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RESUMO

Os grupos de antibiticos mais importantes clinicamente sdo os dos B-lactamicos,
aminoglicosideos e tetraciclinas. Streptomyces clavuligerus produz vérios compostos -
lactimicos, com destaque para os antibidticos envolvidos na rota biossintética da
cefalosporina C (penicilina N, deacetoxicefalosporina C e cefamicina C) e o dcido
clavulanico (AC) que, embora nio tenha atividade bioldgica significativa, € um potente
inibidor de B-lactamases (penicilinases e cefalosporinases). A cefamicina C (CefC) é uma
7-metoxi-cefalosporina que apresenta maior atividade que a cefalosporina C (CPC),
produzida somente por fungos, por ser resistente a P-lactamases. Apesar das rotas
biossintéticas de AC e CefC serem completamente independentes em S. clavuligerus, sdo
controladas pelo mesmo elemento multifuncional (ccaR), o que dificulta a indugdo da
produgdo de um ou outro composto durante o processo fermentativo. No presente trabalho,
procurou-se obter maiores concentragdes de CefC manipulando-se componentes em meio
solivel de cultivo de S. clavuligerus, selecionados dentre compostos que, segundo a
literatura, atuam como agentes reguladores da sintese daquele antibiético. As fermentagdes
foram realizadas em frascos agitados (28°C, 260 rpm) para selecionar fontes de C e de N e,
entdo, avaliar o processo no melhor meio-padrdo, variando-se concentragdes combinadas
de L-lisina (10 a 108 mM) e a-cetoglutarato (3 a 110 mM) através de metodologia de
planejamento experimental. A presenga de o-cetoglutarato acarretou em aumento
indesejavel de pH, afetando negativamente o processo e os melhores resultados (entre 300
e 400 mg CPC totais/L ap6s 72 horas de fermentacdo) foram obtidos no meio adotado
como meio-controle, contendo amido e extrato protéico de semente de algodao como
principais fontes de C e N, respectivamente, e L-lisina. Este meio-controle foi avaliado,
sem o-cetoglutarato e com 55 mM deste composto, em biorreator tipo tanque agitado e
aerado de SL de volume util (a 28°C, 500 rpm, pH 6,8). Observou-se maior producdo no

meio-controle, cerca de 490 mg/L de CPC totais em 60 horas de processo.
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ABSTRACT

The most important groups of antibiotics, from a clinical standpoint, are p-lactams,
aminoglycosides and tetracyclines. Streptomyces clavuligerus produces several B-lactam
compounds, primarily the antibiotics involved in the biosynthetic route of cephalosporin C
(penicillin N, deacetoxycephalosporin C and cephamycin C) and clavulanic acid (CA),
which, despite its slight biological activity, is a potent inhibitor of p-lactamases
(penicillinases and cephalosporinases). Cephamycin C (CMC) is a 7-methoxy-
cephalosporin with higher bioactivity than cephalosporin C (CPC) because it is more
resistant to B-lactamases. Although the biosynthetic routes of CA and CMC are completely
independent in S. clavuligerus, they are controlled by a common multi-functional element
(ccaR), which hinders induction of the production of one or the other compound during the
fermentation process. In this work, we sought to obtain higher concentrations of CMC by
handling compounds in a soluble medium of S. clavuligerus, which were selected from
compounds that, according to the literature, act as regulating agents in the synthesis of that
antibiotic. Fermentation was carried out in flasks under shaking (28°C, 260 rpm), in order
to select sources of C and N. The process was then evaluated in the best standard medium,
by varying combined concentrations of lysine (10 to 108 mM) and a-ketoglutarate (3 to
110 mM) using an experimental planning methodology. The presence of a-ketoglutarate
caused an undesirable increase in pH, negatively affecting the process. The best results
(between 300 and 400 mg/L of total CPC after 72 h of fermentation) were obtained in the
medium used as the control, which contained starch and cottonseed protein extract as main
sources, respectively, of C and N, and L-lysine. This control medium was evaluated in a
stirred and aerated tank bioreactor with 5L of useful volume (28°C, 500 rpm, pH 6.8)
without a-ketoglutarate and with 55 mM of this compound. The highest production volume
was found to occur in the control medium, i.e., about 490 mg/L of total CPC after 60h of

process.
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1) INTRODUCAO

Os grupos de antibiéticos mais importantes clinicamente sdo os dos P-lactimicos,
aminoglicosideos e tetraciclinas. Os B-lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas e
cefamicinas, atuam como inibidores da sintese da parede celular bacteriana, destacando-se
tanto em virtude de sua importancia histérica como clinica. A penicilina e a cefalosporina
naturais, descobertas respectivamente em 1928 e 1948, sdo produzidas por fungos
filamentosos e tém sido matéria prima para a obtencdo de varias geracdes de importantes
compostos semi-sintéticos mais potentes, através de transformagdes quimicas. No inicio da
década de 1970, porém, foram descobertas novas classes de compostos B-lactdmicos
comercialmente importantes sintetizados, principalmente, por bactérias da familia dos
Actinomicetos, como as dos géneros Streptomyces e Nocardia (Elander, 2003; Brakhage,
1998).

A produgdo industrial de B-lactimicos nos dltimos 50 anos é um dos exemplos mais
relevantes da Biotecnologia, rendendo vendas anuais em torno de 15 bilhdes de ddlares,
equivalentes a 65% do mercado mundial de antibidticos. Esta producdo ainda ¢é
centralizada em paises da Europa, como Inglaterra e Alemanha, porém, com o aumento dos
custos de mao de obra, energia e matéria prima, grande parte tem sido transferida para
paises como China, Coréia e India que, gradualmente, vém tornando-se os maiores
produtores mundiais (Elander, 2003).

Streptomyces clavuligerus produz vérios compostos PB-lactimicos, como o0s
antibidticos envolvidos na rota biossintética da cefalosporina C (penicilina N,
deacetoxicefalosporina C e cefamicina C) e cerca de vinte clavams, entre os quais se
destaca o 4cido clavulanico (AC) que, embora ndo tenha atividade bioldgica significativa, é
um potente inibidor de B-lactamases (Prues e Kellett, 1983; Brudtland, 2000). Dentre os
antibidticos B-lactdmicos, destaca-se a cefamicina C (CefC), uma 7-metoxi-cefalosporina
que apresenta maior atividade que a cefalosporina C por ser resistente a P-lactamases
(penicilinases e cefalosporinases) (Liras, 1999; Brakhage et al, 2005). As estruturas do AC
e da CefC estdo ilustradas na Figura 1.1.

As rotas biossintéticas do AC e da CefC em S. clavuligerus (Figuras 1.2 e 1.3) sdo
totalmente independentes, porém, mutantes de S. clavuligerus ndo produtores de CefC
também nao produzem AC (Sdnchez e Brafia, 1996). Bem recentemente, descobriu-se que

as sinteses de AC e CefC sdo reguladas simultaneamente pelo elemento multifuncional



ccaR ("cephamycin and clavulanic acid Regulator"), codificada pelo gene ccaR, localizado
no agrupamento de genes da biossintese de CefC (Alexander e Jensen, 1998; Bignell et al.,
2005). Apesar disto, é possivel dissociar as sinteses destes compostos manipulando-se a
presenca/concentracdo de determinados compostos no meio de cultivo de S. clavuligerus,
selecionados dentre fontes de C e energia, N, fosfato, enxofre, etc, que, segundo a
literatura, atuam em maior ou menor grau como agentes reguladores da sintese de muitos
antibiéticos (Romero et al, 1984; Fang e Demain, 1995; Chen et al., 2002; Jensen et al.,
2004).

H . H OMe
P e OH HOgCMN . S
/J;w NH, 0O Il\'.l’/
0 3 o CH.R
1 CO2H CO,H
(A) (B)

Figura 1.1 — Estrutura quimica de: (A) Acido clavulanico (AC); (B) Cefamicinas - na

cefamicina C (CefC), o radical R ¢ OCONHj;,

Por outro lado, para se induzir uma via biossintética para obtencdo de determinado
metabdlito secundario em S. clavuligerus deve-se considerar a relativa dissociac@o entre a
principal fase de producdo deste tipo de metabdlitos (idiofase) e a fase exponencial de
crescimento (trofofase), de forma que a producdo é favorecida em condi¢des adversas ao
pleno desenvolvimento celular. Tais condi¢des também podem ser obtidas variando-se os
componentes do meio durante a idiofase de forma a induzir a manutencio celular sob
condi¢des limitantes mais ou menos severas de nutrientes (Demain, 1984; Rollins et al.,
1989; Fang e Demain, 1995).

A regulacdo da biossintese de metabdlitos secundarios é similar a dos primadrios,
envolvendo mecanismos de inducdo, regulagdo por retroalimentacdo e regulacdo
catabdlica. A ativacdo de uma via biossintética para a producdo de antibidticos B-
lactamicos em S. clavuligerus é regulada de forma complexa, podendo ser influenciada

pela natureza e concentragdo das fontes de C, N, fésforo, enxofre. Certos compostos



estimulam a produgdo de AC, como arginina ou ornitina, enquanto outros favorecem a
producdo de CefC, como a L-lisina, convertida em dcido a- aminoadipico em procariotos
produtores de CefC, tiossulfato de sddio, que fornece o dtomo de S da molécula de
produto, bem como succinato de sddio, a-cetoglutarato, citrato de sddio, entre outros
compostos do metabolismo primdrio que sdo intermedidrios do metabolismo secunddrio

(Omstead et al., 1985; Khetan et al., 1999).
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2) OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo formular um meio de cultivo de S.

clavuligerus adequado para a producdo de CefC, investigando-se qualitativa e/ou

quantitativamente a influéncia de determinados compostos no processo selecionados com

base em dados da literatura.

Para atingir este objetivo, foram realizadas as seguintes etapas:

Selecdo da fonte de carbono (C) e energia do meio de producio;

Selecdo da melhor fonte de nitrogénio (N) do meio de produgdo;

Investigac@o da influéncia conjunta de a-cetoglutarato e L-lisina no processo de
producdo de CefC (expressa como CPC totais), através de Metodologia de
Planejamento Fatorial 2%

Avaliacdo do melhor meio de produgdo, obtido em frascos agitados, em

biorreator tipo tanque agitado e aerado de 5 L de volume util.



3) REVISAO BIBLIOGRAFICA

S. clavuligerus produz CefC em meios quimicamente definidos contendo uma variedade
de fontes de C, N e fosfato (Aharonowitz e Demain, 1977, 1978, 1979). No entanto, a
natureza e a concentracdo das fontes de N, C e fosfato ttm uma influéncia marcante no

rendimento assim como na relagdo entre biomassa e producdo acumulada (Hu et al.1984).

3.1) Influéncia das Fontes de carbono e energia na producao de CefC

Normalmente, os metabdlitos secundérios sdo produzidos de forma dissociada do
crescimento em meios sintéticos e, assim, sua biossintese é favorecida por condigdes
desfavordveis ao pleno desenvolvimento do microrganismo. Em relacdo ao S. clavuligerus,
a extensdo do crescimento aumenta linearmente com o aumento da concentragdo de
glicerol. Quando esse se encontra em baixas concentragdes, a produgdo dos metabdlitos
secunddrios aparece associada ao crescimento, contudo, em concentragdes acima de 0,2%
observa-se uma distinta separacdo entre crescimento e metabolismo secundario.
(Aharonowitz e Demain, 1978; Demain, 1984; Rollins et al., 1989; Fang e Demain, 1995).

Comparando-se crescimento e producdo em glicerol e amido, Aharonowitz e Demain
(1978) observaram que, enquanto a utilizacdo de glicerol leva a uma tipica relacdo bifésica,
o amido é caracterizado por uma relacdo bem estreita entre produgdo e crescimento, ou
seja, ndo ha distincdo entre trofofase e idiofase. Além disso, o amido propicia uma
producdo especifica alta, pois o rendimento celular € menor neste substrato,
comparativamente a outras fontes como maltose ou glicerol. A estreita relacdo entre
producdo e crescimento € creditada ao fato de que o amido € hidrolisado lentamente, em
comparacio a outras fontes de C e energia, gerando uma situacdo de limitacdo pelo C, a
qual é mais favordvel a producdo.

Aharonowitz & Demain (1978) testaram varias fontes de C (a 0,5% w/v) como
substrato limitante na producdo de cefalosporinas por S. clavuligerus (amido solivel,
maltose, glicerol, lactose, galactose, glicose, ribose e celulose) em meio sintético contendo
asparagina como fonte de N (0,2% w/v). Estes autores constataram que amido, maltose e
glicerol propiciaram o melhor crescimento, mas o amido foi o mais favordvel a produgao.
Lebrihi et al (1988) constataram que o glicerol resultou em producdo de CefC final

aproximadamente 40 % menor do que aquela obtida com o amido.



3.2) Influéncia das Fontes de nitrogénio na producao de CefC

Além das fontes de C e energia, as fontes de N t€m papel importante na producdo de
metabdlitos secunddrios. Em relacdo a S.clavuligerus, fontes organicas de N (aminodcidos,
extratos protéicos) sdo mais adequadas ao desenvolvimento celular do que fontes
inorganicas de N (sais de amo6nio). Bons exemplos de extratos protéicos sdo os de carogo

de algodio e de soja, além de caseinas (Kieser et al., 2000; Trovatti et al., 2006).

3.3) Compostos estimuladores da biossintese de cefalosporinas

Os aminodcidos tém papel fundamental na rota biossintética de CefC. A L-lisina, é um
bom exemplo disso. Sua presenca nos meios de cultura quimicamente definidos, pode levar
a um aumento da producdo especifica de até 75% (Mendelowitz e Aharonowitz, 1982).
Esse aumento significativo deve-se a conversdao da L-lisina em &4cido L-a-aminoadipico
pela L-lisina e-aminotransferase (LAT). A LAT € a primeira enzima da rota biossintética
de antibidticos B-lactimicos em espécies de Streptomyces produtoras.

Assim como a L-lisina, o o-cetoglutarato também exerce papel importante na
biossintese de cefalosporinas, atuando como cofator da LAT e de outras enzimas da rota,
como a expandase, e a hidroxilase, como se pode observar pela Figura 3.1 (Khetan et al,
1999).

Segundo Aharonowitz e Demain (1978), o a-cetoglutarato pode ser usado como fonte
de C e energia, crescimento e producdo. Assim, o o-cetoglutarato também pode ser
utilizado como uma fonte secundéria de C e energia, além de co-fator enzimdtico, quando
presente em meios de cultivo.

Além de co-fatores e aminodacidos, estdo envolvidos na biossintese de CefC outros
compostos importantes como o tiossulfato de s6dio, MOPS e fosfatos. O tiossulfato de
sodio (a 4 mM) é utilizado, uma vez que € eficientemente incorporado a molécula do
antibiético (Merck and Co., 1975), mesmo em concentragdes milimolares. O dacido
sulfénico residual do tampao biol6gico MOPS (4cido 3-[N-Morpholino]-propanosulfonico)
pode ser usado sozinho como fonte de enxofre para biossintese de CefC, enquanto o
tiossulfato de sédio deve ser adicionado no meio de cultura 30 horas apds o inicio do
processo fermentativo principal, uma vez que interfere no metabolismo celular e também

estimula a producao de CefC (Merck and Co., 1975, 1976; Omstead et al, 1985).
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Figura 3.1 - Rota biossintética de Cef.C em S.clavuligerus. L-lisina, cisteina e valina sdo
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co-fator para quatro enzimas da rota, aqui este papel é demonstrado para trés destas

enzimas. (Khetan et.al., 1999).

Por outro lado, a biossintese da CefC e de outros antibiéticos B-lactamicos por S.
clavuligerus mostrou-se pouco sensivel a regulacdo pelo fosfato, como verificado por
varios pesquisadores (Aharonowitz e Demain, 1977; Martin e Aharonowitz, 1983). Em
contrapartida, Lebrihi et al. (1987) mostraram que a producdo de CefC é controlada pela
concentracdo de fosfato, uma vez que este reprimiu a biossintese de enzimas envolvidas
em sua rota biossintética, como a cefamicina sintetase e a expandase. A atividade

especifica de cefamicina sintetase foi mdxima com a concentra¢do de fosfato em torno de



10 mM, enquanto que a atividade especifica da expandase foi mdxima com apenas 1 mM
de fosfato. A correlagdo existente entre a atividade especifica das enzimas foi estabelecida
com concentracdes de fosfato superiores a 10 mM e mostra que a expandase € uma
importante enzima no mecanismo pelo qual a concentracdo de fosfato afeta a biossintese

da CefC.

3.4) Disponibilidade de oxigénio dissolvido

O volume reacional é uma condicdo importante para o processo como um todo. Uma
boa oxigenacdo é fundamental para a produc@o de CefC. Condi¢des limitantes de oxigénio
dissolvido afetam principalmente a expandase, enzima responsdvel pela expansdo do anel
tiazolidina da penicilina N para o anel dihidrotiazina das cefalosporinas (Lebrihi et al.,
1988).

Segundo Okabe et al. (1992), volumes menores de meio de cultura e boas condi¢des de
agitacdo de processo em frascos agitados, resultam em menores concentracdes de
penicilina N, um intermedidrio indesejavel na produgdo de CefC e, por isso, favorecem
sobremaneira a producio deste ultimo. Estes autores testaram vérios volumes de meio em
frascos Erlenmeyer de 500 mL e indicaram um volume de 15 mL de meio a uma
velocidade de agitacdo de 220 rpm para frascos agitados com excentricidade de raio de 2,5

cm, como sendo uma condigdo favoravel a boa produgio.



4) MATERIAIS E METODOS

4.1) MATERIAIS
4.1.1) Microrganismos

No processo de produgdo de compostos B-lactdmicos foi utilizadas as linhagens ATCC
27064 de S. clavuligerus (Butterworth, 1984), adquirida da propria ATCC na forma de
células vegetativas (micélios) liofilizadas, e também a linhagem DSMZ 41826, um
mutante espontineo da linhagem selvagem, com maior capacidade produtiva, adquirida
também na forma liofilizada. Este mutante mostrou ser melhor produtor de CefC (Vining
et al, 1987).

Para o bioensaio utilizou-se a Escherichia coli ESS 2235, como bactéria teste, a qual foi
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Paloma Liras, da Faculdade de Biologia da

Universidade de Leon, Espanha (Liras e Martin, 2005).

4.1.2) Meios de Cultura

Deve-se estabelecer uma composicdo adequada dos meios de cultura, em especial do
meio de fermentagdo principal, que favoreca o processo como um todo (boa biomassa, boa
producdo), uma vez que os cultivos microbianos para a obtencdo de metabdlitos
secunddrios sdo normalmente caracterizados pela dissociacdo relativa das fases de

crescimento celular (trofofase) e de sintese de produto (idiofase).

(a) Meio solido de cultivo de bactérias-teste
Para o cultivo da E. coli ESS 2235, foi utilizado meio 4gar nutriente (Difco 0001),
indicado pela ATCC. Apds periodo e temperaturas adequados de crescimento em estufa, os

cultivos podem ser mantidos sob refrigeracao (4°C) por até 2 meses.

Tabela 4.1. — Composi¢do do meio agar nutriente (Difco 0001).

Componentes Concentracao (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
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(b) Meio de Reativacao ou Germinacao (MR)
O meio utilizado para germinacdo de esporos ou reativacdo de micélios congelados de
S. clavuligerus (conservados a —70°C em solugdo crioprotetora 20% glicerol v/v) foi o

indicado pela ATCC (meio ISP1), adicionado de extrato de malte (Kieser et al, 2000).

Tabela 4.2.— Composi¢do do meio de germinacdo ou reativagdo de micélios

Componentes Concentracao (g/L)
Triptona 5,0

Extrato de levedura 3,0

Extrato de malte 10,0

MOPS 21,0

pH 6,8+0,1

(c) Meios de cultivo submerso - preparo de inéculo (MI)

Tabela 4.3.- Composi¢do geral dos Meios de Preparo do Inéculo (MI)

Componentes Concentracao (g/L)
Extrato de Levedura 1,0
K,HPO, 0,8
MgSO,4-7H,O 0,75

MOPS 21,0
Solucdo de sais* 10,0 mL.

*solugdo de sais, g/L: MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0, 1,0.

As fontes de C e N dos meios de preparo do inéculo principal (Tabelas 4.4 a 4.7) e de
produgdo foram as mesmas dos meios de produgdo (fermentacdo principal), de forma a

ambientar previamente o microrganismo e, assim, diminuir a fase lag.

Tabela 4.4.- Composi¢ido do MI utilizado nos Experimentos 1 e 2.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicerol 15,0
Soytone 15,0
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Tabela 4.5- Composicdo do MI utilizado nos Experimentos 3 ,4 e 6.

Componentes Concentracao (g/L)
Amido soluvel 10,0
Soytone 15,0

Tabela 4.6- Composicdo do MI utilizado no Experimento 5.

Componentes Concentracao (g/L)
Amido soldvel 10,0
Proflo 10,0

Tabela 4.7. -Composi¢do do MI dos Experimentos 7, 8, 9 e 10.

Componentes Concentracao (g/L)
Amido soldvel 10,0
Proflo 8,5

(d) Meios de Fermentacio Principal (MFP), Meios Suplementares (MS) e meios

utilizados nos Planejamentos Fatoriais.

Tabela 4.8.- Composicdo geral dos Meios de Fermentacao Principal MFP

Componentes Concentracao (g/L)
Amido * 10
Proflo* 8,5
Extrato de levedura 0,5
Tiossulfato de sédio @ ™ 1,0
K,HPO, ** 1,75
MgSO4-7H,0 0,75
CaCl, 0,2
NaCl * 2,0
MOPS 21,0
Solugdo de sais ®)* 5,0 mL

(a) adicionado ap6s 30 horas de processo
(b) solucgdo de sais, g/L: MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0, 1,0.
# a partir do Experimento 2.

* a partir do Experimento 4.
** variagOes dessas quantidades estdo demonstradas nas Tabelas, quando necessario.
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O Experimento 1 teve como objetivo avaliar a influéncia da propor¢do de glicerol e

amido na producdo de CPC totais. Para tanto foram utilizadas cinco combinagdes

diferentes de concentragdo dos carboidratos, respeitando-se sempre uma concentragdo final

de 14 g/L.

Tabela 4.9.- Composi¢do dos MFP do Experimento 1

Meio Al A2 A3 A4 A5
Componentes Concentracao (g/L)
Amido soldvel 8,4 9,8 11,2 12,6 14,0
Glicerol 5,6 4,2 2,8 1,4 -
Soytone 12
L-lisina 3
0,5

Extrato de malte

O Experimento 2 teve por objetivo avaliar a influéncia de diferentes fontes de N na

producdo de CPC totais e também a possibilidade de estender a fase de producgdo através

de suplementagdo de nutrientes.
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Tabela 4.10.- Composicdo dos MFP e do MS do Experimento 2

Meios M1 M2 M3 M4
Concentracao (g/L)
Fonte de N investigada
Caseina (hidrolisada acida) 10,5 - - —
Triptona Tipo I (Caseina HiMedia) - 6,2 - -
Extrato protéico de algoddo Proflo — — 8,5 —
L-asparagina - - - 1,0
L-tirosina - — - 0,8
L-lisina 1,83 1,83 1,83 3,5
Outros componentes
(M1, M2 e M3) M4)

Tiossulfato de sédio 0,2 —
K,HPO, 1,75 1,0
MgSO4-7H,O 0,75 1,0
CaCl, - 2H,0 0,2 0,2
NaCl 2,0 1,0
Solucdo de sais ®) 1 mL 1 mL
Componentes do meio suplementar ©
Amido soluvel 20,0 —
L - L-lisina 4,9 —
Tiossulfato de sédio 4,2 -
Razido C/N resultante 10,2 —

(a) adicionado em todos os meios
(b) solugdo de sais, g/L: MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0, 1,0.
(c) 5% de 4gua de torneira na composic¢ao final.

Os Experimentos 3 e 4 tiveram como objetivo avaliar o consumo de amido durante o
processo fermentativo. No primeiro, utilizaram-se diferentes fontes de N. Para tanto se
utilizaram meios que apresentaram bons resultados em trabalhos paralelos do laboratério e
em experimentos anteriores (M2e M3), além de uma combinacdo de fontes de N nao
testadas anteriormente. No Experimento 4 utilizou-se o meio M2 do Experimento 3, de

forma a se reavaliar a eficiéncia do método de analise de amido.
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Tabela 4.11.— Composicao dos diferentes MFP do Experimento 3

Meios M1 M2 @ M3
Componentes concentraciao (g/L)
Solugdo de sais ® 1,0 mL
Proflo — 8.5 -
Soytone 1 - -
Caseina (hidrélise acida) 9,3 - -
TSB © - - 30,0

(M1, M2) (M3)

L-lisina 1,83 —
Tiossulfato de s6dio @ 0,5 0,5
K,HPO4 0,875 -

(a) mesmo meio do Experimento 4

(b) solugao de sais, g/L.: MnCl,-4H,0, 1,0; FeSO4-7H,0, 1,0; ZnSO4-7H,0, 1,0
(c) Tryptic Soy Broth (Difco)

(d) adicionado apés 30 horas de processo

O Experimento 5 teve como objetivo avaliar a capacidade produtiva da linhagem DSMZ
em meio suplementado com amido em cinco diferentes concentracdes e também a

influéncia desta suplementacdo no processo de um modo geral.

Tabela 4.12. — Composi¢do do MFP e do MS do Experimento 5

Componentes do meio-base Concentracao (g/L)
L-lisina 1,83
K,HPO, 0,875
Tiossulfato de sédio 0,5
Componentes do condicao Sa 5b Sc 5d Se
meio suplementar controle
Concentracao (g/L)
Amido soldvel - 15 20 25 30 35
L-lisina - 3,0
MOPS - 21,0
Razdo C/N - 13,0 17,4 21,7 26,0 304

(a) 5% agua de torneira na composicao final
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O Experimento 6 foi realizado em batelada utilizando-se os mesmos meios do
Experimento 2, tendo como objetivo reavaliar a influéncia das fontes de N no processo
sem suplementacdo de meio. A concentragdo de L-lisina também foi aumentada para 100

mM.

Tabela 4.13.- Composi¢do dos MFP do Experimento 6

Meios M1 M2 M3 M4
Componentes Concentracao (g/L)
Caseina (hidr. acida). 10,5 — — —
Triptona Tipo I (Caseina _ 6.2 3 3
HiMedia) ’
Soytone — — 8.5 _
Proflo - - - 8,5
Em todos os meios:
L-lisina 18,3 (100 mM)

O Experimento 7 teve como objetivo investigar a influéncia de «-cetoglutarato na
producdo de CPC totais, adicionando-se o composto no inicio ou em um instante

intermedidrio do processo fermentativo apds a fase exponencial de crescimento.

Tabela 4.14. -Composicao dos MFP do Experimento7

Componentes do meio base Concentracao (g/L)
L-lisina 18,3
Meios condi¢do 1 2 3 4
controle
Componentes do Concentracao (g/L)
meio suplementar © ¢
a-cetoglutarato de Na - ImM 10mM 1mM 10mM
(no frasco, a cada adi¢do):
Instante da adicdo - no no 72 72
inicio inicio horas  horas
Amido soldvel ® 30,0
MOPS ® 21,0

(a) 20 % de 4gua de torneira na composicao final
(b) adicionado em todos os meios
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Os Experimentos 8 e 9 tiveram como objetivo investigar o comportamento do processo

através da adig¢do de vdrias concentragdes combinadas de a-cetoglutarato e L-lisina, com

€nfase para a producdo de CPC totais. Para isto, utilizou-se a metodologia de Planejamento

Fatorial 2" (Box et al., 1978). Nestes planejamentos experimentais foram fixados 2 niveis

de concentracdo (—1 e +1, em unidades codificadas) para as n = 2 varidveis independentes

(concentragdes de a-cetoglutarato e L-lisina). Além das combinagdes possiveis, também

foram realizadas replicatas da condicdo central de concentracdes (condigdo O 0, em

unidades codificadas).

Tabela 4.15.- Composi¢do do meio-base dos MFP dos Planejamentos Experimentais

(Experimentos 8 e 9) - idem a Tabela 4.8.

Tabela 4.16.- Experimento 8- Condi¢des das varidveis independentes do Planejamento

Fatorial 2%,com duplicata do ponto central: concentragdes iniciais de L-lisina (varidvel x;)

e de a-cetoglutarato (varidvel x») no meio de producio ou de fermentagado principal.

Ensaio Variavel Variaveis reais
codificada (no meio de cultura, a cada adic¢ao)
X, X, Cuis Co cetoglutarato
mM g/l mM g/LL
1 +1 -1 80 14,64 70 10,22
2 -1 -1 10 1,83 70 10,22
3 -1 +1 10 1,83 110 16,06
4 +1 +1 80 14,64 110 16,06
5e6 0 0 45 8,23 90 13,14
7e8 condicdo controle 100 18,3 - -
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alfa-cetoglutarato

(mM)
110 — X X
-1 +1 +1 +1
90 — X
00
(ponto central)
70 — X X
-1 -1 +1 -1
\ \ \
10 45 80 L-Lisina

(mM)
Figura 4.1 -Experimento 8 — 1° Planejamento Fatorial 2* com duplicata do ponto central -
condi¢des de concentracdo de L-lisina e a-cetoglutarato no meio de producdo de CPC

totais por S. clavuligerus ATCC 27064, em frascos agitados.
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Tabela 4.17. —Experimento 9- Condi¢des das varidveis independentes do Planejamento

Fatorial 2>, com duplicata do ponto central e configuragdo estrela: concentragdes iniciais

de L-lisina (varidvel x;) e de a-cetoglutarato (varidvel x,) no meio de produgio.

Ensaio

9¢10

11e12

Variavel Variaveis reais

codificada (no meio de cultura, a cada adicao)

X, X, Cuis Co cetoglutarato
mM g/L mM g/L.
-1 -1 60 11,0 12 1,8
+1 -1 100 18,3 12 1,8
-1 +1 60 11,0 55 8,0
+1 +1 100 18,3 55 8,0
—2 0 51,7 9,5 33,5 4,9
42 0 108,3 19,8 335 4,9
0 -2 80 14,65 3,1 0,5
0 42 80 14,65 63.9 9.3
0 0 80 14,65 33,5 4,9

Condig¢do controle 100 18,3 - -
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X2 (conc. inicial
de alfa-cetoglutarato)

(gL (mM)
9,3 63,9 — X
1,414
8,0 55 |- X 0 +1,
-1 +1 +1 +1
49 335 |— X * X
1,414 0 00 +1,414 0
(ponto central)
1,8 12— X X
-1 -1 +1-1
0,5 31 — X
0 -1,414
X
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ (conc. inicial
de L-lisina)
51,7 60 80 100 108,3 (mM)

95 11,0 14,65 18,3 19,8 (g

Figura 4.2- Experimento 9- Esquema do Planejamento Fatorial 2* (configuracio estrela)
para investigar a influéncia da concentra¢do inicial de L-lisina e a-cetoglutarato na

producao de CPC totais.

O Experimento realizado em biorreator, operado em batelada, teve como objetivo
confirmar resultados de produc@o de CPC totais obtidos nos melhores meios de produgdo

utilizados nas fermentagdes em frascos agitados.

Tabela 4.18. -Composi¢cao dos MFP do Experimento em biorreator.

Meio 1 Meio 2
Componentes Concentracao (g/L)
a-cetoglutarato - 8,0
Nos dois meios:
L-lisina 18,3

4.1.3) Equipamentos
Equipamentos para as fermentagdes:
- Mesas rotatérias-incubadoras (New Brunswick), para os experimentos em frascos

agitados, providas de controle de agitacdo e de temperatura.
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- Biorreator convencional

Para o experimento em fermentador convencional tipo tanque agitado e aerado, foi
utilizado o fermentador modelo Bioflo III da New Brunswick Co., de 5 litros de volume
util, equipado com sistemas de monitoramento e/ou controle e de temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, velocidade de agitagdo.

Equipamentos e aparelhos para procedimentos gerais e analiticos:
- Espectrofotometro (UV e luz visivel)
- Camara de fluxo laminar, balancas, estufas, pHmetros, autoclaves, bombas peristalticas,
centrifuga refrigerada, banhos termostatizados.

- Microcomputadores para o tratamento dos dados experimentais

4.2) METODOS

4.2.1) Métodos analiticos

a. Determinacao da concentracio celular

A biomassa foi determinada através de dois procedimentos:

1) filtracdo das amostras a vacuo através de membranas Millipore de 4,5 cm de
diametro, porosidade 0,45 um, previamente pesadas;

2) centrifugacdo (10.000 rpm) da amostra (a 10°C) seguida de lavagem das células
decantadas com dgua destilada

Em ambos os procedimentos, o sobrenadante resultante foi armazenado em "freezer"
(=20°C) para as demais analises e o material celular era seco a 105°C por 18—24 horas em
recipientes previamente pesados sendo, apds resfriado em recipiente dessecador, pesados
em temperatura ambiente. A biomassa foi expressa como massa seca de células por volume

de meio reacional (g de células/L de amostra).

b. Determinacao da concentracao de AC

O método utilizado proposto por Bird et al. (1982), baseia-se na derivatizagdo prévia de
solucdo contendo AC (2 a 50 mg/L) com imidazol (60 g/L) a 30°C por 30 minutos. Apés
resfriada a solucdo em banho termostatizado a 20°C, determina-se o produto da reacdo (/-
(4-aza-8-hydroxy-6-oxo) oct-2-en-1-oylimidazol) através de leitura em espectrofotdmetro

UV, a 312 nm. Este método € especifico para AC na presenca de produtos de degradacio.
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Derivados do AC e outros compostos contendo o nicleo clavam respondem bem as

condi¢des de andlise, mas penicilinas praticamente ndo sio detectadas pelo método.

¢. Determinacio da concentracio de CPC totais Bioensaio de difusao em agar
A indisponibilidade do padrdo de CefC criou a necessidade de se utilizar um método
indireto de quantificagdo deste composto. A CefC foi indiretamente quantificada através de
bioensaio de difusdo em 4gar utilizando-se a cefalosporina C como padrio e a linhagem de
E. coli ESS 2235 (Liras e Martin, 2005) como bactéria-teste. A CefC é cerca de 3 vezes
mais potente que a cefalosporina C (Aharonowitz e Demain, 1978).
A concentracdo de cefalosporinas totais da amostra (em mg/L) foi determinada por
interpolagdo logaritmica entre as medidas dos diametros dos halos de inibi¢do obtidos com

as amostras e as solugdes do antibidtico padrao.

d. Analise de ART (Actcares Redutores Totais)

O método utilizado consiste da hidrélise 4cida, de 1 mL de sobrenadante previamente
diluido. Para tanto, usa-se mesmo volume de HCI 10N, sendo a mistura colocada em banho
maria por 30 minutos. Apds periodo de resfriamento, acrescenta-se 1 mL de NaOH 10N.
Dessa mistura, agora neutralizada, retira-se 1 mL e coloca-se mesmo volume de DNS.
Novamente utiliza-se banho-maria por 5 minutos e apds completo resfriamento,
acrescenta-se H,O destilada em quantidade suficiente para um volume final de 10 mL.
Apds homogeneizagdo, faz-se leitura em espectrofotdmetro UV a 540nm.

A concentragio final de amido (em g/L) é determinada pela curva de calibracio:

C amido = (A*Abs - B) * fator de dilui¢cdo

onde A e B sdo os pardmetros da equacio da reta ajustada.

4.2.2) PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Condicoes gerais dos cultivos submersos
Os cultivos submersos dos experimentos 1 a 9 foram realizados em frascos agitados em
mesa rotatéria - incubadora a 260 rpm, 28°C, e pH inicial 6,8 £ 0,1. Apenas o Experimento
10 foi realizado em biorreator de bancada, nas mesmas condi¢des de temperatura e pH dos

frascos agitados.
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Pré-culturas

- Germinacao de esporos ou reativagio de micélios

Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de meio de germinagcdo ou de
reativacdo foram inoculados com suspensdo de células provenientes de criotubos (3 a 4 mL
cada um) de forma a se obter 10% em volume de suspensdo celular por volume final de
meio. O germinado reativado foi obtido apds 24 horas em mesa rotatéria-incubadora.

- Preparo do in6culo principal

Frascos contendo meio de preparo do inéculo principal foram inoculados com a
suspensdo de células obtida na etapa anterior, também a 10% em volume de suspensdo

celular por volume final, seguindo para mesa rotatdria-incubadora por cerca de 24 horas.

Fermentacio principal

A fermentacé@o principal para a producdo de compostos -lactdmicos foi realizada em
batelada, por um periodo de 72 a 144 horas. Em cada frasco foram adicionados, 10% de
inéculo. A seqii€ncia de pré-culturas dos processos fermentativos e os procedimentos da

fermentagdo principal estdo esquematizados na Figura 4.3.

criotubo (~3 mL de
suspensao de micélios)

(10% vol. (10% vol. cél. (10% vol. cél. inéculo
suspensao/ vol. reatlvadas/ vol. total) por vol. total)
\ total)

AR A

Etapa de reativagao,

em MR (24 horas) ) Ftapa d‘? preparo do Fermentag@o principal, em MFP
in6eulo principal, em MI (periodo de tempo varidvel, conforme
(24 horas) 0 objetivo do experimento)

Figura 4.3 — Etapas de cultivo em frascos agitados
Os experimentos 1, 3 e 4 consistiram de bateladas em 40 mL de MFP, sendo que o

mesmo processo, agora em 20 mL de MFP ocorreu nos experimentos 6, 8 e 9. J4, os

experimentos 2, 5 e 7 consistiram de bateladas alimentadas, mantendo-se o volume
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reacional constante em 45 e 20 mL de MFP, respectivamente. Todos estes experimentos
supracitados foram realizados em frascos agitados.

Um ultimo experimento foi realizado em biorreator de bancada (4 L de meio) com o
objetivo de se confirmar os dados obtidos em experimentos de frascos agitados. O processo
em biorreator propicia um maior nimero de amostras e, desta forma, uma avaliacdo mais
da influéncia positiva ou da auséncia de influéncia do a-cetoglutarato na producio de CPC
totais, uma vez que este equipamento proporciona controle de pH e uma concentragio de
O, diluido mais controlada.

As amostras de todos os experimentos foram submetidas a andlises de pH, concentra¢io
de células (biomassa) e de CP totais; a andlise de ART restringiu-se aos experimentos. 3, 4,
6 el0(biorreator); e a andlise da concentracdo de AC, aos experimentos le 2.

A suplementacido de meio foi feita de forma diferenciada, conforme o objetivo de cada
experimento (Figura 4.4). A suplementacdo do experimento 2 foi iniciada a partir de 72
horas, a cada 24 horas, e finalizada em 120 horas, com taxa de dilui¢do D = 0,005 h™!. Nos
experimentos 5 ¢ 7, o meio foi suplementado a partir de 48 horas, a cada 24 horas até o

periodo de 96 horas, com taxa de dilui¢io de D = 0,01 h™".

&@

5 mL de ﬂ 5 mL de meio
amostra suplementar

Até 72h de fermentacdo, sem A partir de 72h, até 120h (Experimento 2):
amostragem (Experimento 2): - suplementagiio de meio e amostragem a cada 24 horas;
- volume inicial = 40 mL de MFP - volume reacional constante = 45 mL

Até 24h de fermentacdo: A partir de 48 h, até 96h (Experimentos 5 e 7):

- batelada, com amostragem a cada - suplementacio de meio e amostragem a cada 24 horas;
24 h (Experimentos 5 e 7); - volume reacional constante =20 mL

- volume inicial=25 mL de MFP
(Experimento 5);
- volume inicial= 23 mL de MPF
(Experimento 7).

Figura 4.4 - Procedimento de suplementaciao de meio da fermentacéo principal dos

Experimentos 2,5 e 7.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Experimento 1 — Selecao da fonte de C no meio de producao

Neste experimento foram avaliados o crescimento celular e a producido de CPC totais
em meios contendo diferentes propor¢des de amido e glicerol. Os resultados das bateladas
estdo apresentados na Figura 5.1. Embora a producdo de CPC totais ndo tenha sido
satisfatéria em nenhum caso, os valores mais significativos foram obtidos nos meios
contendo maior propor¢do de amido. Os dados estdo de acordo com a observagdo de
véarios pesquisadores de que a lenta e continua hidrélise do amido pelo microrganismo
simula condi¢des de limitagdo pelo C evitando, assim, mecanismos de repressdo e/ou
inibicdo da sintese de metabdlitos secundarios causados pelo excesso de fontes de C
facilmente assimildveis, como o glicerol (Aharonowitz e Demain, 1978; Lebrihi et al,
1988). A andlise de biomassa apresentou problemas e os resultados ndo se mostraram
coerentes (dados ndo apresentados). A partir do experimento seguinte, adotou-se o amido

solivel como principal fonte de C e energia do meio de produgdo.

(83}
o

N
o
T

N
o
T

—_
o
T

o
T

AC(mg/L)—B—A1—@—A2—P— A3—4— Ad—®—A5

CPC totais(mg/L)—B— A1—&— A2—%— A3—3{— Ad—&—A5
w
o
T

tempo (horas)

Figura 5.1.- Experimento 1 (batelada) — CPC totais e AC obtidos em meios contendo
varias proporg¢des de glicerol e amido, totalizando 14 g/L de substratos : A;-8,4g/L. amido
e 5,6g glicerol; A;- 9,8 g/L amido e 4,2 g/L glicerol; A3.11,2 g/l amido e 2,8 g/L glicerol;

A4~ 12,6 g/l amido e 1,4 g/L glicerol; As- 14 g/L amido.

25



5.2) Experimento 2 — Selecao da fonte de N do meio de producao

Neste conjunto de ensaios, investigou-se a influéncia de varias fontes soltiveis de N na
producdo de CPC totais apds 72 horas de processo, ou seja, durante a fase estaciondria.
Procurou-se limitar o crescimento celular para contornar a limitacdo pelo oxigénio gés-
liquido nos frascos durante a fermentacdo. Para isto, utilizou-se uma concentracio inicial
do substrato limitante (amido) suficiente para se obter uma biomassa entre 5 e 7 g/L,
considerando-se 0 mesmo rendimento celular médio de Yx;s = 0,5 g de células/g de
glicerol obtido em meio contendo glicerol (Gouveia et al, 2001). A concentracio da fonte
de N foi estimada considerando-se uma razdo mdssica C : N = 5 baseada em férmula
molecular empirica proposta por Bushell e Fryday (1983) para espécies de Streptomyces.
Para estender a fase estaciondria, propds-se um processo continuo intermitente através do
qual se coletava um determinado volume de amostra a cada 24 horas e, em seguida,
repunha-se mesmo volume de meio suplementar mantendo-se, assim, o volume reacional
constante em 45 mL, a D = 0,005 h! (item 4.2.2). O meio suplementar continha, além de
amido, adicionado como fonte de energia para a manutencdo celular, tiossulfato de sédio e
L-lisina em concentragdes estimadas com base na literatura (Merck and Co., 1975;

Mendelowitz e Aharonowitz, 1982).
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Figura 5.2- Experimento 2 (com reposicao de meio) — CPC totais e AC obtidos em
meios contendo L-lisina e varias fontes de N soliveis: M1 - caseina de hidrdlise dcida;
M2 - triptona tipo I (caseina de hidrélise enzimatica); M3 - extrato protéico de carogo de

algoddo (Proflo); M4 - asparagina e tirosina
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Através da Figura 5.2, observa-se que o extrato protéico de semente de algodao Proflo
(M3) propiciou a menor concentrag¢do de 4cido clavulanico (AC), em torno de 10 mg/L, e
a maior concentracdo de CPC totais, cerca de 140 mg/L em 72 horas, decrescendo
drasticamente apés este periodo, provavelmente devido a degradacdo. Os meios contendo
caseina de hidrélise 4cida (M1) ou triptona (M2) também apresentaram alguma producao,
crescente até cerca de 60 e 90 mg/L de CPC totais, respectivamente, em 96 horas. O meio
M4 (Trovatti et al, 2006), contendo asparagina, tirosina € o dobro de L-lisina
relativamente aos demais, ndo apresentou bons resultados de producdo. Porém, de uma
maneira geral, a producao de CPC totais foi maior que a obtida no Experimento 1.

A biomassa (Figura 5.3) apresentou valores previstos (entre 5 e 7 g/L) durante a fase
estaciondria e, em virtude da baixa viscosidade do meio, é possivel afirmar que o processo
ndo foi limitado pela transferéncia de oxig€nio gés-liquido. A concentragdo celular
manteve-se estivel somente no meio contendo triptona (M2). Nos demais meios, a

biomassa caiu pela metade nas tltimas 24 horas de processo.

10

Biomassa (g/L)
—HB— M1—0O— M2—H— M3—X— M4
O
>/
O
O
O

1 1 . 1 . 1 . 1
72 96 120 144

tempo (horas)

Figura 5.3.- Experimento 2 (com reposi¢ao de meio) — Biomassa obtida em meios
contendo L-lisina e varias fontes de N soluveis: M1 - caseina de hidrolise acida; M2 -
triptona tipo I (caseina de hidrdlise enzimatica); M3 - extrato protéico de carogo de

algodao (Proflo); M4 - asparagina e tirosina.
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5.3) Consumo de amido na presenca de diferentes fontes de N

5.3.1) Parte 1 - Experimento 3

Este experimento teve por objetivo investigar o consumo de amido em vérias fontes de
N. Para tanto, foram utilizadas as trés fontes de N do experimento anterior (Proflo, caseina
de hidrélise acida) e o meio TSB ("Tryptic Soy Broth"da Difco) avaliado em trabalho
paralelo, desenvolvido na mesma linha de pesquisa.

Através das Figuras 5.4 e 5.5, observam-se 0os mesmos comportamentos nos trés meios
com relacdo a biomassa e ao consumo de amido. A biomassa resultante em 24 horas
apresentou um valor em torno de 9 g/L, diminuindo gradativamente a partir deste periodo
até o final da fermentacdo. Esta diminuicdo pode ter ocorrido devido a falta de algum
nutriente no meio, liberacdo de toxinas ou até pela formacdo de proteases sob condi¢cdes
adversas.Uma vez que nada foi adicionado ao meio, esperava-se que o amido fosse
completamente consumido. Porém, observou-se uma concentracdo residual de cerca de 2
g/L ap6s 72 horas, que permaneceu constante até o final da fermentacdo. Pode-se sugerir
que a hidrdlise dcida das amostras tenha acarretado a liberacdo de acticares redutores,
diferentes da glicose, provenientes de outros componentes do meio, como por exemplo, o

Proflo, mascarando os resultados.
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Figura 5.4.- Experimento 3 (batelada) — Biomassa obtida em meios contendo como
fontes de N soliveis: M1 - caseina de hidrélise dcida, Soytone e L-lisina; M2 - Proflo e L-

lisina; M3 - "Tryptic Soy Broth" da Difco (TSB)
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Figura 5.5.- Experimento 3 (batelada) — Consumo de amido em meios contendo como
fontes de N soltiveis: M1- caseina de hidrélise 4cida, Soytone e L-lisina; M2 - Proflo e L-

lisina; M3 - "Tryptic Soy Broth" da Difco (TSB)

5.3.2) Parte 2- Experimento 4

Realizou-se uma nova fermentacdo utilizando-se o meio M2 do Experimento 3,
contendo amido e Proflo, que ja havia apresentado, no Experimento 2, os melhores
resultados em termos de produg@o. No presente experimento, coletou-se um maior nimero
de amostras para acompanhar o consumo de amido que, juntamente com dados de
biomassa, € apresentado na Figura 5.6. Observa-se que, novamente, a concentracao final de
amido manteve-se proxima de 2 g/L.

A concentracdo maxima de células (cerca de 8 g/L) foi 10% menor que a obtida no
Experimento 3, sendo observada em 32 horas e ndo em 24 horas como anteriormente.
Possivelmente a concentragdo do indculo nesse experimento foi menor. A mdaxima
producdo de CPC totais (Figura 5.7) foi da mesma ordem de grandeza, cerca de 140 mg/L,
mas foi obtida em 48 horas, e ndo em 72 horas, como no Experimento 2. A mesma queda
acentuada na produgdo foi observada apds a obtencdo do valor mdximo, provavelmente

ocorrida por degradagdo como anteriormente.
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Figura 5.6.- Experimento 4 - Resultados de biomassa () e do consumo de amido (O)

em meio contendo Proflo e L-lisina como fontes de N (meio M2 do Experimento 3).
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Figura 5.7.- Experimento 4 - Resultados de CPC totais () em meio contendo Proflo e

L-lisina como fontes de N (meio M2 do Experimento 3).
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5.4) Experimento 5 — Ensaios com o mutante DSMZ 41826 (Vining et al, 1987).

Este experimento teve como objetivo investigar a capacidade de producdo de CPC do
mutante espontaneo DSMZ 41826 de S. clavuligerus (Vining et al, 1987) e, também,
verificar o comportamento do processo suplementando-se o meio com concentra¢des
crescentes de amido durante a fase estaciondria. Para isto, realizou-se uma fermentacdo
continua conforme procedimento apresentado na Figura 4.4. Os meios suplementares
continham 15, 20, 25, 30 e 35 g/L de amido e 3,0 g/L. de L-lisina, conforme Tabela 4.12.
Os dados foram comparados com processo em batelada contendo a concentracio inicial de
10 g/L. de amido (condi¢do controle).

Para garantir uma boa oxigenacdo nos frascos, manteve-se um volume reacional
constante entre 20 e 25 mL durante a etapa de suplementacdo, cerca de metade do volume
anteriormente adotado (~45 mL), em frascos Erlenmeyer de 500 mL. A velocidade de
agitacdo foi a mesma dos experimentos anteriores (260 rpm, excentricidade de raio 2,5
cm). Condicdes limitantes de oxigénio dissolvido afetam principalmente a expandase,
enzima responsdvel pela expansdo do anel tiazolidina da penicilina N para o anel
dihidrotiazina das cefalosporinas (Lebrihi et al., 1988). Okabe et al. (1992) testaram vdrios
volumes de meio em frascos Erlenmeyer de 500 mL e obtiveram a maior producio de
CefC e producio insignificante de penicilina N com um volume de 15 mL, agitado a 220
rpm (excentricidade de raio de 2,5 cm).

O volume de amostragem e subseqiiente reposicao a partir de 48 horas de processo foi o
mesmo dos experimentos anteriores, 5 mL, suficiente para realizar todas as andlises. As
condigdes adotadas resultaram na taxa de dilui¢io D = 0,01h™".

Como se pode observar através da Figura 5.8, nenhuma das condi¢bes de
suplementacao foi eficiente para manter a biomassa constante a partir de 24 horas. Nos
meios suplementados com menos amido, 0,16 e 0,2 g/h (meios suplementares contendo 15
e 20 g/L de amido, respectivamente), a principal causa da queda de biomassa pode ter sido
a falta de substrato para o microrganismo. J4 nos meios que receberam mais amido, 0,31 e
0,36 g/h (meios suplementares contendo 30 e 35 g/L. de amido, respectivamente), a

diminui¢do da concentragdo celular pode ter sido causada por inibicdo pelo substrato.
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Figura 5.8- Experimento 5 (com reposiciao de meio) - Resultados de biomassa em

meios suplementados com L-lisina (3 g/L) e vérias concentragdes de amido, obtidos com o

CPC totais (mg/L)

Figura 5.9. Experimento 5 (com reposicao de meio) - Resultados de CPC totais em

mutante S. clavuligerus DSMZ 41826 (Vining et al, 1987).
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meios suplementados com L-lisina (3 g/L) e vérias concentragdes de amido, obtidos com o

mutante S. clavuligerus DSMZ 41826 (Vining et al, 1987).
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Até 48 horas, foram obtidos valores de CPC totais entre 40 e 70 mg/L. (Figura 5.9),
enquanto a linhagem selvagem produziu bem mais no mesmo periodo, cerca de 140 mg/L
(Figura 5.7). Durante a suplementacdo, porém, a producdo com o mutante (Figura 5.9) foi
crescente em todos os meios, com excecdo para a condi¢do controle (sem reposi¢do) e para
o meio suplementado com 0,26 g/h (meio suplementar contendo 25 g/l de amido). A
producdo maxima obtida foi cerca de 220 mg/L. de CPC totais em meio suplementado com
0,3 g/h (meio suplementar contendo 30 g/L. de amido). Nao hd dados de producgdo obtidos
durante a fase estaciondria com a linhagem selvagem passiveis de comparacao.

Pode-se atribuir os bons resultados de produgdo a alguns fatores, como a natureza do
mutante, conhecido como mais produtivo e 4 diminuicdo do volume reacional, que
certamente propiciou uma maior disponibilidade de oxigénio ao microrganismo.

Para dar continuidade a formulacdo de meios de produgdo, nos experimentos seguintes
tornou-se a utilizar a linhagem selvagem ATCC 27064 de S. clavuligerus, adotando-se
volumes iniciais de meio reacional (meio + indculo) entre 25 e 30 mL em frascos

Erlenmeyers de volume nominal 500 mL.

5.5) Experimento 6- Selecao da fonte de N no meio de producao

As condi¢ces de meio destes ensaios foram tragadas de acordo com os resultados
preliminares do Experimento 2. Foram reavaliados os extratos protéicos Proflo e as
caseinas de hidrdlise 4cida ou enzimdtica (triptona), sendo a mistura de aminoacidos do
M4 (Experimento 2) substituida pelo Soytone, uma vez que seus resultados ndo se
mostraram satisfatérios. As fermentagdes foram realizadas com menor volume de meio,
conforme j4 mencionado, e sem suplementacgdo, para avaliar a real influéncia das fontes de
N supracitadas na producdo. Além das fontes complexas de N, alterou-se a concentragdo
de L-lisina de 10 para 100 mM. Este maior valor para a concentracdo de L-lisina foi
adotado a partir de resultados obtidos em trabalho paralelo desenvolvido em nossos
laboratérios, inserido na mesma linha de pesquisa, que trata da investigacdo da influéncia
da concentracio de L-lisina na produgdo de CefC por S. clavuligerus.

Assim como no Experimento 2, o extrato de semente de algoddao Proflo mostrou-se a
melhor fonte de N para a produgdo. Porém, no presente experimento, a producdo de CPC
totais em todos os meios (Figura 5.10) foi bem superior a obtida anteriormente, com
valores de 200 mg/L. em 96 horas de processo, em meio contendo caseina de hidrélise

enzimatica (triptona) e cerca de 410 mg/L em meio contendo Proflo. Estes bons resultados

33



podem ser atribuidos a uma conjugacdo de fatores favordveis, como a utilizacdo de maior
concentragdo inicial de L-lisina (precursor da molécula de dcido a- aminoadipico) e menor

volume de meio nos frascos.
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Figura 5.10- Experimento 6 - Resultados de CPC totais em meios contendo diferentes
fontes de N: caseina de hidrdlise dcida (W); caseina hidrélise enzimdtica ou Triptona tipo I

(®); Soytone (& ); Proflo (V).

Com relacdo a concentragdo celular (Figura 5.11), o Soytone propiciou a biomassa mais
constante até 72 horas, com valores em torno de 7 g/L.. Nos meios contendo as caseinas,
observou-se uma queda a partir de 24 horas, principalmente com a caseina de hidrélise
4cida. Apds a centrifugacdo das amostras de meio contendo Proflo, observava-se a
presenca de pequenas quantidades de material insolivel que ou decantavam e
permaneciam junto a massa celular ou, na maior parte das vezes, se apresentavam como
uma nata sobrenadante, passivel de ser removida. Desta forma, a massa seca de células
determinada neste meio nem sempre foi considerada confidvel.

Em todos os meios, o consumo de amido (Figura 5.12) apresentou o mesmo

comportamento observado nos experimentos anteriores.
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Figura 5.11- Experimento 6 - Resultados de biomassa em meios contendo diferentes
fontes de N: caseina de hidrolise acida (B); caseina hidrélise enzimdtica ou Triptona tipo I

(®); Soytone (4 ); Proflo (V).
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Figura 5.12- Experimento 6 - Resultados do consumo de amido em meios contendo
diferentes fontes de N: caseina de hidrdlise 4cida (W); caseina hidrélise enzimdtica ou

Triptona tipo I (®); Soytone (& ); Proflo (V).
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5.6) Experimento 7 — Adicao de a-cetoglutarato no meio de producio

Este experimento teve como objetivo avaliar o processo adicionando-se a-cetoglutarato,
um cofator da rota biossintética da CefC, ao meio de producdo. Segundo Khetan et al.
(1999), a biossintese de metabdlitos secunddrios estd intimamente ligada ao metabolismo
primdrio via suplementacdo de precursores, cofatores e de fontes de energia para as células
de microrganismo. A enzima L-lisina-e-aminotransferase (LAT) converte a L-lisina em
dcido a-aminoadipico, um dos aminodcidos do tripeptideo precursor dos antibidticos -
lactdmicos, sendo o a-cetoglutarato um co-substrato daquela enzima (Figura 3.1).

Adicionou-se a-cetoglutarato ao meio com o qual se obteve os melhores resultados de
CPC totais obtido no experimento anterior, contendo Proflo e 100 mM de L-lisina. A
adicao foi feita no inicio da fermentagdo ou apds 72 horas de processo, em concentragdes
de 1 mM e 10 mM (no frasco, a cada adicao). Na condi¢do-controle, nada foi adicionado.

Através da Figura 5.13, observa-se que a maior producio de CPC totais foi obtida nos
meios que receberam o-cetoglutarato no inicio da fermentagdo, cerca de 218 mg/L e 233
mg/L, respectivamente em 72 e 96 horas nos meios que receberam 1 e 10 mM do
composto. Nota-se também que a produgao foi ligeiramente maior que o maximo obtido na
condicdo-controle, que foi de cerca de 210 mg/L. em 48 horas, decaindo bruscamente apds

este periodo.
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Figura 5.13- Experimento 7- Resultados de produgdo de CPC totais em meios
adicionados de a-cetoglutarato: 1mM (O) e 10mM () no inicio do processo e ImM (V) e

10mM (<) em 72 horas de processo; condi¢do controle, sem a-cetoglutarato (L1).
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Figura 5.14- Experimento 7 - Resultados de biomassa em meios adicionados de a-
cetoglutarato: 1mM (O) e 10mM (2) no inicio do processo e ImM (V) e 10mM (<) em

72 horas de processo; condi¢do controle, sem a-cetoglutarato (LJ).

7,0
A— 0
'o— 0O
6,5 -
3 /0
&
L o O
I 6,0
o \v4 iy
A\
O O
55
5!0 1 L 1 L 1 L 1 L 1
24 48 72 96 120

tempo (horas)

Figura 5.15- Experimento 7 - Resultados de pH em meios adicionados de a-cetoglutarato:
ImM (O) e 10mM (2) no inicio do processo e ImM (V) e 10mM () em 72 horas de

processo; condicdo controle, sem a-cetoglutarato ([J).

Segundo Aharonowitz e Demain (1978), o a-cetoglutarato também pode ser usado

como fonte de C e energia pelo microrganismo. Isto pode ter ocorrido no presente
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experimento, pois se observou uma biomassa cerca de 3 vezes maior que a resultante em
meio contendo somente amido como fonte de C (condi¢@o-controle) (Figura 5.14). Porém,
esta biomassa ndo pode ser atribuida somente a presenca de a-cetoglutarato, uma vez que,
como mencionado, o Proflo acarreta incoeréncia na massa seca de células.

Os valores de pH (Figura 5.15) oscilaram entre 5,5 e 7,0. O meio adicionado de 10 mM
de a-cetoglutarato ap6s 72 horas de fermentag¢do apresentou maior aumento de pH apds
este periodo. Aharonowitz e Demain (1978) observaram valores de pH em torno de 8,4 ao
final de 72 horas de fermentagdo em meios contendo 5 g/L de a-cetoglutarato (ca. 34 mM)

como Unica fonte de C e energia.

5.7) Combinacao de L-lisina e a-cetoglutarato no meio de producio

5.7.1) Consideracoes gerais

Na seguinte série de experimentos, foram testadas vdrias combinacdes de concentracdo
de o-cetoglutarato e L-lisina no meio de producdo, ja presentes no inicio da fermentacdo,
para determinar a composicdo de meio mais favordvel a producdo de CPC totais.

As faixas de concentracdo estabelecidas no presente estudo foram selecionadas com
base no trabalho de Khetan et al. (1999), que atribuiram a dupla de compostos L-lisina e a-
cetoglutarato um papel-chave conjunto na sintese de CefC. Como jia mencionado, a L-
lisina € substrato da primeira enzima (LAT) da rota biossintética de PB-lactimicos em
procariotos e o o-cetoglutarato atua como seu cofator. Assumindo a cinética de Michaelis-
Menten para a LAT em meios contendo estes compostos, os pesquisadores estimaram as
constantes de saturacdo Ky, 1is = 1,2 mM e Ky gceroglutarao = 8,6 mM e observaram, ainda,
que a atividade maxima da enzima ocorreu em concentracdes intracelulares de o-
cetoglutarato e L-lisina em torno de 90 mM e 45 mM, respectivamente.

Através de trabalho paralelo desenvolvido em nossos laboratdrios, andlises de amostras
de caldo fermentativo contendo vérias concentragdes de L-lisina (dados ndo apresentados)
mostraram que este aminodcido ndo é totalmente consumido quando adicionado em

concentragdes acima de 100 mM.

5.7.2) Experimento 8 — 1° Planejamento Experimental
O esquema das condi¢des adotadas no 1° Planejamento Fatorial estd apresentado na

Figura 4.1. Estabeleceu-se como condi¢do central (0 O em unidades codificadas),
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concentragdes de L-lisina e o-cetoglutarato no meio iguais a 45 e 90 mM, respectivamente,
em analogia as concentragdes intracelulares que resultaram na maior atividade da LAT,
segundo Khetan et al. (1999). Além das condi¢des de concentracdo do planejamento
(Tabela 4.16), realizou-se uma duplicata da condi¢io-controle para fins comparativos, cujo
meio continha 100mM de L-lisina, sem a-cetoglutarato (meio da fermentag¢do principal,
descrito na Tabela 4.8).

Os resultados de biomassa estdo apresentados na Figura 5.16. A condi¢do-controle foi a
Unica que apresentou concentracdo celular relativamente constante ao longo do processo. A
partir de 48 horas, com excecdo para a condi¢cdo-controle, pode-se observar uma queda
significativa na concentracio celular ocasionada, provavelmente, pelos altos valores de pH
nos meios contendo a-cetoglutarato. A variacao de biomassa foi muito heterogénea nestes
meios, o que impossibilitou a obtengdo de correlagdes entre a concentracido celular e as
concentragdes de L-lisina e a-cetoglutarato. Esta heterogeneidade pode ter sido acarretada
tanto pelo consumo do a-cetoglutarato como fonte de C durante a fase exponencial como
pela imprecisdo nas medidas de massa seca nos meios contendo Proflo. Desta forma, uma

comparacio estatistica entre os dados de biomassa tornou-se invidvel.
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Figura 5.16- Experimento 8 — 1° Planejamento Fatorial 2, com duplicata do ponto
central - Resultados de biomassa em meios com diferentes combinacdes entre L-lisina e a-

cetoglutarato: + - (H); - - (®); - 4+ (O); + +(F); 00 (®) 00 (X); controle ) .
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Observa-se que a condi¢do-controle apresentou a maior producido de CPC totais (Figura
5.17), cerca de 410 mg/L. em 48h, valor que se manteve praticamente constante até o fim
do processo. Em todas as condi¢des do planejamento houve uma diminuicdo dristica na
producdo a partir de 72 horas, acarretada pelo aumento de pH, que atingiu valores
préximos de 9,5, gerando uma possivel degradagao das CPC totais (Figura 5.18).

Dentre as condigdes do planejamento fatorial, observou-se que a produgcdo mais
proxima da condi¢do controle, ~ 400 mg/L de CPC totais em 72 horas, foi obtida em meio
contendo a menor concentracdo de L-lisina (10mM) e a maior concentragdo de a-
cetoglutarato (110mM). Em virtude da diferenca entre as condicdes de cultivo utilizados
no presente trabalho e aqueles definidos por Khetan et al. (1999), nio foi possivel tragar
uma comparacdo entre os resultados. A avaliacdo estatistica dos dados aqui obtidos,

apresentada a seguir, permitiu avaliar mais criteriosamente os efeitos destas varidveis na

producio.
450
400 [ 3&><“’ %
r &
_ 350 | o
~ L
> 300 | o
€ L
o 250 |
E L
2 200} o)
O L
& 1s0f
O I <& [ )
100 \
50 \g
[ \ ] \ ] \ ] \
24 48 72 96 120

tempo (horas)

Figura 5.17- Experimento 8 —1° Planejamento Fatorial 2° com duplicata do ponto central-
Resultados CPC totais em meios com diferentes combinagdes entre L-lisina e a-

cetoglutarato: + - (M); - - (®); - + (0); ++ (X); 00 (®) 00 (X); controle %)
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Figura 5.18- Experimento 8- 1° Planejamento Fatorial 2* com duplicata do ponto central
— Resultados de pH em meios com diferentes combinagdes entre L-lisina e a-cetoglutarato:

+-(H), .- (@) .4 (D) ++(D);00(®) 00 (X); controle &)

A andlise estatistica dos dados de producdo (Ccpc, em mg/L) obtidos em 72 horas de
fermentagcdo gerou a superficie de resposta da Figura 5.19 que, a 95% de grau de
confianca, resultou em um coeficiente de determinagdo igual a 0, 98. O gréfico de valores
previstos versus observados de producdo em 72 horas de processo, apresentado na Figura
5.20, indica a qualidade do ajuste obtido. A superficie de resposta, representada
matematicamente pela Equacdo 1 (concentragdes em unidades originais), prevé a
possibilidade de se obter maior produgdo de CPC totais em meios contendo menos L-lisina
e mais o-cetoglutarato ou, também, contendo mais L-lisina e menos a-cetoglutarato. Esta
dltima opgdo é mais vidvel na prética, uma vez que, como foi visto altas concentragcdes de
a-cetoglutarato acarretam considerdveis aumentos de pH que prejudicam o processo como
um todo. Por sua vez, aumentos na concentracao de L-lisina sdo limitados, na pratica, pelo

metabolismo do microrganismo.

CCPC = 105’35 + 2’40 ’ CLis + 0’04 ’ Ciis + 2’42 ’ CCetoglutarato - 0’075 ’ CLisCCetoglutarato

(Equacdo 1)
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Figura 5.19 -Experimento 8- 1° Planejamento Fatorial 2> Superficie de resposta ajustada

- (A) tri e (B) bidimensional - e dados experimentais de concentragdo de CPC totais (mg/L)

obtidos em 72 horas de processo versus concentragdes de L-lisina e a-cetoglutarato;

coeficiente de determinacdo igual a 0,98, a 95% de grau de confianca.
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5.7.3) Experimento 9- 2° Planejamento Experimental

Foi realizado um tltimo planejamento fatorial 27, elaborado com base nos resultados até
entdo obtidos. Neste 2° planejamento foram testadas concentragdes um pouco maiores de
L-lisina e bem menores de a-cetoglutarato, com relagdo aos valores investigados no 1°

planejamento. O esquema do 2° Planejamento Fatorial estd apresentado na Figura 4.2.
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Figura 5.21-Experimento 9 — 2° Planejamento Fatorial -Resultados de biomassa em

meios com diferentes combinagdes entre L-lisina e a-cetoglutarato: - -(W); + - (®@); - + (A);

++(D); =2 0(@®); +42 035); 0 =2 (D); 0 +42 (X); 0 0(D) e controle (7).

Até 48 horas, o crescimento celular (Figura 5.21) apresentou comportamento
semelhante ao observado no 1° planejamento, porém, ndo houve a queda dréstica de
biomassa anteriormente observada, possivelmente devido aos menores valores resultantes
de pH (Figura 5.22), que atingiram um méaximo de cerca de 8,5. Desta vez, os valores de
biomassa da condicdo-controle ndo foram coerentes com os obtidos nos experimentos
anteriores. Como mencionado no item 5.5 (Experimento 6), a utilizacdo do Proflo no meio
ndo garante a obtencdo de dados plenamente confidveis. Novamente, a heterogeneidade de

valores obtidos ndo permitiu associar o crescimento celular com quaisquer outras variaveis.

43



%
84|
| /A
K/
80|
' »
76 /
%_ | *
72| /o
I o
68 & 204
. — 0
@/
Q
6,4 1 N 1 N 1
24 48 72

tempo (horas)

Figura 5.22 -Experimento 9 — 2° Planejamento Fatorial - Resultados de pH em meios
com diferentes combinagdes entre L-lisina e a-cetoglutarato: - -(®); + - (®); - + (A); ++
(D), —V2 0(®); +42 03); 0 —v2 (0); 0 ++42 ); 00(2); 00 (V) ; controle (7) e

controle (O) .

Quanto aos dados de producdo de CPC totais apresentados na Figura 5.23, observa-se
que, novamente, a condi¢do-controle apresentou a maior producio ao final do processo
(290,5 £ 6,4) mg/L. Este valor, porém, foi menor que o obtido em experimentos anteriores,
provavelmente devido aos micélios utilizados como inéculo. A capacidade produtiva de S.
clavuligerus ¢é afetada pelo periodo de estocagem do microrganismo em criotubos. Este
problema estd sendo investigado por pesquisadores do grupo, em trabalhos paralelos nesta
linha de pesquisa. De qualquer forma, uma vez que cada conjunto de ensaios for realizado
a partir de micélios de um unico criotubo, a comparacdo entre os dados pode ser

considerada estatisticamente valida.
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Figura 5.23- Experimento 9 — 2° Planejamento Fatorial - Resultados de CPC totais em
meios com diferentes combinagdes entre L-lisina e a-cetoglutarato: - -(®); + - (®); - + (A,
++ (D), —V2 0(®); +42 03%); 0 —v2 ($); 0 +v2 ();00(9); 00 (D) ; controle (0) e

controle (O) .

A superficie de resposta resultante da andlise estatistica dos dados de CPC totais obtidos
em 72 horas de fermentacdo (Ccpc, em mg/L) estd apresentada na Figura 5.24. O
coeficiente de determinagdo igual a 0, 73, a 95% de grau de confianca, indica que a
qualidade do ajuste foi apenas razoavel (Figura 5.25). Fatores relevantes podem ter afetado
a producdo, como a variacdo de valores de pH entre os meios, bem maior que a observada
no primeiro planejamento, e a imprecisdo nas medidas de biomassa, que impossibilitou a

obten¢do de dados confidveis de produgio especifica (em mg CPC/ g células).
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Figura 5.24 — Experimento 9 - 2° Planejamento Fatorial 2°- Superficie de resposta
ajustada - (A) tri e (B) bidimensional - e dados experimentais de concentragdo de CPC
totais (mg/L) obtidos em 72 horas de processo versus concentra¢des de L-lisina e a-

cetoglutarato; coeficiente de determinacdo igual a 0,73, a 95% de grau de confianca.
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Figura 5.25 — Experimento 9 - 2° Planejamento Experimental - Valores previstos versus

observados de producdo de CPC totais (mg/L) em 72 horas de processo
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Em virtude da qualidade do ajuste, o modelo tedrico, representado matematicamente
pela Equacdo 2 (concentragdes em unidades originais), ndo prevé satisfatoriamente a
producdo de CPC totais sob as condi¢des de concentracdo de L-lisina e a-cetoglutarato

investigadas. Porém, algumas tendéncias podem ser consideradas.

CCPC =421,38-6,02- CLis +0,03- Cl%is -3,69- CCetogluta.rato -0,03- CLisCCetoglutarato

(Equacdo 2)

Através da superficie de resposta (Figura 5.24) pode-se observar que, dentro das faixas
de concentracdo investigadas, maior produgdo pode ser obtida em valores de concentracdo
de L-lisina mais restritos aqueles em torno de 100 mM, enquanto que para o-cetoglutarato,
a faixa de concentragdes é mais flexivel. De uma maneira geral, nenhuma das condi¢des
experimentais em frascos agitados permitiu verificar efetivamente a influéncia positiva da

combinacdo L-lisina-a e cetoglutarato na produgdo de CefC.

5.8)Processo em biorreator tipo tanque agitado e aerado

Este experimento foi realizado com o objetivo de checar, sob condi¢des de controle de
aeracdo e pH, os bons resultados obtidos em experimentos realizados em mesa incubadora
rotativa.

Para tanto, foram realizadas fermentagGes em biorreator tipo tanque agitado e aerado
(5 L de volume util) operado em batelada utilizando-se os dois melhores meios obtidos em
frascos agitados. Um deles foi o da condi¢do-controle, contendo 100 mM de L-lisina, sem
a-cetoglutarato (Tabela 4.13), aqui denominado Meio 1, e o outro foi selecionado entre os
investigados nos planejamentos fatoriais. Como as condicdes dos planejamentos
experimentais nao conduziram a resultados significativamente melhores entre si, optou-se
por utilizar o meio correspondente a condi¢io + + (em unidades codificadas) do 2°
planejamento fatorial, contendo 100 mM de L-lisina, como no meio-controle, e 55 mM de
a-cetoglutarato. Este meio, aqui denominado Meio 2, resultou em cerca de 290 mg/L de

CPC totais.
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Figura 5.26- Experimento em biorreator- Resultados de biomassa obtidos no Meio 1
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Figura 5.27- Experimento em biorreator- Resultados da analise reolégica obtidos no

Meio 1 (meio-controle) (O) e no Meio 2 ()

Através das Figuras 5.26 e 5.27, pode-se observar que a biomassa foi maior no Meio 1,

com crescimento mdximo em 30 horas em ambos os meios, porém menor que o observado
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em frascos agitados. Apds este periodo, a biomassa caiu drasticamente no Meio 2.
Também se pode observar que o o-cetoglutarato presente no Meio 2 afetou o crescimento
e a produgdo, ou seja, a saudde estrutural, fato que pode ser comprovado pelo
comportamento do K (andlise reoldgica), o qual estd associado a viscosidade do meio
(Figura 5.27).

O amido foi totalmente consumido em 30 horas (Figura 5.28). Neste periodo, observou-
se também a maior velocidade de produgcdo em ambos os meios (Figura 5.29). Este
comportamento mostra que nos dois casos a produgdo foi associada ao crescimento, como
constatado por Aharonowitz e Demain (1978) em meios contendo amido. Estes dados sdo
importantes para uma futura formulacio de meio suplementar de processo em batelada

alimentada.
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Figura 5.28- Experimento em biorreator- Resultados de consumo de amido obtidos

no Meio 1 (meio-controle) (O) e no Meio 2 ().

A producdo no Meio 1 chegou a cerca de 490 mg/L em 60 horas, caindo para
aproximadamente 380 mg/L ao final do processo. Por outro lado, o Meio 2 resultou em
produg¢do méxima, em torno de 340 mg/L em 42 horas, decaindo apds este periodo até
cerca de 240 mg/L ao final do processo. Assim, a produ¢do maxima no Meio 1 foi cerca de

30% maior.
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Figura 5.29- Experimento em biorreator- Resultados da producio de B-lactimicos

totais a partir do Meio 1 (meio-controle) (O) e do Meio 2 ().

Comparando-se os resultados de producdo obtidos neste experimento em biorreator
com o melhor resultado obtido nos experimentos realizados em frascos agitados, nota-se
que houve um aumento de 22,5 %, passando de ~ 400 mg/L para 490 mg/L. Assim, este
experimento em biorreator confirmou a eficiéncia e a satisfatéria produgdo geradas pelo
meio tido como melhor em experimentos no frascos agitados.

Para Aharonowitz e Demain(1978), as maiores produgdes obtidas utilizando-se 0,5 g/L.
de amido e 0,4 g/L. de L-lisina, foram de 180 mg/L e 12 mg/L em 96h e 144 h,
respectivamente. Os dados de Romero et al (1984), demonstram que suas melhores
produgdes foram de 6,4 e 7 ug.mg” células de massa seca em 20h de incubagio. Segundo
Lebrihi et al.(1988), seu melhor dado de producdo foi de 75 mg/L em 120 horas,
utilizando-se 4 g/L de glicerol e 2g/L de L-asparagina. Assim, quando se compara os dados
de producdo presentes na literatura e aqui supracitados aos dados obtidos neste trabalho,
observa-se que o meio de cultivo aqui formulado, favorece o crescimento e principalmente
gera excelentes resultados de producdo.

Os experimentos em fermentador foram importantes para definir futuras condigdes de

operacdo para otimizar o processo de producdo de CefC.
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6) CONCLUSOES

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

Glicerol ou amido mostraram-se igualmente adequados para o crescimento celular,
porém, os meios contendo somente amido renderam maiores concentragdes de CPC
totais, conforme amplamente demonstrado na literatura.

Comparando-se as fontes de N caseina de hidrdlise dcida, caseina de hidrélise
enzimdtica (triptona tipo I), extrato protéico de soja Soytone e extrato protéico de
semente de algoddo Proflo, observou-se que os meios contendo este dltimo foram
os mais adequados para a obtencdo de maior produgdo de CPC totais.

Altas concentragdes de a-cetoglutarato prejudicaram o processo como um todo,
acarretando em aumento de pH e crescimento de células muito irregular, de forma
que nenhuma das condi¢des experimentais de combinagdo de concentragdes de a-
cetoglutarato e L-lisina conduzidas em frascos agitados foi eficiente em demonstrar
a influéncia positiva da presenca daqueles compostos na producdo de CPC totais,
como ressalta a literatura.

O melhor meio de cultivo de S. clavuligerus para a producdo de CPC totais obtido
no presente trabalho continha amido e extrato de semente de algoddo Proflo como
principais fontes de C e de N, respectivamente, e L-lisina.

Os resultados em biorreator tipo tanque agitado e aerado de 5 L de volume util
confirmaram a efici€ncia do melhor meio de producdo obtido em frascos agitados e
serdo de grande utilidade para a elaboracdo de condi¢des de operacdo para otimizar
0 processo.

Em relacdo aos dados de produgdo presentes na literatura, as condicdes de cultivo

aqui apresentadas resultaram em valores de produg@o muito superiores.
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