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RESUMO

Em virtude do uso indiscriminado de antibidticos, com o passar do tempo, as bactérias foram
se tornando resistentes aos mesmos. No caso dos antibidticos B-lactamicos, essa resisténcia se
deve a produgdo de enzimas capazes de clivar o anel B-lactamico, inativando o antibidtico. A
partir deste contexto, houve a descoberta do acido clavulanico, um composto capaz de inibir a
atividade destas enzimas e, portanto, passou a ser parte das formulagdes de diversos
antibidticos B-lactamicos. Este composto ¢ produzido pela bactéria Streptomyces clavuligerus,
a partir de meios fermentativos especificos. A composicdo destes meios ¢ de fundamental
importancia para o crescimento do micro-organismo e producdo do produto de interesse. Os
meios mais recentemente utilizados na produgdo de 4cido clavulanico apresentam glicerol
como fonte de carbono e energia e derivados da soja como fonte de nitrogénio. Neste trabalho
a producdo de acido clavulanico foi avaliada em meios fermentativos suplementados com os
aminodcidos L-Asparagina e L-Treonina, em diferentes concentra¢des, de acordo com o
Planejamento Experimental Fatorial 2>. Ambos os aminodcidos apresentaram influéncia na
produc¢do de acido clavulanico. A L-Asparagina teve um efeito significativo, porém negativo,
enquanto a L-Treonina apresentou efeito positivo. A interagdo entre os dois aminoacidos foi

negativa para a produg¢do de dcido clavulanico.

Palavras-chave: Acido clavulanico, Streptomyces clavuligerus, L-Asparagina, L-Treonina.
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1. INTRODUCAO

A descoberta da penicilina em 1929 abriu a possibilidade do tratamento de algumas
infecgOes causadas por bactérias, que antes ndo podiam ser tratadas. A partir de entdo, tem
sido descoberta uma gama de novos antibioticos cada vez mais eficazes para o tratamento de
infecgdes (KOHANSKI et al., 2010; LIU e IMLAY, 2013). Os antibidticos B-lactimicos sdao
os mais utilizados devido a sua efic4cia e sua capacidade de causar poucos efeitos colaterais,
além do amplo espectro de agdo (BAGGALEY et al., 1997).

A aplicagdo de antibidticos se mostrou muito eficiente no tratamento de varias
infecgdes causadas por bactérias ao longo dos anos, entretanto, seu uso indiscriminado
resultou no surgimento de micro-organismos patogénicos cada vez mais resistentes. Esta
resisténcia € uma consequéncia inevitavel de processos seletivos sofridos por estes micro-
organismos, ¢ que acabam por culminar na adaptacdo bacteriana a exposicdo a esses
antibioticos (ESSACK, 2001; SPELLBERG et al., 2013).

Os antibioticos B-lactamicos sdo uns dos que mais sofrem essa resisténcia por parte
das bactérias. Essa resisténcia, em especial, se deve a capacidade de algumas bactérias
sintetizarem enzimas denominadas [-lactamases, as quais sdo capazes de clivar o anel B-
lactdmico presente nesses antibidticos, causando a inativagdo desses compostos. Essa
resisténcia bacteriana tem consequéncias importantes, uma vez que os antibidticos B-
lactamicos, principalmente os dos grupos das penicilinas e cefalosporinas, representam
aproximadamente 45% dos antibidticos usados sistematicamente, em virtude de sua
disponibilidade e eficacia (HAMAD, 2010; SAUDAGAR et al., 2008).

O surgimento constante de patogenos resistentes aos antibidticos B-lactamicos tem
impulsionado a busca por novos métodos no combate a infec¢des. Para tanto, as estratégias a
serem utilizadas passam pela busca por B-lactdmicos mais estdveis a acdo das -lactamases
bem como de inibidores para essas enzimas. Foi nesse contexto, entdo, que em 1976, Brown
et al. descobriram um metabodlito secundario sintetizado pela bactéria Streptomyces
clavuligerus, o qual mostrou uma potente a¢do inibitéria de f-lactamases, sendo denominado
acido clavulanico (AC). A atividade antibacteriana do AC ndo ¢ suficiente para que este seja
administrado isoladamente no tratamento de infec¢des bacterianas e, portanto, o mesmo ¢
frequentemente encontrado na forma de sal de potassio, associado a antibidticos sensiveis a
acdo de -lactamases (BAGGALEY et al.,1997).

O 4cido clavulanico ¢ um farmaco de alto valor agregado, que apresenta baixa

produtividade, sendo este o principal desafio para sua obtengdo em larga escala. Além disso,



até o presente momento, o Brasil ndo dispde de tecnologias vidveis para a produg¢do de AC em
escala industrial. Assim, as associagdes farmacéuticas comercializadas no pais, que contém o
AC, sdo provenientes de multinacionais (BAGGALEY et al.,1997).

Tradicionalmente, o AC ¢ produzido pela bactéria Streptomyces clavuligerus, através
de processo fermentativo em biorreator do tipo tanque agitado e aerado (convencional),
utilizando um meio complexo contendo glicerol como fonte de carbono e derivados da soja
como fonte de nitrogénio (ROSA et al., 2005). A maioria dos trabalhos envolvendo a
producdo do AC tem como principal objetivo a obtencdo de melhores rendimentos, através da
otimizagdo em vdrias vertentes. Ainda assim, existem poucas informacdes a respeito da
influéncia de alguns pardmetros no processo de produ¢do do AC, por exemplo, ndo ¢é claro o
modo como a suplementagdo com aminodcidos afeta a produ¢do de AC (COSTA E BADINO,
2012).

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de acido clavulanico por
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 em meio fermentativo suplementado com
aminodcidos, através de um planejamento experimental estatistico, denominado Planejamento
Experimental Fatorial 2%, onde as varidveis independentes foram as concentracdes dos

aminodcidos L-Asparagina (Asn) e L-Treonina (Tre) e a resposta foi a producao de AC.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antibioticos B-lactamicos

Certas bactérias, pertencentes ao grupo dos actinomicetos, sdo capazes de sintetizar
compostos que ndo estdo envolvidos com o crescimento celular. Grande parte desses
compostos € produzida apds a fase de crescimento, durante a fase estaciondria, € sdo
denominados metabolitos secundarios (DEMAIN e FANG, 1995).

Em geral, os metabdlitos secundarios apresentam estruturas moleculares mais
complexas que as dos compostos originarios, como aminoacidos, agucares e acidos organicos.
Ao contrario dos metabdlitos primarios, os secundarios sdo produzidos por apenas algumas
espécies, ou até mesmo por apenas algumas linhagens. De todos os metaboélitos secundarios
produzidos por actinomicetos, 75% sdo produzidos pelo género Streptomyces (DEMAIN e
FANG, 1995).

Dentre os metabdlitos secundarios mais conhecidos, os principais sao os antibidticos,
definidos como compostos naturais ou semissintéticos, capazes de inibir ou suprimir o
crescimento bacteriano, sendo utilizados para o tratamento e prevencao de infecgcdes em seres
humanos ou animais. Os antibidticos B-lactimicos sdo os mais utilizados no tratamento de
infec¢des bacterianas. Sua principal caracteristica é a presenca do anel B-lactamico (PEREZ et
al., 2007).

Com o passar dos anos as bactérias foram sofrendo muta¢des desenvolvendo, assim,
mecanismos de resisténcia a varios antibidticos, incluindo os [B-lactdmicos. A estes,
especialmente, a resisténcia bacteriana se deve a capacidade de algumas bactérias patogénicas
sintetizarem enzimas denominadas B-lactamases, as quais sdo responsaveis pela clivagem do

anel B-lactdmico, causando a inativag¢ao dos antibioticos (DEMAIN e FANG, 1995).

3.2. Acido Clavulanico

O aumento da resisténcia de certas bactérias aos antibioticos B-lactamicos, através da
acdo das [B-lactamases, fez necessaria a busca por inibidores de tais enzimas. Foi neste
contexto que, na década de 1960, diversos pesquisadores se mobilizaram a fim de descobrir
novos [-lactdmicos mais estdveis a acdo das P-lactamases, bem como inibidores para as

mesmas (BAGGALEY et al., 1997).



Brown et al. (1976) elucidaram a estrutura quimica de um composto que havia sido
descoberto em 1960, denominando-o 4cido clavulanico. Este composto ¢ um metabdlito
secundario B-lactamico, produzido por Streptomyces clavuligerus, dotado de potente atividade
inibitoria de B-lactamases (SAUDAGAR et al., 2008). Seu mecanismo de a¢do consiste na
ligagdo irreversivel do mesmo ao grupo hidroxila de uma serina do centro ativo das [3-
lactamases, produzindo um intermediario estdvel e, assim, inativando a enzima (LIRAS e
RODRIGUEZ-GARCIA, 2000). A Figura 3.1 apresenta a estrutura do AC, dando destaque ao

anel B-lactamico, caracteristico dos antibidticos B-lactamicos.

7
Anel B-lactimico COOH Anel oxazolidino

Figura 3.1 - Estrutura molecular do acido clavulanico (LIRAS E RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).

A acdo eficaz do AC fez com que este fosse, cada vez mais, administrado clinicamente
em conjunto com antibidticos B-lactdmicos sensiveis as (-lactamases para o tratamento de
doengas causadas por muitas bactérias patogénicas (SAUDAGAR et al., 2008). O AC pode
ser utilizado contra um amplo espectro de bactérias gram-positivas e negativas, entretanto, se
comparado a outros antibidticos B-lactamicos, o mesmo possui baixa atividade antibacteriana,
tornando inviavel sua administracdo isolada para o tratamento de infec¢des bacterianas.
Tendo em vista este fato, o AC ¢ frequentemente encontrado em formulag¢des associado a
outros antibioticos B-lactamicos que, sozinhos, sdo sensiveis as B-lactamases (BAGGALEY et
al., 1997).

Na industria farmacéutica o AC é encontrado na forma de sais de metais alcalinos,
juntamente com outros antibioticos. A aplicagdo de combinagdes como estas € eficiente contra
o problema da resisténcia bacteriana aos antibidticos B-lactdmicos, aumentando a eficacia do
tratamento de infecgdes, o que faz do AC um composto importante clinica e economicamente

(MARQUES et al., 2009).



3.3. Streptomyces clavuligerus

A bactéria Streptomyces clavuligerus foi, inicialmente, descrita por Higgens e Kastner
(1971) como um micro-organismo produtor de cefamicina C. Mais tarde, outros antibidticos
B-lactdmicos e ndo P-lactamicos também foram reportados em trabalhos utilizando isolados
de Streptomyces clavuligerus (LIRAS e RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).

Trata-se de uma bactéria filamentosa e estritamente aerobia, pertencente ao grupo dos
actinomicetos. A maioria das espécies do género Streptomyces € mesoéfila ou neutrdfila, isto €,
crescem bem na faixa de temperatura de 28 a 45 °C (SAUDAGAR et al., 2008).

A principal caracteristica da Streptomyces clavuligerus é sua capacidade de produzir
antibidticos, colocando-a em destaque no cenario mundial da indistria farmacéutica. Ha
relatos de que essa bactéria seja capaz de produzir pelo menos 21 metabolitos secundérios,

onde se inclui o AC (SAUDAGAR et al., 2008).

3.4. Producgio de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus

Tradicionalmente o AC é produzido a partir de processos fermentativos utilizando a
bactéria Streptomyces clavuligerus. A produgdo de metabolitos por células microbianas ocorre
em duas fases distintas. Na fase de crescimento ocorre a sintese de produtos do metabolismo
primario, como aminodcidos, proteinas, lipideos e carboidratos. Com o fim do crescimento
celular, devido ao esgotamento desses compostos, se inicia a fase estacionaria, onde ocorre a
sintese de metabolitos secundarios, incluindo o AC e outros antibidticos (MAYER e
DECKWER, 1996).

O processo fermentativo de produ¢do do AC ¢ complexo e sofre influéncia de diversos
parametros, como pH, temperatura, agitagdo, aeragao, além de fontes de carbono, nitrogénio e
indutores (SAUDAGAR et al.,, 2008). As fontes de carbono e nitrogénio tém grande
influéncia na produg¢ao do AC, uma vez que o consumo destas resulta no acimulo de diversos
metabolitos no caldo fermentativo, podendo ocasionar a degradagao do AC (GOUVEIA et al.,
1999).

A composi¢ao do meio fermentativo ¢ de fundamental importancia em bioprocessos,
tanto para o crescimento de micro-organismos, bem como para a produgdo de um metabdlito
de interesse. Varios meios fermentativos sdo descritos na literatura para a producgdo de AC. Os
mais utilizados recentemente apresentam o glicerol como fonte de carbono e energia e

derivados da soja como fonte de nitrogénio (SAUDAGAR et al., 2008).
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Uma peculiaridade da bactéria Streptomyces clavuligerus ¢ a sua incapacidade de
assimilar glicose como fonte de carbono, uma vez que a bactéria ndo consegue transporta-la
através da membrana celular (ZHANG e DEMAIN, 1992). Sendo assim, houve a necessidade
da descoberta de outras fontes de carbono e energia para a producdo de AC. Muitos estudos
foram feitos e, em grande parte deles, constata-se que o glicerol ¢ quem obtém os melhores
resultados, em concentragdes entre 15 ¢ 20 g.L”', sendo que maiores concentragdes podem
inibir a producdo de acido clavulanico (SAUDAGAR et al., 2008; ZHANG ¢ DEMAIN,
1992; ROMERO et al., 1984).

3.5. Biossintese do acido clavulanico

Diversos estudos da literatura ja foram realizados em relagdo a biossintese do acido
clavuldnico, entretanto, até hoje ndo se obteve clareza a respeito de quais aminoacidos sdo
mais importantes na biossintese do AC, ou qual concentracdo de cada um deles € capaz de
aumentar a producdo do mesmo. Varios pesquisadores mostraram diferentes conclusdes. Na
maioria dos trabalhos descritos na literatura, os aminoacidos L-treonina, L-Ornitina e L-
Arginina foram os mais utilizados (ROMERO et al., 1984; SAUDAGAR et al., 2008).

Grande parte dos trabalhos aponta a L-Ornitina como um importante precursor C5 do
AC (anel oxazolidino), sendo que praticamente todos eles apontam o glicerol como precursor
C3, isto &, precursor do anel f—lactdmico do AC, como pode ser observado na Figura 3.2, que
apresenta a provavel rota metabolica da produgdo do acido clavulanico (ROMERO et al.,

1984; SAUDAGAR et al., 2008; CHEN et al., 2003; LI e TOWNSEND, 2006).
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Figura 3.2 - Provavel rota metabolica da biossintese do acido clavulanico (Modificada de LI e
TOWNSEND, 2006).

Saudagar et al. (2008) demonstraram, através de estudos utilizando a L-Treonina e a
L-Arginina, que ambas se mostraram importantes na produ¢ao do AC. Eles apontam como
principal motivo do aumento da produgao, causado pela adi¢do de L-Treonina e L-Arginina, o
fato de que a suplementacao de ambos os aminodcidos, direcionou a rota metabdlica para a
producdo de AC, uma vez que as reagdes anapleroticas de biossintese desses aminodcidos na
célula, ocorridas normalmente durante o ciclo de Krebs, como mostrado na Figura 3.3, nao
tém a necessidade de acontecer ja que estes ja estdo presentes no meio em quantidades
adequadas. Em relagdo a L-Treonina, Saudagar et al. (2008) ainda mostraram que as
concentragdes que levaram aos melhores resultados foram as de 1 mM e 100 mM

(SAUDAGAR et al., 2008).
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A L-Asparagina também foi utilizada em alguns estudos como possivel precursora do

AC. Este aminodcido pode dar origem ao aspartato, sendo hidrolisado por ag¢do da enzima

asparaginase. O aspartato, por sua vez, pode sofrer transamina¢do, gerando oxaloacetato, tal

qual apresentado na Figura 3.4. O oxaloacetato ¢ um importante intermediario do ciclo de

Krebs, como pode ser observado na Figura 3.3 e, na falta deste, o ciclo ndo se completa, ndo

ocorrendo a formagdo do L-Glutamato e, consequentemente, da L-Ornitina, o precursor C5 do

AC, como mostrado na Figura 3.2. A literatura sugere concentracdes de 2 a 4 g.L' para

suplementagdo de L-Asparagina (OLIVEIRA et al., 2009; STIPANUK e WATFORD, 2000).
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Figura 3.4 - Reagdo de formag@o do oxaloacetato a partir de asparagina (VOET et al., 2008).
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Diversos resultados sdo encontrados na literatura, ainda que para os mesmos
aminoacidos. Isto se deve, provavelmente, as diferentes condi¢des utilizadas durante o

cultivo, tais como temperatura, pH, agitacdo e fonte de nitrogénio (ROMERO et al., 1984).

3.6. Planejamento Experimental Fatorial 22

A crescente necessidade da otimizagdo de processos, visando minimizagdo de tempo e
custos, maximizacdo de rendimento, qualidade e produtividade de produtos, leva os
pesquisadores a utilizarem metodologias de planejamentos experimentais nas mais diversas
areas (RODRIGUES & IEMMA, 2009).

Em geral, a otimizagdo de varidveis experimentais ¢ feita através de procedimentos
que apenas avaliam o efeito de uma varidvel de cada vez. Tais procedimentos apresentam
desvantagens como tempo gasto e falta de avaliacdo a respeito de intera¢des entre as variaveis
que afetam o processo estudado (CUNICO et al., 2008).

Sao diversos os tipos de planejamento experimental e, dentre estes, destacam-se os
planejamentos fatoriais, os quais apresentam vantagens significativas, como a possibilidade
de avaliagdo simultanea do efeito de um grande nimero de varidveis, com um nimero
reduzido de ensaios experimentais, com posterior selecdo das varidveis que mais influenciam
no processo estudado (CUNICO et al., 2008).

NEVES et al. (2002) definiram que este tipo de planejamento ¢ normalmente
representado por b, onde k representa o namero de fatores, isto é, o niimero de variaveis
independentes do sistema em estudo, e b representa o nimero de niveis escolhidos, ou seja, o
numero de condigdes de operacao dos fatores de controle investigados nos experimentos. Este
ultimo, em geral ¢ identificado por nivel baixo (-) e nivel alto (+). O caso mais simples de
planejamento fatorial é o representado por 2°, onde as variaveis estudadas sio duas e cada

uma delas estd presente em apenas dois niveis (CUNICO et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Micro-organismo

Para o desenvolvimento do presente trabalho foi utilizada a bactéria Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064, conservada em criotubos na forma de células vegetativas a -
196°C, em tanque de nitrogénio liquido, suspensa em solugdo crioprotetora contendo 20% v/v
de glicerol.
4.2. Meios de cultura
4.2.1. Meio de cultura de reativacao

Em todos os ensaios foi utilizado o meio de cultura de reativagdo proposto por Rosa et
al. (2005), tal como descrito na Tabela 4.1. Apos pesados, os reagentes foram solubilizados
em agua destilada, o pH foi ajustado para 6,8 utilizando NaOH 4 mol.L" ¢ o meio de cultura

foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Tabela 4.1 - Meio de cultura proposto por Rosa et al. (2005).

Componentes Concentracio
Glicerol (g.L™) 15,0
Peptona bacteriologica (g.L™) 10,0
Extrato de malte (g.L™") 10,0
Extrato de levedura (g.L™) 1,0
Tampio MOPS (g.L™") 21,0
KH,PO, (g.L™) 2,5
MgS0,.7H,0 (g.L™) 0,75
Solugdo de sais” (mL.L™") 1,0

O Composi¢do (g.L" em agua destilada): MnCl,.4H,0 (1,0); FeSO4.7H,0 (1,0); ZnSO,.7H,0 (1,0).

4.2.2. Meios de cultura de crescimento e producio

Os meios de cultura de crescimento e de produgdo utilizados foram os propostos por
Teodoro et al. (2006), modificado. Ambos apresentaram a mesma composic¢ao (Tabela 4.2).
Apos pesados, os reagentes foram solubilizados em agua destilada, o pH foi ajustado para 6,8
utilizando NaOH 4 mol.L"". Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15

minutos.



15

O meio de cultura original proposto por Teodoro et al. (2006) continha 6leo de soja (1
¢.L") na sua composigdo. Neste trabalho, o 6leo de soja ndo foi utilizado a fim de garantir que
os resultados de producao de AC e concentragdo de células fossem exclusivamente em fungdo

do consumo de glicerol como Unica fonte de carbono.

Tabela 4.2 - Composi¢ao dos meios de cultura de crescimento e producido adaptados de Teodoro et al.

(2006).

Componentes Concentracio
Glicerol (g.L™) 15,0
Extrato de levedura (g.L™") 1,0
Isolado proteico de soja (g.L™) 20,0
Tampao MOPS (g.L™") 21,0
KH,PO, (g.L") 0,5
MgS0,.7H,0 (g.L ™) 0,4
FeS0,.7H,0 (g.L™) 0,4
Solugdo de sais” (mL.L™") 1,0

) Composigdo (g.L"' em agua destilada): MnCl,.4H,O (1,0); FeSO,.7H,0 (1,0); ZnSO,.7H,0 (1,0).
4.3. Preservacio do micro-organismo

A preservacdo do micro-organismo foi realizada conservando-se os mesmos em
criotubos na forma de células vegetativas a -196°C, em tanque de nitrogénio liquido, e
suspensa em solugdo crioprotetora contendo 20% v/v de glicerol.

A fim de garantir um estoque de trabalho capaz de manter validos os resultados
obtidos experimentalmente ao longo de toda a pesquisa, foi necessdria a conservagdo do
micro-organismo em placas para a manuten¢do das cepas produtoras de AC.

Com essa finalidade, foram utilizadas placas de Petri contendo o meio de reativacao,
tal como descrito na Tabela 1, com o acréscimo de 20 gL de 4gar bacteriologico. A
suspensdo armazenada no criotubo, contendo o micro-organismo, foi vertida nas placas de
Petri e espalhada com o auxilio de uma alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 30°C
por 5 a 10 dias, até atingir um bom crescimento. Para preservacdo dos micro-organismos,

repiques foram feitos de 15 em 15 dias.

4.4. Cultivos em mesa incubadora rotativa

O procedimento foi realizado de acordo com o descrito por Rosa et al. (2005) e

consiste em trés etapas: reativagdo do micro-organismo, crescimento e producao.
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Na etapa de reativagdo, 5 mL do meio de reativagdo foram utilizados para lavar a
placa contendo a cultura de Streptomyces clavuligerus. Posteriormente, foram retirados 3,0
mL da suspensdo, e inoculados em um Erlenmeyer de 250 mL contendo 22 mL de meio de
reativacdo, e este incubado por 24 horas a 27°C e 250 rpm.

Em seguida, na etapa de crescimento, 2,5 mL da suspensdo resultante da reativagdo
foram transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 22,5 mL de meio de
crescimento. Este foi incubado por 24 horas a 27°C e 250 rpm.

Na etapa de producdo, 5 mL da suspensdo anterior (crescimento) foram transferidos
como indculo para Erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL de meio de cultura de produgao.
Estes foram incubados a 27°C e 250 rpm, durante 96 horas, dando inicio a etapa principal do

processo de producdo do AC. Amostras foram retiradas a cada 24 horas.

4.5. Planejamento Experimental Fatorial 2°

Para realizagdo do planejamento fatorial os dois fatores escolhidos foram os
aminodcidos L-Asparagina e L-Treonina, adicionados ao meio de cultivo no tempo de 48
horas de produgao.

Como a influéncia de cada variavel foi estudada em dois limites, sendo eles uma
concentragdo maxima € uma concentracdo minima de cada aminoacido, o desenho
corresponde a um planejamento fatorial 2, no qual apenas quatro ensaios foram necessarios
para avaliar todas as combina¢des. Um controle também foi ensaiado, em duplicata. A
resposta avaliada foi a produgao de acido clavulanico.

As Tabelas 4.3 e 4.4 apresentam, respectivamente, as concentragdes das variaveis

avaliadas e seus niveis utilizados no planejamento.

Tabela 4.3 - Concentracdes dos aminoécidos utilizados no Planejamento Experimental Fatorial 27 para
avaliagdo da producdo de 4cido clavulanico.

Variaveis Concentracio Nivel (-) Nivel 0 Nivel (1)
L-Asparagina gL’ 2,000 0,000 4,000
mM 0,015 - 0,030
gL’ 0,119 0,000 11,910

L-Treonina mM 1,000 - 100,000
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Tabela 4.4 - Matriz de delineamento do Planejamento Experimental Fatorial 2°.

Ensaios Concentracao Concentracao
L-Asparagina L-Treonina
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +
s 0 0

" Controle, realizado em duplicata.

4.6. Preparo das solu¢des de aminoacidos

As solugdes de aminoacidos para a suplementagdo foram preparadas de acordo com as
concentragdes apresentadas na Tabela 4.3, utilizando-se dgua destilada como solvente para a
dilui¢do. Todas as solugdes foram armazenadas em tubos falcon devidamente identificados e,
apos ajuste do pH para 6,8, as solugdes foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 15
minutos.

No periodo de 48 horas de producdo, apos a retirada das amostras relativas a este
tempo de produgdo, as solugdes foram adicionadas ao meio de produgdo. Em cada um dos
Erlenmeyers foi adicionado um volume de 3 mL de cada uma das solugdes, de acordo com a

matriz de delineamento apresentada na Tabela 4.4.

4.7. Metodologia analitica para determinacio da concentracio de AC

Para a determinagdo da concentragdao de acido clavulanico foi utilizado o método
espectrofotométrico proposto por Bird et al (1982), que consiste na leitura
espectrofotométrica no comprimento de onda de 311 nm do produto da derivatiza¢do do acido
clavulanico com o reagente imidazol.

A curva de calibragdo do AC ja havia sido construida em trabalhos anteriores, no
decorrer de projetos de inicia¢do cientifica desenvolvidos na institui¢do de ensino. A mesma
estd apresentada na Figura 5.1.

Para a quantificacdo do AC presente no meio de cultura, aliquotas de 1,5 mL foram
retiradas durante os cultivos, nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas de produgdo. As amostras
foram colocadas em eppendorfs e centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante
foi vertido para outros eppendorfs e imediatamente congelado em freezer a -20°C.

Para a analise, primeiramente as amostras foram descongeladas e as solugdes A, B e C

foram preparadas para cada amostra, conforme descrito na Tabela 4.5. As solugdes A e B se
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referem a duplicata de cada amostra. As solugdes foram preparadas utilizando uma diluicao
de 20 vezes. Estas solugdes foram agitadas e incubadas a 30°C por 15 minutos. Decorrido este
tempo, as absorbancias foram lidas a 311 nm e as diferengas entre as médias das leituras das
solugdes A e B com a solugdo C foram utilizadas para determinar a concentracdo de AC a

partir da curva de calibragao.

Tabela 4.5 - Composicdo das solugdes A, B e C para andlise da producdo de 4cido clavulénico.

Solugio Amostra (mL) Soluciio de Imidazol” (mL) Agua (mL)
A 0,040 2,000 0,760
B 0,040 2,000 0,760
C 0,040 - 2,760

' Composigdo (em agua destilada): Imidazol 60 g.L™".
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Curva de calibracao do acido clavulanico
A curva de calibragdo para quantificacdo de dcido clavulanico ¢ apresentada na Figura

5.1. O valor do coeficiente de correlagdo linear, R%, & aproximadamente 1,0, indicando um

bom ajuste dos dados, além de indicar que o modelo ¢ preditivo.

1,2
y=0,0211x
1 - R>=0,9996

Absorbancia

O T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Concentracio AC (mg/L)

Figura 5.1 - Curva de calibracdo do acido clavulanico.
5.2. Producio de acido clavulanico nos ensaios

O método analitico descrito no item 4.7 foi utilizado para a determinagdo da
concentra¢do de AC produzido nos tempos de producdo de 24, 48, 72, e 96 horas.

Para o célculo da concentragdo, em miligramas de AC por litro, subtraiu-se a
absorbancia média das solugdes A e B da absorbancia obtida para a solugdo C, solugdes estas
cujas composigoes estdo descritas na Tabela 4.5. O valor encontrado foi entdo multiplicado
pela diluicdo utilizada e dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdo do AC,
obtendo-se entdo o valor da produgdo de AC, em mg.L™".

A Figura 5.2 apresenta os perfis de producdo de AC para cada um dos ensaios. Os
valores apresentados se referem a média das duplicatas executadas. O ensaio 5 se refere ao
controle, o qual ndo recebeu nenhuma adi¢do de aminoacidos. A produgdo maxima de AC

obtida em cada ensaio é mostrada na Tabela 5.1.
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Figura 5.2 - Perfis de concentragdo de AC nos ensaios 1, 2, 3,4 ¢ 5.
Tabela 5.1 - Produgdo maxima de AC obtida nos ensaios 1, 2, 3,4 ¢ 5.
Ensaio Produciio de AC (mg.L™") Tempo (h)
1 714 72
2 743 72
3 825 72
4 677 48
5 549 48

A andlise concomitante da Figura 5.2 e da Tabela 5.1 mostra que o ensaio 3
apresentou a maior produgdo em 72 horas (825 mg/L). Os ensaios 1 ¢ 2 também tiveram sua
maior produ¢do em 72 horas (714 e 743 mg/L, respectivamente). Apenas o quarto € o quinto
ensaio (controle) alcancaram a maior producdo no tempo de 48 horas (665 e 549 mg/L,
respectivamente). Em todos os casos houve aumento da produgdo de 24 horas para 48 horas e
queda na produgao de 72 horas para 96 horas. Este resultado ja era esperado, uma vez que, em
diversos trabalhos de producdo de AC, este obteve sua melhor producdo entre 48 e 72 horas, e
queda na produ¢do de 96 horas em diante (SAUDAGAR et al., 2008; ROMERO et al., 1984).

Um fato importante a ser observado através da Figura 5.2, € que o controle, feito sem
qualquer adicdo de aminoécidos, apresentou queda significativa na produgdo de AC de 48
para 72 horas, enquanto os ensaios com adi¢do de aminoacidos obtiveram aumento na
producdo ou, no caso do ensaio 4, mantiveram a produgdo. Isso indicou que a adi¢do de
aminodacidos nos cultivos em 48 horas de producdo contribuiu para a manutenc¢do da produgao
de AC, mesmo apds o periodo de maior produgdo, o de 48 horas. Em geral, apds o consumo

da fonte de carbono, o glicerol, a produ¢do de AC tende a diminuir e as células comegam a
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morrer. A adi¢do de aminodcidos foi importante na manuten¢do da producdo, uma vez que,
mesmo com diminui¢do da concentragdo de glicerol e com poucas células ainda vidveis, a
producdo de AC foi mantida (SAUDAGAR et al., 2008; ROMERO et al., 1984; CHEN et al.,
2003).

5.3. Analise do Planejamento Experimental Fatorial 2’

Como j4 explicitado anteriormente, ap6s 48 horas de producio e, retiradas as amostras
relativas a esse tempo, foram adicionadas solu¢des de aminoacidos ao meio de produgao, de
acordo com o Planejamento Experimental Fatorial 2%, como apresentado na tabela 4.4. Um
ponto central feito em duplicata também foi analisado, sem qualquer suplementagdo de
aminoacidos. A Tabela 5.2 apresenta a matriz do Planejamento Experimental Fatorial 2%, com
todos os pardmetros necessarios para os calculos do planejamento, bem como para a
construcdo dos graficos demonstrativos. Os valores R1 e R2 correspondem a produgao de AC
na duplicata, no tempo de 72 horas, onde as solu¢des de aminoédcidos ja haviam sido

adicionadas. R ¢ o valor médio das duplicatas.

Tabela 5.2 - Matriz de delineamento do Planejamento Experimental Fatorial 2%,

Ensaio Variaveis Resposta
Asn Tre Asn x Tre R, R, R
1 - - + 716,2 712,4 714,3
2 + - - 746,7 739,0 7429
3 - + - 826,7 8229 824,8
4 + + + 649,5 654,3 651,9
5 0 0 0 4314 430,5 431,0

Os efeitos principais foram calculados através da soma de cada valor de R
multiplicado pelo seu respectivo sinal, para Asn e para Tre. O efeito de segunda ordem foi
calculado da mesma maneira, no entanto, cada valor de R foi multiplicado pelo respectivo
sinal da interacao entre os aminoacidos. Os valores obtidos para os efeitos principais e para o
efeito de segunda ordem foram, respectivamente, - 72,15 para a L-Asparagina e + 9,75 para a
L-Treonina e — 100,75 para a interagdo Asn x Tre. Analisando esses valores, pode-se inferir
que a L-Asparagina teve um efeito negativo muito marcante e a L-Treonina teve um efeito
positivo, ndo tao significante.

De acordo com as informacdes contidas na Tabela 5.2, a unica diferenca entre os
ensaios 1 e 2 esta representada pela modificacdo da concentracdo de L-Asparagina. Sendo

assim, a diferenca observada na resposta (742,9 — 714,3 = + 28,6) indicou que a producdo de
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AC aumentou 28,6 mg/L quando a concentracdo de L-Asparagina (Asn) mudou do nivel
inferior (-) para o superior (+), mantendo-se fixa, no nivel inferior, a concentracdo de L-
Treonina (Tre). Uma andlise similar permitiu calcular o efeito da concentracdo de L-
Asparagina quando a concentragdo de L-Treonina foi mantida fixa no nivel superior (ensaios
3 e 4). Nesta analise, o efeito (651,9 — 824,8 = — 172,9) indicou uma diminui¢do de 172,9
mg/L na quantidade de AC produzido, quando a concentracdo de L-Asparagina foi alterada do
nivel inferior (-) para o superior (+). O efeito global apresentado pela varidvel Asn foi obtido
por meio da média aritmética dos efeitos supracitados {[(28,6 — 172,9)/2] = - 72,15]}.

Com caélculos similares aos descritos para Asn, foi possivel verificar o efeito global
para a L-Treonina (+ 9,75), o qual indicou que quando Tre passa do nivel inferior (-) para o
superior (+) a resposta monitorada sofre um aumento de 9,75 mg/L.

A interpretagdo destes resultados pode ser facilitada quando se observa a Figura 5.3,
onde as respostas obtidas para os experimentos realizados estdo representadas graficamente,
como fun¢do das varidveis estudadas. A representagdo geométrica é frequentemente utilizada

e objetiva fornecer uma visao global da atuagdo das varidveis sobre a resposta avaliada.
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Figura 5.3 - Representagio geométrica do Planejamento Experimental Fatorial 27, para o sistema Asn

x Tre, na produgdo de acido clavulanico.

Analisando o grafico geométrico e os célculos citados anteriormente, pode-se concluir
que a produ¢do de AC foi maior no experimento em que a L-Asparagina foi adicionada em
sua menor concentragao e a L-Treonina em sua maior concentragao.

O diagrama de Pareto mostrou a significincia das varidveis e suas interagoes,

utilizando um nivel de confianca de 95%. Analisando este grafico, apresentado na Figura 5.4
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foi possivel confirmar o predito pelos calculos dos efeitos principais e do efeito de segunda
ordem, uma vez que o diagrama mostra que as duas varidveis, bem como a interagdo entre
elas, ultrapassaram o eixo de confianga, indicando que todos tiveram efeito significativo sobre
a producdo de AC. A L-Asparagina teve um efeito significativo, porém negativo, enquanto a
L-Treonina obteve um efeito positivo para a produgdo de AC. A interagdo entre os dois
aminoacidos mostrou um efeito significativo, entretanto, este efeito foi negativo para a

produgdo de AC.

Asn X Tre -38.1744

Tre

Efeito padronizado

Figura 5.4 - Diagrama de Parcto dos efeitos estimados das variaveis sob a producdo de acido

clavulanico, considerando um nivel de confianga de 95%.

Os resultados foram confirmados pela curva de contorno mostrada na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Diagrama de contorno do sistema Asn x Tre na producdo de AC.

A curva de contorno evidenciou que a maior producao de acido clavulanico foi obtida
utilizando-se a maior concentragdo de L-Treonina combinada a menor concentragdo de L-
Asparagina. Nao houve interagdo positiva entre os dois aminoacidos.

E importante ressaltar que, embora o sistema permita evidenciar interagdes entre as
variaveis estudadas, a explica¢ao deve ser fundamentada em argumentos teéricos relacionados
ao processo de produgdo do AC. Assim, no presente trabalho, o aumento da produgdo de AC
evidenciado pela suplementa¢do de L-Treonina, pode ser explicado pela inibicdo das reagdes
anapleroticas que normalmente abastecem este aminodcido na célula, a partir dos
intermediarios do ciclo de Krebs e, portanto, a rota metabodlica ¢ direcionada para a produgao
de AC. No caso da L-Asparagina, também era esperado que esta aumentasse a produgdo de
AC, uma vez que o oxaloacetato, um importante intermediario do Ciclo de Krebs, ¢ um
produto do metabolismo deste aminoacido. Uma provavel explicagdo para o resultado
negativo deste aminoacido pode ser a concentragdo utilizada. Provavelmente as concentragdes
maxima e minima utilizadas para a L-Asparagina niao foram adequadas.

Outro fator importante € o tempo de adicdo dos aminoacidos. O tempo escolhido neste
trabalho pode ndo ter sido o mais adequado, uma vez que a partir de 24 horas de producao ja
havia concentragao significativa de AC, indicando que a producdo efetiva iniciou-se nesse
periodo e, portanto, a adicdo dos aminoacidos em O ou 24 horas proporcionaria uma maior

producdo, visto que no ponto central, de 48 para 72 horas houve declinio na produgdo de AC,
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indicando que a fonte carbono foi exaurida e as células comecaram a entrar na fase de morte

celular.
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6. CONCLUSAO

Com base na andlise da produgdo de 4cido clavulanico para cada um dos ensaios
realizados, foi possivel concluir que ambos os aminodcidos, L-Asparagina e L-Treonina,
apresentaram influéncia na produgdo do antibidtico, uma vez que, a avaliagdo do ponto central
mostrou que de 48 para 72 horas de producdo ocorreu queda na concentracdo de AC
produzida, enquanto que, nos ensaios onde os aminoacidos foram suplementados, essa
concentragdo foi mantida ou aumentou, indicando a importancia dos dois aminoéacidos para
otimizagao da producio.

A andlise do planejamento experimental evidenciou que a influéncia apresentada pela
L-Asparagina e pela interacdo dos dois aminodacidos foi negativa para a produgdo do AC, ja a
L-Treonina influenciou positivamente.

A fim de atingir uma maior produgdo de dcido clavuldnico, futuros trabalhos podem
ser desenvolvidos utilizando diferentes concentragcdes de L-Asparagina, combinado a adigdo
dos aminoacidos no tempo de 0 ou 24 horas de producdo, onde o glicerol ainda esta presente

em concentragdes adequadas e as células ainda estdo vidveis.
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