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RESUMO - Streptomyces clavuligerus produz varios biocompostos de uso terapéutico,
como os beta-lactamicos &cido clavulénico e cefamicina C, e os ndo beta-lactdmicos
holomicina e tunicamicina. Holomicina € conhecida por inibir a sintese de RNA
polimerase de bacteérias resistentes a rifamicina e é produzida em baixas concentracfes
(6 a 8 mg-L™") pela cepa selvagem (ATCC 27064) sob condicdes favoraveis a
producdo de beta-lactamicos. Cultivos em biorreator convencional operado em
batelada mostraram que a combinacdo de maltose e lisina promoveu a producédo de
cefamicina C e 4cido clavulanico (90 a 100 mg-L™), sem producdo de holomicina, e a
mesma combinacdo (maltose e lisina) adicionada de glutamato estimulou a producéo
de holomicina (95 a 110 mg-L™), com producéo de cefamicina C ou 4cido clavulanico
cerca de 65% menor para ambos. Os dados obtidos permitiram estimar parametros
cinéticos e estequiométricos dos processos por meio de modelagem e simulacéo.

1. INTRODUCAO

A espécie Streptomyces clavuligerus foi inicialmente descrita como produtora dos
importantes compostos beta-lactdmicos cefamicina C (CefC), utilizada na producéo de antibi6ticos
semi sintéticos bioativos inclusive contra bactérias anaerobias, e acido clavulanico (AC), um
potente inibidor de beta-lactamases. Além de produzir mais de vinte clavamas, linhagens desta
espécie também produzem bioativos ndo beta-lactamicos, como holomicina (Hol) e tunicamicina
(LIRAS e MARTIN, 2006). Hol pertence a classe das pirrotinas, compostos que apresentam
atividade antimicrobiana e antitumoral, sendo conhecida como precursor de um inibidor da sintese
de RNA polimerase em bactérias resistentes a rifamicina (OLIVA et al., 2001). Foi isolada de
algumas espécies de Streptomyces e caracterizada quimicamente em meados da década de 1960,
embora sua producéo tenha sido atribuida a S. clavuligerus apenas vinte anos depois (KENING e
READING, 1979). Pouco se sabe sobre a origem biossintética de Hol ou de outras
ditiolopirrolonas, como aureotricina e xenorhabdinas. Apenas uma rota biossintética para Hol foi
proposta, com base em ferramentas da bioinformatica, havendo ainda relatos sobre a identificacéo
e a caracterizacdo do agrupamento de genes responsavel pela sua biossintese (LI e WALSH,
2010). Quanto a biossintese do composto por S. clavuligerus, ha escassos estudos comparativos de
capacidades produtivas e diferencas genéticas observadas entre a linhagem selvagem e mutantes
melhores produtores (DE LA FUENTE et al., 2002; NARDIZ et al., 2011). Dados da literatura
sempre associaram a producdo de quantidades despreziveis de Hol a linhagem selvagem S.
clavuligerus ATCC 27064. Por outro lado, cultivos em glicerol ou amido adicionados dos
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aminoacidos lisina, &cido alfa-aminoadipico, arginina e/ou ornitina, ou da diamina 1,3
diaminopropano, promovem producdes significativas de compostos beta-lactamicos, como CefC
ou AC, com destaque para este ultimo (DOMINGUES et al., 2010; LEITE et al., 2013). No
presente trabalho, a producéo de biocompostos por S. clavuligerus foi investigada em dois meios
quimicamente definidos contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Os dados
experimentais obtidos em cultivos em batelada em biorreator convencional em escala de bancada
foram comparados por meio de estudos de modelagem e simulacdo, com a obtencéo de parametros
estatisticamente significativos.

2. MATERIAL E METODOS

Suspensdo de esporos (10° esporos-mL™) de Streptomyces clavuligerus (ATCC 27064),
conservada a -80°C em solugdo crioprotetora (glicerol a 20% v-v%), foi utilizada como inéculo
inicial dos cultivos submersos. Os esporos foram germinados em meio contendo (g-L™): triptona
(5,0), extrato de levedura (3,0), extrato de malte (10) e o tampéao bioldgico acido 3-(N-morfolino)
propanossulfonico (MOPS) (21); pH ajustado em 6,8 + 0,1. O indculo principal foi preparado em
meio contendo (g-L™"): maltose (10), lisina (4,0), glutamato (5,5), extrato de levedura (1,0),
K,HPO, (0,80), MgS0O47H,0 (0,75), MOPS (21), 10 mL-L™ de solucéo de sais contendo (g-L™)
MnCl,-4H,0 (1,0), FeSO47H,0 (1,0), ZnSO,-7H,0 (1,0), e 1,0 mL-L™ de solucdo de elementos
tracos contendo (g/L) CuSO,4-5H,0 (0,49), CoCl; (0,28) e Na;MoO, (0,15); pH ajustado em 7,2 =
0,1. Foram utilizados dois meios de producdo quimicamente definidos, contendo basicamente
(g-L™): maltose (10), KoHPO, (1,75), MgSO4.7H,0 (0,75), CaCl (0,20), NaCl (2,0), MOPS (21),
5,0 mL-L™ da solugdo de sais e 1,0 mL-L™ da solucio de elementos tracos descritas acima, pH
ajustado em 7,2 + 0,1. Quanto as fontes de nitrogénio, um meio conteve (em g-L™*) somente lisina
(18,3) e 0 outro, lisina (9,2) e glutamato (9,4), mantendo-se o mesmo teor inicial de nitrogénio em
ambos os meios. Os cultivos em frascos agitados foram realizados em mesa rotativa (260 rpm, 5
cm de excentricidade, 28°C), com amostragem em 24, 48 e 72 horas. Os experimentos em
biorreator convencional (5 L de volume util) foram realizados em batelada, com controles de
temperatura (28°C), pH (6,8) e oxigénio dissolvido em 50% relativo a saturagdo, mantido por
vazdo de ar ajustada em 1 vvm e pela variacdo automatica da velocidade de agitacdo (250 a 400
rpm). O volume reacional foi de 1,5 L de meio e utilizou-se apenas um impelidor (tipo Rushton).
Todos os cultivos foram realizados em duplicata. As amostras foram centrifugadas (4°C, 11.0009),
separando-se a biomassa do sobrenadante. A biomassa foi expressa em g-L™ de massa seca de
células, determinada ap6s lavagem do decantado, secagem (a 105°C por 24 horas) e pesagem em
recipiente previamente calibrado. Com o sobrenadante foram determinadas as concentracfes de
maltose, lisina, glutamato, Hol, CefC e AC. O aglcar e 0s aminoacidos foram determinados por
HPLC acoplado a um detector de indice de refracdo. Hol foi extraida do caldo fermentado com
butanol (1:1) (KENING e READING, 1979) e sua concentracdo determinada por HPLC acoplado
a um detector UV (LIRAS E MARTIN, 2005). Em virtude da indisponibilidade comercial de
CefC, este biocomposto foi determinado indiretamente por meio de bioensaio de difusdo em agar
de acordo com método descrito por Liras e Martin (2005). Neste método utiliza-se cefalosporina C
como composto padrdo e Escherichia coli ESS 2235 como bactéria-teste, super sensivel a
antibidticos beta-lactamicos. Ainda, as amostras foram previamente tratadas com penicilinase
(Penase®, Difco) para eliminar a penicilina N, interferente na analise. AC foi determinado em
espectrofotdbmetro UV-vis, ap0s reacdo com imidazol, seguida de leitura do composto resultante
da reagdo a 312 nm, conforme método descrito em BIRD et al. (1982). As Equagbes Diferenciais
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Ordinarias (EDOs) dos modelos foram integradas utilizando-se o software livre Scilab (versdo
5.4.1) e os par@metros cinéticos e estequiométricos foram estimados utilizando-se o algoritmo de
Marquardt de regressdao ndo linear (MARQUARDT, 1963), a 95% de grau de confianca,
implementado em linguagem Fortran.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento celular em diferentes fontes de carbono

Os resultados de crescimento celular em frascos agitados utilizando-se como fontes de
carbono maltose, lisina ou glutamato, individualmente, estdo apresentados na Figura 1. Para o
cultivo em maltose foi utilizada uma fonte inorganica de nitrogénio (NH4CI), considerando-se uma
propor¢do C:N compativel com a dos dois aminoacidos. O cultivo em glutamato do presente
trabalho fez parte de uma série de experimentos anteriormente realizados utilizando-se este
aminoacido em varias concentracdes, com amostragem a cada 24 horas. Pode-se observar uma
dréstica queda da biomassa a partir de 24 horas (Figura 1C). Isto ocorreu porque, enquanto nos
meios contendo maltose ou lisina os valores de pH mantiveram-se em torno de 7,0, em glutamato
0 pH atingiu valores proximos de 9,0. Ainda assim, mostrou-se que o glutamato € uma fonte
apropriada para o crescimento celular, porém, sob controle adequado de pH durante o cultivo.
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Figura 1 — Crescimento de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 em frascos agitados em meios

contendo: maltose (A), lisina (B) e glutamato (C).

O modelo de Monod ajustou-se bem a cinética de crescimento em maltose e o modelo
logistico foi o mais adequado ao crescimento em lisina. Os valores estimados de velocidade
especifica maxima de crescimento e a constante de Monod foram pmaxmat = 0,065+0,005-(h™) e
Kvare = 5,3+0,8 (gmarrL™). Os parametros estimados para o modelo de velocidade especifica de
crescimento em lisina foram pmais = 0,033+0,007 (h™) e a constante do modelo logistico kyis =
0,013+0,004 (L-g“h™), Os valores estimados de coeficiente de rendimento de substrato a células
foram (em gce’|'g5ub5trato_1) Y somare = 0,46 £0,01 e Yxis = 0,2320,02. O coeficiente de rendimento de
glutamato a celulas foi calculado para 24 horas de cultivo, resultando em Y xciut = 0,4, um valor da
mesma ordem de grandeza do estimado para o crescimento em maltose.

3.2. Producéo de compostos bioativos

Cultivo em maltose e lisina: O papel da lisina como estimulante da biossintese de CefC tem
sido bem reportado na literatura, uma vez que este aminoacido é convertido, via lisina
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aminotransferase, no acido alfa aminoadipico, o qual compde o tripeptideo aminoadipil-cisteinil-
valina (ACV), precursor de todos os antibidticos beta-lactamicos (DEMAIN e VAISHNAV,
2006). Com base nesta informacdo, um meio quimicamente definido contendo maltose e lisina
como fontes de carbono e energia e de nitrogénio foi empregado. Os dados experimentais estdo
apresentados no conjunto de graficos da Figura 2. Embora o objetivo fosse a producdo de CefC,
foram obtidas concentracgdes deste biocomposto e de AC da mesma ordem de grandeza, entre 90 e
100 mg-L™. Sabe-se que as rotas biossintéticas destes compostos sdo totalmente independentes,
todavia a producdo de ambos ocorre de forma concomitante. Isto se deve ao fato de que as
biossinteses de ambos sdo reguladas pelo mesmo elemento multifuncional ccaR (cephamycin and
clavulanic acid Regulator), codificado pelo gene ccaR. Desta forma, a presenca e a concentracao
de determinados nutrientes no meio de cultivo podem favorecer a produgdo de um ou outro
composto, todavia obter altos niveis de um destes bioativos em detrimento do outro € muito dificil.
Quanto a Hol, sua produco foi desprezivel, cerca de 5 mg-L™.

Os dados apresentados no item 3.1 mostraram que a utilizacdo de maltose ou lisina como
fonte de carbono sustenta o crescimento de S. clavuligerus. A utilizacdo conjunta de maltose e
lisina, porém, resultou em perfis bem diferentes de crescimento e consumo dos substratos (Figura
2). Desta forma, no modelo matematico para este processo (Modelo 1) foi considerada a influéncia
de ambos os compostos na velocidade de crescimento, os quais, porém, exercendo diferentes
funcdes celulares, conforme cinética proposta por Megee (FREDRICKSON et al., 1970). Assim,
maltose participa essencialmente como substrato para a formacdo de biomassa e lisina atua
majoritariamente como fonte de manutenc&o celular. Esta proposta fundamentou-se no fato de que
0 catabolismo de lisina gera duas moléculas de acetil-coenzima A, geralmente metabolizadas
através do ciclo de Krebs, a principal via de fornecimento de energia para as células em condicGes
de aerobiose. Ainda, foi assumido que o consumo de lisina é dependente de sua concentracao de
acordo com uma cinética de saturacdo. Para a producdo dos compostos bioativos (CefC e AC),
adotou-se uma cinética totalmente associada ao crescimento, conforme evidenciado pelos dados
experimentais. As EDOs do Modelo 1 sdo apresentadas a seguir:

CMalt CLis

H1 = Hinax - : )

! maxd Kmaia +Cmait Kiis1 +Cis
dC
d—tX:(M—km)‘Cx (2)
dCrart -__HM (3)

X

dt YXmaltl
dCLis CLis
Potis _ gy Ss ¢ 4

dt Lisl kLiSl + CLiS X ( )
dCceic

dte = Aceicr -t Cy (5)
dcC

d?C =apcy -t -Cy (6)

Pode-se constatar pela Figura 2 o bom ajuste do Modelo 1 aos dados experimentais. Os
parametros deste modelo estdo apresentados na Tabela 1. O parametro estimado para a
manutencdo celular, mis; = 0,058 guis-gesi-h™, corresponde a 0,01 molsarp-ges +h™, considerando-
se que a oxidagdo completa da lisina produz 32 ATPs (= 0,175 molsarp-gLis 7). Stephanopoulos et
al. (1998) coletaram dados de energia de manutencdo para varios microrganismos em diferentes
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condic6es do cultivo e observaram uma ampla faixa de valores, de 10° a 1,9-10 molsare-geei -h™?,
suportando, assim, o valor estimado no presente estudo.
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Figura 2 — Perfis de concentracdo de células (Cx), maltose (Cmalt), lisina (Clis), cefamicina C
(CCefC) e acido clavulanico (CAc) de cultivo em biorreator convencional operado em batelada
(x - dados experimentais; —— - ajuste do Modelo 1).

Tabela 1 — Valores estimados dos parametros do Modelo 1

Velocidade especifica maxima de crescimento [T— 0,101 + 0,003 (h™)
Constante do modelo de Megee para maltose Kmata 2,06 + 0,28 (guarL™)
Constante do modelo de Megee para lisina Kiist 0,15+ 0,11 (guisL™)

Constante de morte celular Ka1
Coef. de rendimento de maltose a células

0,0 (hh)

Yxma 0,630 + 0,005 (GwmarrGeer )
Coef. de manutencdo celular pela lisina Mist 0,058 % 0,002 (Quisear h™)
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para CefC, associada ao crescimento olcefct 0,013 (gcerc-Gesr™)
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para AC, associada ao crescimento aact 0,015 (gac-Gear™)

Cultivo em maltose, glutamato e lisina: O catabolismo da lisina ocorre via cadaverina,
através da qual todo o nitrogénio do aminoéacido é transaminado para alfa-cetoglutarato resultando
em duas moléculas de glutamato (MADDURI et al., 1989). Assim, a adicdo de glutamato ao meio
contendo lisina poderia suprir a demanda por nitrogénio do metabolismo primario, promovendo a
diminuicdo do consumo de lisina via cadaverina e aumentando a disponibilidade do aminoacido
para a biossintese de CefC. Com base nesta suposic¢éo, utilizou-se um meio quimicamente definido
contendo maltose, lisina e glutamato como fontes de carbono e energia e de nitrogénio visando um
aumento da producdo de CefC. Os resultados experimentais estdo apresentados no conjunto de
graficos da Figura 3. Pode-se observar que esta estratégia nao surtiu o efeito esperado, obtendo-se
cerca de 65% menos CefC ou AC do que foi obtido destes compostos em meio contendo apenas
maltose e lisina. Possivelmente a adigdo de glutamato alterou a regulacdo do metabolismo do
nitrogénio diminuindo a producdo destes bioativos. Um comportamento semelhante também foi
observado por Romero et al. (1984) em meios sem lisina. Todavia, a combinagdo de maltose,
glutamato e lisina resultou em uma alta concentragdo de Hol, 110 mg-L™, uma producdo nunca
relatada para a linhagem selvagem.
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Figura 3 — Perfis de concentracdo de células (Cx), glutamato (Cglut), maltose (Cmalt), lisina
(Clis), holomicina (CHol), cefamicina C (CCefC) e acido clavulanico (CAc) de cultivo em
biorreator convencional operado em batelada (x - dados experimentais; —— - ajuste do Modelo 2).

De la Fuente et al. (2002) mostraram que mutantes de S. clavuligerus blogueados em
determinadas etapas da rota biossintética de AC produzem quantidades significativas de Hol. Os
autores sugeriram que o acumulo de intermediarios da rota de AC direciona o metabolismo
secundario para a producdo de Hol. A alta producdo de Hol pela linhagem selvagem obtida no
presente estudo pode estar associada a inibicdo da producdo de AC ocasionada pelo acimulo de
espécies nitrogenadas no meio de cultivo. O comportamento do processo permitiu propor um
modelo (Modelo 2) no qual lisina, devido ao seu baixo consumo, nao influencia diretamente no
crescimento, atuando apenas na manutencédo celular. O glutamato e a maltose, por sua vez, foram
considerados determinantes da velocidade de crescimento assumindo-se a cinética de Megee e
para a producdo dos biocompostos foram assumidos o modelo totalmente associado ao
crescimento para CefC ou AC e o modelo parcialmente associado ao crescimento de Leudeking e
Piret para Hol (FREDRICKSON et al., 1970). As EDOs do Modelo 2 sdo apresentadas a seguir:

CMatlt CGlut
? mexz Kmaiz + Cmare Kotz + Cotut
dC
d—tx=(#2—kd2)‘cx (8)
dC -
Gt __—Hp .C, 9)
dt Yxclut2
dCpait -_H ¢ (10)
X
dt Y xMalt2
dcLis CLis
s . =lis 11
dt Lis2 kLisZ +CLis X ( )
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O Modelo 2 ajustou-se de maneira bem satisfatoria aos dados experimentais. Com relacdo ao
cultivo em meio contendo apenas maltose e lisina, a velocidade especifica méxima de crescimento
estimada foi cerca de 2,5 vezes maior, justificada pela ambientacdo prévia do microrganismo em
glutamato durante a preparacdo do in6culo principal. Entretanto, o acimulo de biomassa foi 50%
menor. Isto pode ser explicado pela baixa resisténcia de S. clavuligerus a Hol, mais evidente em
concentracdes do biocomposto acima de 60 mg-L™, observando-se o dobro da taxa de morte
celular e velocidade de manutencdo por lisina cerca de 85% menor. Também, acredita-se que esta
toxicidade exercida por Hol acarretou uma maior demanda energética do microrganismo, de forma
que o coeficiente de lisina para a manutencao celular estimado no Modelo 2 foi cerca de 3 vezes
maior que o0 ajustado para o0 Modelo 1. Os parametros do Modelo 2 estdo na Tabela 2.

O complexo metabolismo de S. clavuligerus é extremamente susceptivel a alteracbes no
ambiente. Condic¢Oes de meio inicialmente propostas para melhorar a producdo de CefC, por ex.,
ndo surtiram o efeito esperado, porém, mostraram-se adequadas a producéo de altas concentracdes
de Hol. Os modelos cinéticos propostos, fundamentados em informacbes bioquimicas e
metabolicas, refletiram muito bem o comportamento dos processos investigados.

Tabela 2 — Valores estimados dos parametros do Modelo 2

Velocidade especifica maxima de crescimento Mmax2 0,242 + 0,049 (h™)
Constante do modelo de Megee para maltose Kmaitz 4,12 + 4,24 (QuarL™)
Constante do modelo de Megee para glutamato Keiur 2,54 + 1,35 (gL ™)
Constante de morte celular Kq2 0,023 £ 0,001 (h'l)
Coef. de rendimento de glutamato a células Y xGlut2 0,064 + 0,01 (ggiurYesr )
Coef. de rendimento de maltose a células Y xmalt2 0,79 % 0,02 (GmacYear™")
Coef. de manutencao celular pela lisina Misz 0,175+ 0,076 (gris-Geer h™)
Coef. de saturacdo da velocidade de manutencéo Kis2 24,24 + 12,44 (gL ™)
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para Hol, associada ao crescimento OlHol2 0,016 (Gror-Gee )
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para Hol, ndo associada ao crescimento Brol2 0,0002 (Ghor-Ges ™)
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para CefC, associada ao crescimento olcefc2 0,0052 (gcerc-Ges )
Coef. do modelo de Leudeking-Piret para AC, associada ao crescimento OAC? 0,0068 (gac-eer )
Constante de degradagdo de AC Kaacz 0,04 (h™
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