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RESUMO

Streptomyces clavuligerus produz varios compostos bioativos importantes, como os beta-
lactamicos acido clavulanico (AC), um inibidor de beta-lactamases utilizado em combinacéo
com antibiéticos beta-lactamicos, e mais vinte clavamas (varias com atividade antifingica), o
antibiético cefamicina (CefC), utilizado comercialmente para a producdo de antibiéticos
semi-sintéticos, além de bioativos ndo beta-lactamicos como tunicamicina e holomicina.
Estudos tém mostrado que tanto a natureza como a concentracdo de fontes de nitrogénio
influenciam a producdo de bioativos em S. clavuligerus, pois muitos precursores destes
biocompostos derivam de intermediarios nitrogenados do metabolismo priméario. Um
aminoacido importante para o cultivo de S. clavuligerus é a lisina, que atua no metabolismo
primario via cadaverina aminotransferase, e no metabolismo secundério via 1-piperideina-6-
carboxilato, para a producdo do raro aminoacido acido alfa-aminoadipico, um precursor de
CefC e de todos os demais antibiticos beta-lactamicos. Outra fonte de nitrogénio de
destaque é o glutamato de sodio, que apresenta efeitos positivos na producdo de AC por
fornecer atomos de carbono para a molécula deste biocomposto. Estudos tém relatado a
producéo de bioativos utilizando lisina ou glutamato de sédio nos meios de cultivo, mas néo
h& relatos na literatura sobre a influéncia conjunta destes aminoacidos. Este trabalho trata
da investigacdo de relacdes entre, a utilizagdo conjunta de lisina e glutamato de sodio e a
producdo dos compostos beta-lactamicos AC e CefC por S. clavurigerus em cultivos
submersos empregando-se meios quimicamente definidos. Inicialmente foram realizadas
fermentagbes em batelada em mesa incubadora rotativa (28°C, 260 rpm e um pH inicial de
6,5). O conjunto de resultados em frascos agitados utilizando-se uma ampla faixa de
combinagfes de concentracdo dos aminoacidos mostraram que ndo € possivel otimizar
concomitantemente a producdo de AC e CefC. Porém, a combinagcédo de 43,7 mmol/L de
lisina e 18 mmol/L de glutamato resultou em producdes finais relevantes dos bioativos,
146,6 mg/L de AC e 140,51 mg/L de CefC. Nesta condig&o, foram obtidos biomassa de 8,44
g/L, pH final igual a 6,8 e concentragéo de amonio de 487 mg/L. Esta combinacé&o foi, entéo,
utilizada para validacdo em biorreator de bancada, com controles de pH em 6,5, 1 vwm de
vazao de ar, (fluxometro de massa) e de oxigénio dissolvido em 50% da saturagdo por meio
de variacdo automatica da agitacdo. Nestas condi¢gbes obtiveram-se concentragdes finais de
248,28 mg/L de AC, 125,54 mg/L de CefC, com biomassa méaxima e concentracgao final de
amonio de 4,96 g/L e 457 mg/L, respectivamente. Desta forma, as producdes especificas
dos bioativos ao final do processo em biorreator foram 200% maior de AC e 40% de CefC,
quando comparadas com os resultados obtidos em frascos agitados. Foi observado também
que a molécula de AC é muito mais instavel a pHs alcalinos e a maiores concentracdes de
amonio do que a molécula de CefC. O aumento do pH mostrou-se diretamente associado ao
consumo de glutamato enquanto o acumulo de aménio manteve uma relacdo direta com o
consumo das fontes de nitrogénio.

Palavras-chave: Streptomyces clavuligerus. Lisina. Glutamato de sédio. Acido clavulanico.
Cefamicina C.



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus produces several important bioactive compounds, such as beta-
lactams, clavulanic acid (AC), a beta-lactamase inibitor which is used in combination with
beta-lactam antibiotics, and twenty more clavams with antifungal activity, the antibiotic
cephamycin (CefC), of great commercial interest for the production of semisynthetic
antibiotic, and the non-lactamic bioactives tunicamycin and holomicyn. Studies have shown
that both the nature and the concentration of nitrogen sources influence the production of
bioactives metabolites in S. clavuligerus, because many precursors of these biocompounds
derive from nitrogenous intermediates of the primary metabolism. Lysine is an important
amino acid in S. clavuligerus, acting on the primary metabolism via cadaverine
aminotransferase, and on the secondary metabolismo via 1-piperidine -6- carboxylate, for the
production of the rare amino acid alpha-aminoadipic acid, a precursor of CefC as also of all
other beta-lactams antibiotics. Another important source of nitrogen is sodium glutamate,
which in S. clavuligerus culture media has positive effects on the production of AC. Studies
have reported the production of bioactive compounds employing lysine or sodium glutamate
in culture media, but there aren’t reports in the literature on the joint infuence of these amino
acids. In this sense, this project proposes to investigate relations between combinations of
lysine and sodium glutamate and and the production of beta-lactam compounds AC and
CefC by S. clavuligerus in submerged cultures employinh chemically defined media. Initially,
batch fermentations were carried out in a rotating incubator at 28°C and 260 rpm, in order to
select the best combination of lysine and glutamate concentrations to obtain higher final
bioactives compounds vyields. This combination was then validated in bioreactor. The set of
results in shaken flasks in a wide range of amino acid concentration combinations showed
that isin’t possible to concomitantly optimize the production of AC and CefC. However the
combination of 47,3 mmol/L lysine and 18 mmol/L sodium glutamate resulted in relevant final
productions of the biocompounds, 146, 6 mg/L of AC and 141, 51 mg/L of CefC. In this
condition, biomass of 8,44 g/L, final pH of 6,8 and ammonium concentration of 487 mg/L
were obtained. This combination of lysine and sodium glutamate was then reproduced in
benchtop bioreactor, with pH controlled at 6,5. The final concentration of 248,28 mg/L of AC
and 125,54 mg/L of CefC with maximum biomass and final concentration of ca. 5,0 g/L and
457 mgl/L, respectively, were obtained. That is, the specific productions of the bioactives at
the end of the process in biorreactor were 200% higher for AC and 40% for CefC, when
compared with the results obtained in shaken flasks. It has also been observed that the AC
melecule is much more unstable at alcaline pH values and at higher ammonium
concentrations than the CefC molecule.The increase in pH was directly associated with the
consumption of glutamate, while the accumulation of ammonium has a straight relation
relation with the consumption of nitrogen sources.

Keywords: Streptomyces clavuligerus. Lysine. Sodium glutamate. Acid clavulanic.
Cephamycin C.
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Tabela 5.4 Experimento P2 - planejamento experimental do tipo Delineamento 64
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1. INTRODUCAO

Em uma definicdo classica os antibioticos sdo compostos produzidos no
metabolismo secundario de microrganismos que inibem o crescimento de outros
microrganismos. Os antibioticos podem ser agrupados de acordo com sua estrutura
guimica ou mecanismo de acdo. Uma importante classe de antibidticos € constituida
por compostos beta-lactamicos. Um exemplo desta classe é cefamicina C (CefC).
Estes bioativos sao caracterizados pela presenca de um anel beta-lactamico em sua
estrutura molecular (KUMMERER, 2009).

Apesar dos antibioticos beta-lactamicos serem efetivos no tratamento de
muitos microrganismos patogénicos, algumas bactérias desenvolveram uma
resisténcia a estes antibioticos, devido sua capacidade em produzir beta-lactamase,
enzimas que clivam o anel beta-lactamico. Para superar esta resisténcia, 0s
antibioticos beta-lactamicos séo frequentemente ministrados com inibidores de beta-
lactamases, como o &cido clavulanico (AC) (KURYLOWICZ, 1981).

Streptomicetos sdo bactérias gram-positivas do grupo dos actinomicetos
que apresentam a habilidade Unica de produzir metabdlitos secundarios complexos,
em grande numero e variedade, muitos deles com importantes propriedades
bioativas (antibidticos, antifingicos, antitumorais). Somente a partir da década de
1970 foi sendo descoberta a capacidade deste género de bactérias em produzir um
grande namero de compostos bioativos, maior que aqueles produzidos por fungos
filamentosos, 0s quais eram considerados, até entdo, os maiores produtores de
biocompostos (CHALLIS; HOPWOOD, 2003).

Com a descoberta da estreptomicina, primeira droga efetiva no tratamento
da tuberculose, em 1943, os actinomicetos ganharam ainda mais destaque como
produtores de antibidticos e outros metabdlitos secundarios com diferentes
atividades bioldgicas, sendo o género Streptomyces responsaveis por 70-80% desta
producdo (SHARMA et al., 2014).

A espécie Streptomyces clavuligerus produz varios compostos bioativos de
interesse, como, por exemplo, 0s antibidticos nao-beta-lactamicos Tunicamicina
(Tun) que consiste em uma mistura de dez ou mais homoélogos de nucleosideos que
interferem na formacdo de glicoproteinas em bactérias e eucariotos, a holomicina
(Hol), um antibiético da classe das pirrotinas bem conhecido por inibir a sintese de
RNA polimerase de bactérias resistentes a rifamicina (BASSIK; KAMPMANN, 2011;
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ROBLES-REGLERO et al.,, 2013), além de compostos beta-lactdmicos com
destaque para o antibidtico cefamicina C (CefC) e o acido clavulanico (AC), um
potente inibidor de enzimas beta-lactamases.

A cefamicina C pertence a importante classe dos antibioticos beta-
lactdmicos. Sua estrutura molecular é semelhante a das cefalosporinas,
diferenciando-se pela substituicdo do hidrogénio por um grupo metoxila na posi¢ao
7- a do anel biciclico. Este grupo atua como estabilizador da estrutura do anel beta-
lactamico conferindo uma maior resisténcia destes antibioticos a enzimas beta-
lactamases (OMSTEAD et al., 1985).

O 4&4cido clavulanico é um potente inibidor natural de beta-lactamases
(enzimas que conferem resisténcia a antibidticos beta-lactamicos em muitos
microrganismos). A associacdo entre o AC e antibidticos beta-lactamicos permite
diminuir a inibicdo da beta-lactamase permitindo assim, que o antibiético atue no
combate a infeccdo (FUENTE et al., 2002).

A elucidacao das rotas biossintéticas dos compostos beta-lactamicos e dos
demais bioativos produzidos por S. clavuligerus tem sido objeto de muitos estudos.
Muitos precursores dos metabdlitos secundarios de S. clavuligerus sdo compostos
nitrogenados, 0 que torna o metabolismo do nitrogénio um aspecto importante para
a compreensdo da dinamica entre os metabolismos priméario e secundario nesta
espécie (DEMAIN; VAISHNAYV, 2006).

O controle de processos microbianos pela fonte de nitrogénio é um
fendbmeno geral e extensivo a todos os microrganismos (AHARONOWITZ; DEMAIN,
1979; VILJOEN et al., 2013). Muitas moléculas de antibiéticos s@o estruturadas com
atomos de nitrogénio provenientes de compostos nitrogenados do metabolismo
primario (DREW; DEMAIN, 1977; HODGSON, 2000).

Uma caracteristica em S. clavuligerus, incomum em procariotos, € a
presenca do ciclo da ureia (BUSHELL et al., 2006). Esta via do metabolismo do
nitrogénio fornece arginina, um dos precursores diretos da molécula de AC. A
biossintese deste composto é favorecida pela adicdo de ornitina ao meio, a qual é
convertida em arginina. Um aminoacido importante em S. clavuligerus € a lisina, que
atua no metabolismo primario, via cadaverina aminotranferase, e no metabolismo
secundério via l-piperideina-6- carboxilato, para a produgao do raro antibidtico a-
aminoadipico, um precursor de CefC e demais antibiéticos beta-lactamicos
(OZCENGIZ; DEMAIN, 2013). Outro aminoacido com destaque € o glutamato de
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sédio. Elson et al (1982) demonstraram a incorporacao do carbono do glutamato na
molécula de AC, e desde entdo, varios pesquisadores tém demonstrado o efeito
positivo deste aminoacido na producéo dos bioativos.

Apesar dos inumeros beneficios da utilizacdo destas fontes de nitrogénio em
cultivos submersos de S. clavuligerus o consumo destes aminoacidos acarreta a
liberacdo de amobnio e j& tem sido demonstrado que o acumulo destes ions, em
concentracdes significativas no meio de cultivo afetam de forma negativa a sintese
de antibidticos beta-lactamicos produzidos tanto por fungos como por actinomicetos.
Os mecanismos mais observados tém sido repressao e/ou inibicdo de enzimas da
rota biossintética pelo aménio e de enzimas responsaveis pela sintese de
precursores dos biocompostos por determinadas fontes de nitrogénio (OZCENGIZ,;
DEMAIN, 2013).

Em vista da importancia do metabolismo do nitrogénio em S. clavuligerus,
neste projeto investigou-se o consumo de fontes de nitrogénio, lisina e glutamato de
sbdio, e a evolucdo da concentracdo de ions aménio durante cultivos submersos do
microrganismo, de forma a associar estes dados com a producdo de compostos

bioativos.
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CONCLUSAO

Tanto o método do fenato como a utilizagdo de eletrodo de ion seletivo (ISE)
foram eficazes para analisar a concentracdo de amodnio presente no
sobrenadante das amostras coletadas durante os cultivos submersos de S.
clavuligerus, obtendo-se resultados da mesma ordem de grandeza com ambos
0S métodos.

A interacdo entre as fontes de nitrogénio lisina e glutamato de sodio,
juntamente com a maltose como fonte de carbono principal, mostrou-se
promissora, obtendo-se maiores aumentos nas producdes dos compostos beta-
lactamicos AC e CefC em condi¢bes limitantes de nitrogénio, ou seja, em
menores razGes carbono:nitrogénio, considerando-se o carbono dos
aminoacidos.

Os modelos matematicos resultantes dos planejamentos experimentais
apresentaram bons ajustes aos dados experimentais de producdo de AC e
CefC, porém, indicaram a impossibilidade de se otimizar a producdo de ambos
0s bioativos em um mesmo cultivo, uma vez que o valor 6timo de cada
biocomposto esta associado a concentracdes distintas de lisina e glutamato de
sbédio; apesar disso, algumas condicbes especificas dos planejamentos
experimentais (condi¢cdes C-V do Experimento P1 e C-VII do Experimento P2)
resultaram em producgOes relevantes e da mesma ordem de grandeza para
ambos 0s biocompostos simultaneamente.

O aumento do pH observado nos experimentos em frascos agitados afetou
negativamente a producdo dos bioativos, com destaque para o AC; neste
contexto, o cultivo realizado em biorreator na condigao C-VII do Experimento
P2 (43, 7 mmol/L de lisina e 18 mmol/L de glutamato de sddio) com controle de
pH em 6,5, resultou em aumentos de 200% e 40% de AC e CefC
respectivamente, com relacdo ao cultivo em frascos agitados.

Altas concentracbes de amoénio afetam negativamente a producdo dos
bioativos, sendo o AC muito mais suscetivel do que a molécula de CefC. As
maiores concentragbes de ions foram obtidas em condicdes com maiores
concentracbes de aminoacido, uma vez que o acumulo de amodnio esta

diretamente associado com o consumo das fontes de nitrogénio.
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