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RESUMO - Streptomyces clavuligerus produz vários biocompostos de uso terapêutico, 

como os beta-lactâmicos ácido clavulânico e cefamicina C, e os não beta-lactâmicos 

holomicina e tunicamicina. Holomicina é conhecida por inibir a síntese de RNA 

polimerase de bactérias resistentes a rifamicina e é produzida em baixas concentrações 

(6 a 8 mgL
-1

) pela cepa selvagem (ATCC 27064) sob condições favoráveis à 

produção de beta-lactâmicos. Cultivos em biorreator convencional operado em 

batelada mostraram que a combinação de maltose e lisina promoveu a produção de 

cefamicina C e ácido clavulânico (90 a 100 mgL
-1

), sem produção de holomicina, e a 

mesma combinação (maltose e lisina) adicionada de glutamato estimulou a produção 

de holomicina (95 a 110 mgL
-1

), com produção de cefamicina C ou ácido clavulânico 

cerca de 65% menor para ambos. Os dados obtidos permitiram estimar parâmetros 

cinéticos e estequiométricos dos processos por meio de modelagem e simulação. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A espécie Streptomyces clavuligerus foi inicialmente descrita como produtora dos 

importantes compostos beta-lactâmicos cefamicina C (CefC), utilizada na produção de antibióticos 

semi sintéticos bioativos inclusive contra bactérias anaeróbias, e ácido clavulânico (AC), um 

potente inibidor de beta-lactamases. Além de produzir mais de vinte clavamas, linhagens desta 

espécie também produzem bioativos não beta-lactâmicos, como holomicina (Hol) e tunicamicina 

(LIRAS e MARTÍN, 2006). Hol pertence à classe das pirrotinas, compostos que apresentam 

atividade antimicrobiana e antitumoral, sendo conhecida como precursor de um inibidor da síntese 

de RNA polimerase em bactérias resistentes à rifamicina (OLIVA et al., 2001). Foi isolada de 

algumas espécies de Streptomyces e caracterizada quimicamente em meados da década de 1960, 

embora sua produção tenha sido atribuída 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 bioinformática, havendo ainda relatos sobre a identificação 

e a caracterização do agrupamento de genes responsável pela sua biossíntese (LI e WALSH, 

2010). Quanto à biossíntese do composto por S. clavuligerus, há escassos estudos comparativos de 

capacidades produtivas e diferenças genéticas observadas entre a linhagem selvagem e mutantes 

melhores produtores (DE LA FUENTE et al., 2002; NÁRDIZ et al., 2011). Dados da literatura 

sempre associaram a produção de quantidades desprezíveis de Hol à linhagem selvagem S. 

clavuligerus ATCC 27064. Por outro lado, cultivos em glicerol ou amido adicionados dos 
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aminoácidos lisina, ácido alfa-aminoadípico, arginina e/ou ornitina, ou da diamina 1,3 

diaminopropano, promovem produções significativas de compostos beta-lactâmicos, como CefC 

ou AC, com destaque para este último (DOMINGUES et al., 2010; LEITE et al., 2013). No 

presente trabalho, a produção de biocompostos por S. clavuligerus foi investigada em dois meios 

quimicamente definidos contendo diferentes fontes de carbono e nitrogênio. Os dados 

experimentais obtidos em cultivos em batelada em biorreator convencional em escala de bancada 

foram comparados por meio de estudos de modelagem e simulação, com a obtenção de parâmetros 

estatisticamente significativos.  

2. MATERIAL E MÉTODOS  

Suspensão de esporos (10
8
 esporosmL

-1
) de Streptomyces clavuligerus (ATCC 27064), 

conservada a -80°C em solução crioprotetora (glicerol a 20% vv
-1

), foi utilizada como inóculo 

inicial dos cultivos submersos. Os esporos foram germinados em meio contendo (gL
-1

): triptona 

(5,0), extrato de levedura (3,0), extrato de malte (10) e o tampão biológico ácido 3-(N-morfolino) 

propanossulfônico (MOPS) (21); pH ajustado em 6,8 ± 0,1. O inóculo principal foi preparado em 

meio contendo (gL
-1

): maltose (10), lisina (4,0), glutamato (5,5), extrato de levedura (1,0), 

K2HPO4 (0,80), MgSO4.7H2O (0,75), MOPS (21), 10 mLL
-1

 de solução de sais contendo (gL
-1

) 

MnCl24H2O (1,0), FeSO47H2O (1,0), ZnSO47H2O (1,0), e 1,0 mLL
-1

 de solução de elementos 

traços contendo (g/L) CuSO45H2O (0,49), CoCl2 (0,28) e Na2MoO4 (0,15); pH ajustado em 7,2 ± 

0,1. Foram utilizados dois meios de produção quimicamente definidos, contendo basicamente 

(gL
-1

): maltose (10), K2HPO4 (1,75), MgSO4.7H2O (0,75), CaCl (0,20), NaCl (2,0), MOPS (21), 

5,0 mLL
-1

 da solução de sais e 1,0 mLL
-1

 da solução de elementos traços descritas acima, pH 

ajustado em 7,2 ± 0,1. Quanto às fontes de nitrogênio, um meio conteve (em gL
-1

) somente lisina 

(18,3) e o outro, lisina (9,2) e glutamato (9,4), mantendo-se o mesmo teor inicial de nitrogênio 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 útil) foram realizados em batelada, com controles de 

temperatura (28°C), pH (6,8) e oxigênio dissolvido em 50% relativo à saturação, mantido por 

vazão de ar ajustada em 1 vvm e pela variação automática da velocidade de agitação (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, 11.000g), 

separando-se a biomassa do sobrenadante. A biomassa foi expressa em gL
-1

 de massa seca de 

células, determinada após lavagem do decantado, secagem (a 105°C por 24 horas) e pesagem em 

recipiente previamente calibrado. Com o sobrenadante foram determinadas as concentrações de 

maltose, lisina, glutamato, Hol, CefC e AC. O açúcar e os aminoácidos foram determinados por 

HPLC acoplado a um detector de índice de refração. Hol foi extraída do caldo fermentado com 

butanol (1:1) (KENING e READING, 1979) e sua concentração determinada por HPLC acoplado 

a um detector UV (LIRAS E MARTÍN, 2005). Em virtude da indisponibilidade comercial de 

CefC, este biocomposto foi determinado indiretamente por meio de bioensaio de difusão em ágar 

de acordo com método descrito por Liras e Martín (2005). Neste método utiliza-se cefalosporina C 

como composto padrão e Escherichia coli ESS 2235 como bactéria-teste, super sensível a 

antibióticos beta-lactâmicos. Ainda, as amostras foram previamente tratadas com penicilinase 

(Penase, Difco) para eliminar a penicilina N, interferente na análise. AC foi determinado em 

espectrofotômetro UV-vis, após reação com imidazol, seguida de leitura do composto resultante 

da reação a 312 nm, conforme método descrito em BIRD et al. (1982). As Equações Diferenciais 
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Ordinárias (EDOs) dos modelos foram integradas utilizando-se o software livre Scilab (versão 

5.4.1) e os parâmetros cinéticos e estequiométricos foram estimados utilizando-se o algoritmo de 

Marquardt de regressão não linear (MARQUARDT, 1963), a 95% de grau de confiança, 

implementado em linguagem Fortran. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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, estão apresentados na Figura 1. Para o 

cultivo em maltose foi utilizada uma fonte inorgânica de nitrogênio (NH4Cl), considerando-se uma 

proporção C:N compatível com a dos dois aminoácidos. O cultivo em glutamato do presente 

trabalho fez parte de uma série de experimentos anteriormente realizados utilizando-se este 

aminoácido em várias concentrações, com amostragem a cada 24 horas. Pode-se observar uma 

drástica 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 

o pH atingiu valores próximos de 9,0. Ainda assim, mostrou-se que o glutamato é 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 à cinética de crescimento em maltose e o modelo 

logístico foi o mais adequado ao crescimento em lisina. Os valores estimados de velocidade 

específica máxima de crescimento e a constante de Monod foram µmáxMalt = 0,065±0,005(h
-1

) e 

kMalt = 5,3±0,8 (gMaltL
-1

). Os parâmetros estimados para o modelo de velocidade específica de 

crescimento em lisina foram µmáxLis = 0,033±0,007 (h
-1

) e a constante do modelo logístico kLis = 

0,013±0,004 (Lg
-1
h

-1
), Os valores estimados de coeficiente de rendimento de substrato a células 

foram (em gcélgsubstrato
-1

) YX/Malt = 0,46 ±0,01 e YX/Lis = 0,23±0,02. O coeficiente de rendimento de 

glutamato a células foi calculado para 24 horas de cultivo, resultando em YX/Glut  0,4, um valor da 

mesma ordem de grandeza do estimado para o crescimento em maltose. 

3.2. Produção de compostos bioativos  

Cultivo em maltose e lisina: O papel da lisina como estimulante da biossíntese de CefC tem 

sido bem reportado na literatura, uma vez que este aminoácido é convertido, via lisina 
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aminotransferase, no ácido alfa aminoadípico, o qual compõe o tripeptídeo aminoadipil-cisteinil-

valina (ACV), precursor de todos os antibióticos beta-lactâmicos (DEMAIN e VAISHNAV, 

2006). Com base nesta informação, um meio quimicamente definido contendo maltose e lisina 

como fontes de carbono e energia e de nitrogênio foi empregado. Os dados experimentais estão 

apresentados no conjunto de gráficos da Figura 2. Embora o objetivo fosse a produção de CefC, 

foram obtidas concentrações deste biocomposto e de AC da mesma ordem de grandeza, entre 90 e 

100 mgL
-1

. Sabe-se que as rotas biossintéticas destes compostos são totalmente independentes, 

todavia a produção de ambos ocorre de forma concomitante. Isto se deve ao fato de que as 

biossínteses de ambos são reguladas pelo mesmo elemento multifuncional ccaR (cephamycin and 

clavulanic acid Regulator), codificado pelo gene ccaR. Desta forma, a presença e a concentração 

de determinados nutrientes no meio de cultivo podem favorecer a produção de um ou outro 

composto, todavia obter altos níveis de um destes bioativos em detrimento do outro é muito difícil. 

Quanto a Hol, sua produção foi desprezível, cerca de 5 mgL
-1

. 

 Os dados apresentados no item 3.1 mostraram que a utilização de maltose ou lisina como 

fonte de carbono sustenta o crescimento de S. clavuligerus. A utilização conjunta de maltose e 

lisina, porém, resultou em perfis bem diferentes de crescimento e consumo dos substratos (Figura 

2). Desta forma, no modelo matemático para este processo (Modelo 1) foi considerada a influência 

de ambos os compostos na velocidade de crescimento, os quais, porém, exercendo diferentes 

funções celulares, conforme cinética proposta por Megee (FREDRICKSON et al., 1970). Assim, 

maltose participa essencialmente como substrato para a formação de biomassa e lisina atua 

majoritariamente como fonte de manutenção celular. Esta proposta fundamentou-se no fato de que 

o 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 condições 

de aerobiose. Ainda, foi assumido que o consumo de lisina é dependente de sua concentração de 

acordo com uma cinética de saturação. Para a produção dos compostos bioativos (CefC e AC), 

adotou-se uma cinética totalmente associada ao crescimento, conforme evidenciado pelos dados 

experimentais. As EDOs do Modelo 1 são apresentadas a seguir: 

Lis1Lis

Lis

Malt1Malt

Malt
1max1

Ck

C

Ck

C





             (1) 

  x1d1
x Ck

dt

dC
               (2) 

x
1Xmalt

1malt C
Ydt

dC



             (3) 

x
Lis1Lis

Lis
1Lis

Lis C
Ck

C
m

dt

dC



             (4) 

x11CefC
CefC

C
dt

dC
               (5) 

x11AC
AC C

dt

dC
               (6) 

Pode-se constatar pela Figura 2 o bom ajuste do Modelo 1 aos dados experimentais. Os 

parâmetros deste modelo estão apresentados na Tabela 1. O parâmetro estimado para a 

manutenção celular, mLis1 = 0,058 gLisgcélh
-1

, corresponde a 0,01 molsATPgcél
-1
h

-1
, considerando-

se que a oxidação completa da lisina produz 32 ATPs (≡ 0,175 molsATPgLis
-1

). Stephanopoulos et 

al. (1998) coletaram dados de energia de manutenção para vários microrganismos em diferentes 
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condições do cultivo e observaram uma ampla faixa de valores, de 10
-3

 a 1,910
-2

 molsATPgcél
-1
h

-1
, 

suportando, assim, o valor estimado no presente estudo. 

 
Figura 2 – Perfis de concentração de células (Cx), maltose (Cmalt), lisina (Clis), cefamicina C 

(CCefC) e ácido clavulânico (CAc) de cultivo em biorreator convencional operado em batelada  

( - dados experimentais;  - ajuste do Modelo 1). 

 

Tabela 1 – Valores estimados dos parâmetros do Modelo 1 

Velocidade específica máxima de crescimento max1
 0,101 ± 0,003 (h

-1
) 

Constante do modelo de Megee para maltose  kMalt1
 

2,06 ± 0,28 (gMaltL
-1

) 

Constante do modelo de Megee para lisina  kLis1
 

0,15 ± 0,11 (gLisL
-1

) 

Constante de morte celular kd1
 

0,0 (h
-1

) 

Coef. de rendimento de maltose a células YXmalt1
 

0,630 ± 0,005 (gMaltgcél
-1

) 

Coef. de manutenção celular pela lisina mLis1
 

0,058 ± 0,002 (gLisgcél
-1
h

-1
) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para CefC, associada ao crescimento CefC1
 

0,013 (gCefCgcél
-1

) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para AC, associada ao crescimento AC1
 

0,015 (gACgcél
-1

) 

Cultivo em maltose, glutamato e lisina: O catabolismo da lisina ocorre via cadaverina, 

através da qual todo o nitrogênio do aminoácido é transaminado para alfa-cetoglutarato resultando 

em duas moléculas de glutamato (MADDURI et al., 1989). Assim, a adição de glutamato ao meio 

contendo lisina poderia suprir a demanda por nitrogênio do metabolismo primário, promovendo a 

diminuição do consumo de lisina via cadaverina e aumentando a disponibilidade do aminoácido 

para a biossíntese de CefC. Com base nesta suposição, utilizou-se um meio quimicamente definido 

contendo maltose, lisina e glutamato como fontes de carbono e energia e de nitrogênio visando um 

aumento da produção de CefC. Os resultados experimentais estão apresentados no conjunto de 

gráficos da Figura 3. Pode-se observar que esta estratégia não 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 adição de glutamato alterou a regulação do metabolismo do 

nitrogênio diminuindo a produção destes bioativos. Um comportamento semelhante também foi 

observado por Romero et al. (1984) em meios sem lisina. Todavia, a combinação de maltose, 

glutamato e lisina resultou em uma alta concentração de Hol, 110 mgL
-1

, uma produção nunca 

relatada para a linhagem selvagem. 
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Figura 3 – Perfis de concentração de células (Cx), glutamato (Cglut), maltose (Cmalt), lisina 

(Clis), holomicina (CHol), cefamicina C (CCefC) e ácido clavulânico (CAc) de cultivo em 

biorreator convencional operado em batelada ( - dados experimentais;  - ajuste do Modelo 2). 

De la Fuente et al. (2002) mostraram que mutantes de S. clavuligerus bloqueados em 

determinadas etapas da rota biossintética de AC produzem quantidades significativas de Hol. Os 

autores sugeriram que o acúmulo de intermediários da rota de AC direciona o metabolismo 

secundário para a produção de Hol. A alta produção de Hol pela linhagem selvagem obtida no 

presente estudo pode estar associada à inibição da produção de AC ocasionada pelo acúmulo 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, não influencia diretamente no 

crescimento, atuando apenas na manutenção 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 produção 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 são apresentadas a seguir: 

Glut2Glut

Glut

Malt2Malt

Malt
2max2

Ck

C

Ck

C





            (7) 

  x2d2
x Ck

dt

dC
               (8) 

x
2XGlut

2Glut C
Ydt

dC






             (9) 

x
2XMalt

2Malt C
Ydt

dC






             (10) 

x
Lis2Lis

Lis
2Lis

Lis C
Ck

C
m

dt

dC



             (11) 
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x2Holx22Hol
Hol CC

dt

dC
             (12) 

x22CefC
CefC

C
dt

dC
               (13) 

AC2dACx22AC
AC CkC

dt

dC
             (14) 

O Modelo 2 ajustou-se de maneira bem satisfatória aos dados experimentais. Com relação ao 

cultivo em meio contendo apenas maltose e lisina, a velocidade específica máxima de crescimento 

estimada foi cerca de 2,5 vezes maior, justificada pela ambientação prévia do microrganismo em 

glutamato durante a preparação do inóculo principal. Entretanto, o acúmulo de biomassa foi 50% 

menor. Isto pode ser explicado pela baixa resistência de S. clavuligerus a Hol, mais evidente em 

concentrações do biocomposto acima de 60 mgL
-1

, observando-se o dobro da taxa de morte 

celular e velocidade de manutenção 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 manutenção celular estimado no Modelo 2 foi cerca de 3 vezes 

maior que o ajustado para o Modelo 1. Os parâmetros do Modelo 2 estão na Tabela 2. 

O complexo metabolismo de S. clavuligerus é extremamente susceptível a alterações no 

ambiente. Condições de meio inicialmente propostas para melhorar a produção de CefC, por ex., 

não surtiram o efeito esperado, porém, mostraram-se adequadas à produção de altas concentrações 

de Hol. Os modelos cinéticos propostos, fundamentados em informações bioquímicas e 

metabólicas, refletiram muito bem o comportamento dos processos investigados. 

Tabela 2 – Valores estimados dos parâmetros do Modelo 2 

Velocidade específica máxima de crescimento max2
 0,242 ± 0,049 (h

-1
) 

Constante do modelo de Megee para maltose  kMalt2
 

4,12 ± 4,24 (gMaltL
-1

) 

Constante do modelo de Megee para glutamato  kGlut2
 

2,54 ± 1,35 (gGlutL
-1

) 

Constante de morte celular kd2
 

0,023 ± 0,001 (h
-1

) 

Coef. de rendimento de glutamato a células YXGlut2
 

0,064 ± 0,01 (gGlutgcél
-1

) 

Coef. de rendimento de maltose a células YXMalt2 0,79 ± 0,02 (gMaltgcél
-1

) 

Coef. de manutenção celular pela lisina mLis2
 

0,175 ± 0,076 (gLisgcél
-1
h

-1
) 

Coef. de saturação da velocidade de manutenção  kLis2 24,24 ± 12,44 (gLisL
-1

) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para Hol, associada ao crescimento  Hol2 0,016 (gHolgcél
-1

) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para Hol, não associada ao crescimento Hol2 0,0002 (gHolgcél
-1
h

-1
) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para CefC, associada ao crescimento CefC2
 

0,0052 (gCefCgcél
-1

) 

Coef. do modelo de Leudeking-Piret para AC, associada ao crescimento AC2
 

0,0068 (gACgcél
-1

) 

Constante de degradação de AC kdAC2 0,04 (h
-1

) 
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