lactamicos em actinomicetos e elevadas concentragdes do aminodcido L-lisina adicionadas
ao meio de producdo proporcionam aumentos significativos na produ¢do do antibidtico
CefC, comparativamente aos meios sem adi¢do do aminodcido (FANG et al, 1996).

Para verificar a influéncia e a concentragdo ideal de L-lisina exdgena a ser
adicionada ao meio, estudos foram desenvolvidos em nosso laboratdrio.Utilizando como
base o meio descrito por Omstead et. al (1985), no presente trabalho foram acrescentadas
diferentes concentragdes de L-lisina (Tabela 4.6), avaliando-se a concentragdao de CefC por
bioensaio. Conforme mostrado na Grafico 5.5, dentro da faixa estudada, obtém-se o
patamar maximo na concentragdo de antibiticos com 100 mM. do aminodcido. Com
relacdo a producdo especifica, o maior valor obtido também ocorreu com adi¢do de 100
mM, embora, neste caso, o efeito da adicdo do aminodcido ndo foi tdo evidente quando
comparado ao aumento proporcionado na producdo total, uma vez que L-lisina também

promoveu o aumento da biomassa.
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Grafico 5. 5 — Biomassa (A), CepC totais (B) e producio especifica (C), obtidos em meios
contendo L-lisina

5.3. Concentracio de AAA no meio de produciao

Malmberg et al (1995) obtiveram aumento na producdo de CefC utilizando

linhagem mutante que continha cépia adicional para o gene que codifica a enzima LAT,

responsavel pela conversdo de L-lisina em AAA.

Para investigar a influéncia da adi¢ao de AAA na produgdo de CefC, foram testadas

cinco concentragdes do aminodcido (0; 4,2; 8,4; 16,7 e 25,1 mM) no meio base descrito na

Tabela 4.5, o qual ndo continha L-lisina. O AAA foi solubilizado previamente com HCI

IN. A grande quantidade deste dcido necessdria para preparar a solu¢ido contendo 25,1 mM

de AAA acarretou uma diminui¢do acentuada do pH, afetando o processo como um todo.

Para os demais meios, a diminui¢dao de pH nao foi significativa.

Os dados de biomassa e de consumo do aminoacido encontram-se no Grafico

5.6 e os dados de producdo estdo apresentados no Grafico 5.7.
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Grafico 5. 6 — Biomassa (A) e consumo de AAA (B) em meios contendo varias
concentracdes iniciais do aminoécido.

Os meios com 4,2 ¢ 84 mM de AAA proporcionaram maior producido de
antibidticos, cerca de 60 mg-L‘1 e 55 mg.L'1 de CepC totais, respectivamente, em 72 h de
cultivo. Por outro lado, no meio sem adi¢do do aminoécido, a producao maxima foi de 14,2
mg-L™" no mesmo periodo. Além da dificuldade em manter o pH em valores adequados ao
processo (pH 6,8 0 ,2), o meio contendo 16,7 mM de AAA resultou em baixo crescimento
e producdo semelhante a0 meio sem o aminodcido (Gréficos 5.6 e 5.7). Assim, pode-se
concluir que concentracdoes de AAA acima deste valor inviabilizam o processo em frascos
agitados. Nos meios contendo as menores concentragdes de AAA foi possivel associar o
aumento de producdo com a presenga do aminodcido, comparativamente ao meio sem AAA
(Gréfico 5.7), porém, a producgdo resultante ndo foi estequiometricamente compativel com a
concentracdo adicionada. Madduri et al (1989) testaram a capacidade de vdrias espécies de
Streptomyces, produtores e ndo-produtores de antibidticos B-lactamicos, de catabolizar
AAA quando este estd presente no meio como unica fonte de nitrogénio. S. clavuligerus foi
uma das espécies que ndo apresentou esta capacidade. Mais um indicio de que o AAA nao
¢ uma fonte de nitrogénio adequada para a constitui¢do celular foi o baixo crescimento
observado em todas as condic¢des (Gréfico 5.6). Todavia Henriksen et al (1998) relataram
que AAA pode ser metabolizado em uma d-lactama, denominada 6-oxo-piperideina-2-

dcido carboxilico (OPC), que é excretada no meio de cultura durante a produgdo de
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penicilina por Penicillium chrysogenum. A formacdo de OPC desvia AAA da sintese de

antibidticos e leva a diminui¢do dos niveis de produgdo de penicilina.
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Grifico 5. 7 — CepC totais (A) e producio especifica (B) nos meios contendo diferentes
concentracdes iniciais de AAA.

5.4. Planejamentos Experimentais

Com base na constatacdo de que as adicdes de AAA e L-lisina, separadamente,
proporcionaram aumentos na concentracao final de CepC totais, comparativamente ao meio
sem aminodcidos, partiu-se para o estudo do efeito conjunto de ambos. Para isto, utilizou-se
metodologia de planejamento experimental (BOX et al., 1978; RODRIGUES; IEMMA,
2005), delineando-se experimentos variando a quantidade dos aminodcidos através de

combinacdOes fatoriais em dois e trés niveis de concentracao.

5.4.1. Planejamento 2"

Primeiramente foi desenvolvido um estudo em dois niveis de concentragdo, —1 e +1
(em unidades codificadas), com duplicata de um ponto central e n = 2 (varidveis
independentes: L-lisina e AAA). Replicatas do ponto central foram realizadas para a
estimar o erro experimental. As faixas selecionadas de concentracdo foram estabelecidas
em 0 a 100 mM e O a 10mM para L-lisina e AAA, respectivamente. Os valores das
varidveis em unidades codificadas e em valores originais encontram-se na Tabela 5.1, bem

como as respostas obtidas em termos de producdo de CepC totais (mg'L).



50

Tabela 5. 1 — Planejamento fatorial 2" com duplicata do ponto central: condi¢des das
variaveis independentes (concentracio de L-lisina e concentragdo de AAA no meio de
cultura) e concentragdo de CepC totais obtidas em 72 h de fermentacao.

Varidveis independentes

Varidvel Resposta

Unidades Unidades originais CepC totais (mg-L™)
Codificadas
Meio | L-lisina AAA L-lisina AAA adi¢do de AAA no adicdo de
(X1) (x2) (mM) (mM) inicio da AAAem48h
fermentacdo
1 -1 -1 0 0 13,5 13,5
2 +1 +1 100 10 61,2 85,2
3 +1 -1 100 0 84,9 84.9
4 -1 +1 0 10 21,8 15,3
5 0 0 50 5 65,5 72,0
6 0 0 50 5 76,3 65,7

O Griéfico 5.8 mostra os dados de produgdo, com adi¢do de AAA no inicio da

fermentacdo (Gréfico 5.8 A) e em 48 horas de processo (Grafico 5.8 B).

CepC Totais (mgfL)

+1 -1 -1 +1 00
Condigoes

‘ 048 horas ®72 horas E96 horas ‘

(B) Adigdo de AAAem 48 horas

100
80
60
40
20

CepC Totais (mgfL)

A H +1 A

Condigoes

‘ 048 horas ®72horas B96 horas ‘

Grifico 5. 8 — Planejamento 2" com duplicata do ponto central: CepC totais em meios com
adi¢do de AAA no inicio da fermentagdo (A) e apds 48 horas de processo (B), em 48, 72 e
96 horas de fermentagdo.
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A coleta de amostras em 48, 72 e 96 horas de fermentagdo possibilitou a geracdo de
6 superficies de resposta. Entretanto para os dados de 48 e 96 h ndao foram obtidos ajustes
satisfatorios. As superficies de resposta geradas com os dados de 72 horas de processo,
tanto para adicdo de AAA no inicio da fermentagdo como adi¢do em 48 horas de cultivo
(Gréficos 5.9 e 5.10), indicaram algumas tendéncias do comportamento com relagdo a
producao.

Com relacao a adicdo de AAA no inicio do processo, o diagrama de Pareto (Figura
5.1) mostra que o efeito linear de L-lisina foi o unico significativo. Através da andlise
estatistica, o pardmetro correspondente a este efeito indicou um valor de peaicutado (0,087),
menor do que Paiico(0,10). Caso contrario (Peaiculado = Peritico) @ hipdtese nula (HO) seria
aceita, ou seja, o parametro em questao ndo seria significativo. Na pratica, isto significa que
apenas a adicdo de L-lisina exerceu efeito sobre a concentragdo de antibidticos. Isto é
claramente observado na superficie de resposta (Grafico 5.9) ou mesmo nos graficos com
dados experimentais de produgdo (Gréfico 5.8), que mostram a tendéncia de concentraciao
de CepC totais ascendente quando se aumenta a concentracdo de L-lisina. O valor de

Pealculado para a falta de ajuste (0,16) foi maior do que o valor de periiico, de forma que pode-

se aceitar o modelo.

Al SEeL 2980

Grifico 5. 9 — Planejamento 2" (adigdo de AAA em 0 h): superficie de resposta ajustada

(r’=0,79 a 90% de grau de confianga) e dados experimentais de concentracio de CepC
totais em 72 horas de fermentacao.
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p (critico) = 0,10

Efeitos estimados (valores absolutos)

Figura 5. 1 — Planejamento 2" (adi¢do de AAA em 0 h): diagrama de Pareto do modelo
ajustado para a producdo de CepC totais em 72 horas de fermentacao.

A superficie de resposta (Grafico 5.10) e o diagrama de Pareto (Figura 5.2) obtidos
para a condicdo de AAA adicionado apds 48 horas evidenciaram ainda mais a influéncia
positiva do aumento de concentracdo de L-lisina na producdo. Comparando-se os meios
contendo a maior concentra¢do de L-lisina (100 mM) e sem a adi¢do deste aminodcido,
observou-se que somente a adicdo de AAA em 0 horas influenciou o processo. A adi¢ao
deste aminodcido no meio contendo a maior concentragdo de L-lisina prejudicou a
producdo, enquanto observou-se o contrario com o meio sem L-lisina. Por outro lado, a

adi¢do tardia de AAA ndo causou nenhum efeito na producao de cefalosporinas.
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Grifico 5. 10 - Planejamento 2" (adicdo de AAA em 48 h): superficie de resposta ajustada

(r*=0,91; a 90% de grau de confianca) e dados experimentais de concentragdo de CepC
totais em 72 horas de fermentacao.

Uma avaliacdo global dos dados experimentais apresentados anteriormente (Grafico
5.7) mostrou que a presenca de AAA influenciou a producdo de CepC totais, o que nao foi
indicado pelo modelo resultante da andlise estatistica dos dados obtidos no planejamento
fatorial 2". Provavelmente as altas concentragdes de L-lisina adicionadas ao meio
mascararam o efeito do AAA (intervalo inadequado de concentracdes no planejamento
fatorial 2"), interferindo na anélise dos dados utilizando-se a metodologia de superficie de
resposta. Para estudar de forma mais efetiva o efeito da adicdo de AAA sobre a producio,

bem como o efeito conjunto dos dois aminodcidos, um novo planejamento fatorial foi
desenvolvido.
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L-lisina ¥

L-lisina x AAA ¢

Efeitos estimados (valores absolutos)

Figura 5. 2 - Planejamento 2" (adicdo de AAA em 48 h): diagrama de Pareto do modelo
ajustado para a produgdode CepC totais em 72 horas de fermentacdo.

5.4.2. Planejamento 3"
Neste planejamento, foram estabelecidos intervalos de concentra¢do mais restritos e

investigou-se um maior nimero de condi¢des (Tabela 5.2). Nestes experimentos adicionou-
se AAA somente no inicio da fermentacdo. Em intervalos de tempo definidos foram
retiradas amostras para acompanhar o consumo de aminoécidos com o intuito de relaciond-
lo com a produc¢do. O Grafico 5.11 apresenta os dados de concentracdo dos aminoacidos ao
longo dos cultivos. Observou-se na fermentacdo em meio +1 0 uma pequena concentragao
residual de ambos os aminodcidos (Graficos 5.11 A e B), enquanto nos meios 0+1 e +1+1
sobrou apenas AAA, também em baixas concentragdes. Nos demais meios, ambos o0s

aminodcidos foram consumidos completamente.



55

40

n
o
1

L-lisina (mM)

Tempo (h) Tempo (h)

Grifico 5. 11 - Planejamento experimental 3": consumo de AAA (A) e L-lisina (B)

Tabela 5. 2 — Planejamento fatorial 3": condi¢des das varidveis independentes
(concentragdo de L-lisina e concentragao de AAA no meio de cultura) e concentracio de
CepC totais obtidas em 72 horas de fermentagao.

Varidveis Resposta
Unidades Codificadas Unidades Reais
Meio L-lisina AAA L-lisina AAA CepC totais (mg.L™)
(x1) (x2) (mM) (mM)
1 0 -1 16,8 2 82,8 +(9,6)
2 -1 +1 4,8 6 67,1 £(17,7)
3 +1 +1 28,8 6 111,8 +(9,6)
4 0 0 16,8 4 112,4 +(32,5)
5 0 0 16,8 4 102,9 £(14,4)
6 0 0 16,8 4 117,9 £(17,2)
7 0 0 16,8 4 112,0 £(13,7)
8 +1 0 28,8 4 118,9 £(16,4)
9 0 +1 16,8 6 92,2 +(6,6)
10 -1 -1 4,8 2 44,1 +(8,2)
11 -1 0 4,8 4 66,8 £(20,9)
12 +1 -1 28,8 2 118,5 +(36,9)
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Os Gréficos 5.12 e 5.13 mostram os dados de producdo em 24, 48 e 72 horas de

fermentacdo, obtidos sob as condi¢des estabelecidas no planejamento fatorial 3"
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Grifico 5. 12 — Planejamento 3": CepC totais em 24, 48 e 72 horas de fermentag@o.
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Grifico 5. 13 - Planejamento 3": produgéo especifica em 24, 48 e 72 horas de fermentagio.

A superficie de resposta gerada com os dados de 48 h apresentou coeficiente de
determinagdo = 0,48, por isso foi descartada. Com as amostras de 72 horas, a superficie
obtida (Grafico 5.14) apresentou alto coeficiente de determinagdo > = 0,92) e

proporcionou informac¢des importantes a respeito da influéncia dos aminodcidos sobre a
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producdo. A qualidade do ajuste estd representada através do diagrama de Pareto (Figura
5.3)
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Griafico 5. 14 — Superficie de reposta para planejamento 3" (*=0,92)
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Figura 5. 3— Planejamento 3" : diagrama de Pareto, com nivel de significancia igual a 0,05

(linha vertical continua) e 0,10 (linha vertical tracejada), para dados de CepC totais obtidos
em 72 horas de fermentacao.
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As equagdes dos modelos quadriticos sdo expressas a seguir para intervalos de
confianca de 95% (Equacdo 1) e 90 % (Equagdo 2), com varidveis independentes em

valores codificados. Os termos ndo significativos foram eliminados.

CefC (mg-L™") =91,28(+1,94)+28,55(+2,54)- x, + 7,81(+1,91)- x3

Equacio 5. 2

CefC(mg-L ™) =91,28(+1,94)+28,55(+2,54)- x, +5,15(+1,91)-x7 +7,81(£1,91)- x>
Equacao 5. 3

Um planejamento fatorial 2" simples complementado apenas de uma duplicata do
ponto central, como aquele anteriormente apresentado (Item 5.4.1), € realizado para checar
os principais efeitos, individuais e combinados, das varidveis independentes sobre a
variavel resposta. Este planejamento ndo permite ajustar uma superficie quadratica por nio
fornecer um ndmero suficiente de dados para tal. J4 um planejamento do tipo 3" permite
obter um modelo quadritico com o qual se pode prever um ponto de maximo ou minimo
para a varidvel resposta. Em qualquer tipo de planejamento, porém, as faixas de valores das
varidveis independentes devem ser selecionadas criteriosamente, com base no fend6meno
em questao.

No planejamento 3", a faixa mais restrita de concentra¢des dos aminoécidos aliada
ao maior nimero de combina¢des das varidveis independentes resultou em melhor ajuste da
superficie de resposta (r* = 0,92). No modelo ajustado, além do pardmetro associado ao
termo linear da lisina, o pardmetro do termo quadridtico da concentracdo de AAA foi
significativo quando o intervalo de confianca foi estabelecido em 95% (Figura 5.3) e,
alterando-se este intervalo para 90%, o parametro associado ao termo quadratico de L-lisina
também passa a ser significativo. Neste planejamento, assim como no anterior (2"), as
superficies de resposta resultantes mostraram que o aumento da concentragdo de L-lisina
proporciona aumento na producdo de antibidticos, em concordiancia com os dados da
literatura (FANG et al, 1996). Ainda, a escolha das novas faixas de concentracdo dos
aminodcidos foi fundamental para que o parametro do termo quadratico de AAA tenha se

mostrado significativo, ou mesmo o termo quadrdtico de L-lisina, com intervalo de
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confianca igual a 90%. Com isso foi possivel prever, através dos modelos quadraticos
obtidos (Equacdes 1 e 2), uma concentracdo maxima ao redor de 130 mg-L_1 de CepC
totais, em concentracdes de AAA e L-lisina de 4,3 mM e 33,4 mM, respectivamente. Estes
resultados mostraram que as presencas destes aminodcidos em concentracdes especificas
podem ser determinantes para a obtencdo de uma concentra¢do maxima de antibidtico.
Apesar do bom ajuste obtido, o efeito combinado dos dois aminoécidos sobre a
producdo ndo foi previsto pelo modelo. Porém, se forem tomados os dados de producao de
CepC totais do meio suplementado somente com L-lisina (Gréafico 5.5) ou somente com
AAA (Grifico 5.7), nota-se que a méxima produgdo obtida foi cerca de 60 e 85 mg. L™
para adicdo de AAA e de L-lisina, respectivamente, ao passo que no planejamento 3" foram
obtidos maximos em torno de 120 mg-L™". Este mesmo resultado foi obtido em meios
contendo 28,8 mM de L-lisina, porém adicionado de 2 e 4 mM de AAA (condi¢des +1, -1 e
+1, 0). Confrontando os dados obtidos com 0s meios contendo cada aminoacido adicionado
individualmente e com os meios do planejamento 3", pode-se concluir que a associa¢do dos

aminodcidos exerce efeito positivo no processo, aumentando a produgdo de CepC.

5.5. Efeitos de ions fosfato sobre a produciao de CepC totais

fons fosfato exercem efeitos importantes na regulacio da producio de metabélitos
secunddrios e em S. clavuligerus ndo € diferente. Aharonowitz e Demain (1977) relataram
que a maxima producdo de antibidticos por este microrganismo ocorre em meios contendo
entre 10 e 25 mM de fosfato. Os autores ainda observaram que concentracdes superiores
inibem a producdo. O efeito dos fons fosfato sobre o meio suplementado foi avaliado
adicionando-se vdrias concentracdes de Ko,HPO4 ao meio de producdo apresentadas na
Tabela 4.10. A concentracdo de AAA foi fixada em 4,0 mM com base na tendéncia
indicada pela superficie de resposta gerada no planejamento 3". Quanto a L-lisina, utilizou-
se a concentragdo de 28,8 mM, que resultou no maior valor experimental de producdo,
porque a melhor concentracdo tedrica de L-lisina (33,4 mM) ficou fora da faixa estudada.

Como pode ser observado no Gréfico 5.15, o pico de produgdo, tanto total quanto
especifica, ocorreu em 72 h com adi¢do de 15 mM de fosfato. Excetuando-se a condic¢do
com 0 mM, todas as demais condicdes resultaram em concentracdo celular da mesma

ordem de grandeza , indicando que fosfato realmente exerceu efeito sobre a producdo. Os
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dados obtidos condizem com os relatos de Aharonowitz e Demain (1977), pois 0 maximo
de produgdo foi encontrado dentro da faixa estudada. Lebrihi et al. (1987) mostraram que a
biossintese da enzima expandase € inibida em condicdes de altas concentra¢des de fosfato
no meio.

Ainda € importante ressaltar que o meio sem adicdo de fosfato ndo era totalmente
carente do ion, uma vez que a fonte de nitrogénio (proflo) contém 0,35% de fésforo
disponivel (porcentagem em massa). Esses resultados reforcam o fato de que o fosfato
exerce alta influéncia sobre a producdo, por atuar como inibidor ou indutor de diversos

processos enzimdticos no microrganismo, seja em nivel de metabolismo priméario ou

secundario.
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Grafico 5. 15- Biomassa (A), CepC totais (B) e producéo especifica (C) obtidos em meios
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contendo diferentes concentra¢des de fosfato.
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5.6. Experimento em biorreator

As condi¢des que conduziram aos maiores actimulos de produto e de produgdo
especifica em frascos agitados (28,8 mM de L-lisina, 4 mM de AAA e 15 mM de K,HPO,)
foram investigadas em maior escala (1,5 litros), utilizando-se um biorreator convencional

em escala de bancada. Os resultados estao apresentados no Grafico 5.16.
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Griafico 5. 16 - Biomassa , CepC totais e producao especifica (C) obtidos experimento em
biorreator.

Em comparacdo ao experimento em frascos agitados (Grafico 5.15), observou-se
menor biomassa (Grafico 5.16) e um aumento de 16 % em relagdo ao maximo de produgio,
atingindo-se o valor de 141,9 mg.L"' de CepC em 60 horas de cultivo. Em relacio 2
producdo especifica, este aumento foi ainda maior (33 %) devido ao menor crescimento
obtido no biorreator. Comparando-se aos resultados de producdo (Gréfico 5.5) obtidos com
o meio adotado como controle (meio base + 100 mM de L-lisina), cuja composicao estd
descrita na Tabela 4.5 (meio base), o aumento foi de 61,7% e o de produgdo especifica
superou 190 %. Ressalta-se que no experimento em biorreator o meio base foi
suplementado com apenas 28,8 mM de L-lisina e 4 mM de AAA.

A adi¢do dos precursores em concentracdes adequadas, aliada ao maior controle do
processo proporcionado pelo biorreator, conduziu a aumentos significativos na producdo e
confirmou o efeito positivo exercido pelos aminodcidos AAA e L-lisina sobre a produgao

do antibidtico CefC por S. clavuligerus.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

A padronizac@o do bioensaio através do levantamento de uma curva de calibracdo
aliada ao tratamento enzimdtico das amostras com penicilinase BD Difco™
Penase® permitiu obter resultados mais confidveis de CepC totais, mesmo na
auséncia de padrao de CefC.

Por meio dos experimentos com os meios contendo somente L-lisina ou AAA,
como também daqueles estabelecidos através de metodologia de planejamento
experimental, foram observados os efeitos positivos desses aminodcidos sobre a
producido de antibidticos.

Os resultados obtidos reforcaram os dados da literatura de que o passo inicial de
conversao de L-lisina em AAA € limitante e estd diretamente associado a producdo.
A andlise estatistica dos dados experimentais utilizando metodologia de superficie
de resposta nio indicou o efeito positivo dos aminodcidos em conjunto, porém este
efeito foi evidenciado experimentalmente.

Fosfato exerce influéncia sobre a producdo de CefC e o estabelecimento de uma
concentracdo ideal a ser adicionada ao meio de producdo é de suma importancia
para que se obtenha o maximo de conversdo de substratos a produtos.

Em vista dos resultados positivos obtidos no presente trabalho, pdde-se concluir que
estudos que contribuam no sentindo de contornar a etapa limitante de conversdo de
L-lisina em AAA sdo de fundamental importancia para incrementar a produgdo de

B-lactamicos em S. clavuligerus.
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