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RESUMO

O 4cido clavulanico (AC) é um metabolito secundario produzido por uma bactéria Gram-positiva denominada Streptomyces clavuligerus.
Bactérias deste gé€nero sdo conhecidas por produzirem metabdlitos secundéarios com fungdes antimicrobianas e antifiingicas. Este metabdlito
(AC) é um composto de suma importincia, principalmente para a industria farmacéutica, pois possui agdo antibacteriana. E utilizado em
associagdo com outros antibidticos, como a amoxicilina. Sua produgdo ocorre por via fermentativa, sendo necessario controlar o pH ¢ a
temperatura, ja que qualquer variagdo nesses parametros pode comprometer a sua produgdo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia da temperatura e pH na producdo do acido clavulanico utilizando o Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. Para isso, foram
realizados 4 experimentos, de acordo com o planejamento experimental fatorial 22. Este planejamento utilizou a temperatura e o pH como
variaveis independentes ¢ a produg@o de acido clavulanico como variavel dependente. As amostras foram retiradas de 24 em 24 horas e a
producdo de acido clavulanico determinada por método espectrofotométrico. A maior producdo do acido clavulanico (520,24 mg/L) foi
observada em pH 6,7 e temperatura de 19°C em 144h e a maior produtividade (11,87mg/L.h) foi observada em pH 6,7 e temperatura de 27°C

em 24h. A temperatura foi o pardmetro mais significativo, ndo havendo interagdo entre a temperatura e o pH na faixa escolhida.

Palavras-chave: Streptomyces clavuligerus; dcido clavulanico; antibidticos B-lactdmicos; temperatura; pH.



1. INTRODUCAO

O 4cido clavulanico (AC) ¢ um metabolito secundario produzido por uma bactéria Gram-positiva conhecida como Streptomyces
clavuligerus (figura 1). Micro-organismos desta espécie se caracterizam por serem aerobios estritos, filamentosos, primeiramente habitantes do
solo e morfologicamente semelhantes aos fungos [1]. O S. clavuligerus cresce a temperaturas entre 28 a 45°C, sendo de suma importéncia do
ponto de vista industrial, capazes de produzir cerca de 80% dos metabolitos secundarios conhecidos, especialmente antibidticos como os do
tipo B-lactdmicos (cefamicina C, penicilina N, deacetil cefalosporina C e o acido clavulanico) [2,3]. Também sdo reconhecidos por produzirem
alguns compostos com propriedades antibacterianas e antifiingicas, como a alanil clavama e 2-hidroximetil clavama, além de antibidticos ndo
B-lactdmicos, como a holomicina e a tunicamicina [1]. Os diferentes tipos de compostos produzidos por estes micro-organismos sao mostrados

na Figura 2.

Figura 1: Streptomyces clavuligerus visto por um microscopio [4].
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Figura 2: Estrutura quimica dos diferentes compostos quimicos produzidos por Streptomyces clavuligerus (a) Antibidticos tipo clavama; (b)

Antibioticos B-lactdmicos; (¢) Antibidticos ndo B-lactamicos [5].

Os antibidticos B-lactdmicos recebem essa denominag¢do por possuirem em sua estrutura um anel conhecido como anel B-lactamico

(figura 3). Eles sdo divididos em cinco subgrupos de acordo com o radical ligado ao anel. Sdo eles: carbapenemos, clavans, penicilinas,

monobactamicos, e cefamicinas e cefalosporinas (figura 4).

Figura 3: Formula estrutural do anel B-lactamico [6].
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Figura 4: Estrutura dos diferentes subgrupos dos antibioticos B-lactdmicos [6].

Esses antibiticos do tipo B-lactdmico corresponderam a mais de 50% do total de vendas de antibidticos em 2004 [7]. Possuem
atividade antibacteriana, inibindo de forma irreversivel uma enzima conhecida como transpeptidase, presente apenas em bactérias. Esta enzima
¢ responsavel por catalisar a reagdo de transpeptidagdo entre as cadeias de peptideoglicana da parede celular bacteriana, fazendo com que
ocorra a formagdo de ligagdes cruzadas entre as cadeias peptidicas de tal estrutura, conferindo a parede celular uma estrutura rigida importante
para a prote¢do da bactéria. Esses antibioticos constituem a primeira classe de derivados de produtos naturais utilizados no tratamento
terapéutico de infec¢des bacterianas. Possuem amplo espectro de atividade antibacteriana, eficacia clinica e excelente perfil de seguranga. Por
possuirem diferentes subgrupos com ag¢des distintas, os antibioticos B-lactdmicos sdo os agentes mais utilizados para o tratamento das mais

diversas infecgoes [8].

O uso de antibidticos de forma indiscriminada é um dos principais fatores que contribui para o desenvolvimento da resisténcia a
antibidticos por diversos micro-organismos. A principal causa dessa resisténcia ¢ produgdo de enzimas conhecidas como B-lactamases por
esses micro-organismos. Essas enzimas hidrolisam a ligagdo amida do anel B-lactimico, destruindo o local onde os antimicrobianos B-
lactdmicos ligam-se as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), responséaveis pelo passo final da sintese da parede bacteriana, fazendo assim

com que o antibidtico perca sua agdo [9].

O acido clavulanico (AC) foi descoberto em 1976, durante um programa de sele¢do de micro-organismos produtores de compostos f3-
lactdmicos, e foi descrito por apresentar atividade inibitoria de B-lactamases (enzimas produzidas por bactérias resistentes as penicilinas e
cefalosporinas). E constituido por um anel B-lactimico condensado a um anel oxazolidina (figura 5). Apresenta atividade inibitoria das f-
lactamases intracelulares ou extracelulares, atuando geralmente como inibidor competitivo e irreversivel [6, 10, 11]. Embora, o AC seja efetivo
contra um grande espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sua atividade antimicrobiana ndo ¢ muito eficiente quando
comparada com outros antibidticos como tienamicina. Por isso, ele ¢ utilizado associado a outros antibioticos B-lactamicos, que s@o suscetiveis
a agdo da enzima B-lactamase [10]. Um dos medicamentos comercializados no Brasil ¢ o Clavulin® (Glaxo SmithKline do Brasil Ltda.), uma

associagdo de 500 mg de amoxicilina e 125 mg de acido clavulénico.
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Figura 5: Estrutura do acido clavulanico [12].

A producdo do AC ocorre por meio de processos fermentativos utilizando Streptomyces clavuligerus. Diferentes tipos de biorreatores
podem ser utilizados na produgdo deste metabdlito. O método de fermentagdo em semi-batelada ¢ um dos mais utilizados ja que garante uma
maior produtividade e apresenta uma operagao simples. Esse tipo de processo pode ser utilizado para aumentar a massa total de células
(prolongando a fase log) e manter o micro-organismo na fase estaciondria, fase que ocorre a maior taxa de produgdo de metabolitos secundarios
[13]. Diversos estudos na literatura demonstram os efeitos da agitacdo, da transferéncia de oxigénio e da concentragdo de oxigénio dissolvido
na produgdo do AC para esse tipo de fermentagdo [14,15].

A fermentacdo continua ¢ mais eficiente do que o processo em batelada ou semi-batelada em termos de tempo de processamento.
Porém, em termos de produtividade, ela apresenta desvantagens: sua produtividade pode ser reduzida por variagdes genéticas que podem
ocorrer quando a operagdo continua acontece por um longo periodo de tempo e ha também uma grande probabilidade de contaminagio [13].0
unico estudo sobre o cultivo continuo de Streptomyces clavuligerus relatado na literatura ¢ o trabalho de Kirk et a/ (2000) [16] em que os
autores estudaram o fluxo metabdlico do Streptomyces clavuligerus afim de se compreender o processo de produgado de acido clavulanico.

Quanto a rota biossintética de produgdo do AC, sabe-se muito pouco. Apenas uma parte dela é compreendida. Uma via que compreende
algumas sequéncias de reagdes bioquimicas que conduzem a produgdo de AC e clavamas (figura 6) tem sido proposta [17]. Porém, trabalhos

adicionais ainda precisam ser realizados para que seja possivel determinar a via biossintética completa desse metabolito.
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Figura 6: Rota de produgdo do AC [17].

A reagdo de condensagdio de arginina com o D-gliceraldeido-3-fosfato para formar N- (2-carboxietil) arginina (CEA) foi recentemente
elucidada como o passo inicial da via de sintese do AC. Este passo biossintético é catalisado por uma enzima conhecida como sintase
carboxietilarginina TPP dependente codificada pelo gene ceaS. A sintese do anel B-lactdmico a partir de CEA ¢ catalisada pela enzima f3-
lactamico sintetase um novo tipo de enzima dependente de ATP / Mg?*, codificada pelo gene bls. Apos a formagdo do anel B-lactamico, apenas
trés enzimas foram caracterizadas: clavaminato sintetase (CAS), proclavaminato amidinohidrolase (PAH) e a clavaldeido redutase (CAR). O S.
clavuligerus tem duas isoenzimas (CAS1 E CAS2), codificadas pelos genes casl e cas2. A cas2 catalisa a hidroxilagdo do écido
deoxiguanidino-proclavaminico para o acido guanidino-proclavaminico e a ciclizagdo oxidativa do 4cido proclavaminico a acido clavaminico.
A PAH, que hidrolisa o residuo guanidico do acido guanidino-proclavaminico para formar o 4cido proclavaminico ¢ codificada pelo gene pah.
A CAR ¢ susceptivel de ser envolvida na conversdo direta do altamente reativo intermediério clavulanato-9-aldeido em AC e ¢ codificada por
um gene car [18].

A composi¢do do meio de cultura é um pardmetro de suma importancia nos processos celulares, podendo levar a uma maior ou menor
producdo do composto de interesse. A literatura descreve diferentes meios de culturas para a produgdo do AC, sendo os meios que contém
glicerol ou lipideos como fontes de carbono e energia, e farinha ou proteina isolada de soja como fontes de nitrogénio os mais utilizados.

Carboidratos, geralmente, sdo a fonte de carbono mais utilizada pelos micro-organismos para o crescimento celular nos mais diversos
cultivos. Porém, alguns metabolitos secundarios tém sua sintese inibida pelos produtos oriundos do catabolismo desses compostos, acarretando
assim uma diminuigdo na biossintese de antibidticos. O S. clavuligerus ndo é capaz de assimilar glicose uma vez que nao consegue transporta-

la através da membrana plasmatica [6].



Romero et al (1984) [19] analisaram a fung@o do glicerol na formagdo do AC pelo S. clavuligerus. Os autores sugeriram que o glicerol é
convertido em gliceraldeido-3P e utilizado como precursor de carbono do anel C3 da molécula de AC. Gouveia et a/ (2001) [20] também

analisaram cultivos com glicerol como fonte de carbono, concluindo que a melhor concentragio de glicerol foi 20g/L.

Um fator de suma importincia nos processos fermentativos para a producdo do AC ¢é a temperatura, pois exerce influéncia tanto no
crescimento microbiano quanto na produgdo do composto de interesse. O modelo matematico conhecido como equag@o de Arrhenius pode ser

utilizado para expressar a influéncia da temperatura na constante de velocidade de uma dada reagio:
k=k,— e rr Equacdo 1
Onde:
k: constante da velocidade da reagdo a temperatura absoluta T (h™!)
ko fator pré-exponencial ou fator de frequéncia (h™")
Ea: energia de ativagdo (J/mol)
R: constante dos gases ideais (8,3 14J/mol. K)
T: temperatura absoluta (K)

Trabalhos cientificos sugerem que a redugdo da temperatura de cultivo aumenta a viabilidade celular, reduz a velocidade especifica de
consumo de substrato, diminui a solubilidade do oxigénio, além de diminuir a atividade de muitas proteases contribuindo para o aumento na
producdo da biomolécula de interesse [21,22]. A produgdo do acido clavulanico utiliza temperaturas de 25 a 30°C [13 e 23]. Porém,
temperaturas mais altas como 28 ou 30°C fazem com que o AC seja degradado, uma vez que sua velocidade de degradagdo aumenta
exponencialmente com o aumento da temperatura, como mostra a equagdo acima (equagdo 1).

Outro fator determinante na produgio do acido clavulanico ¢ o pH. Devido a sua estrutura molecular ser susceptivel a hidrolise acida e
bésica, o AC ¢ estavel em condi¢des neutras de pH, sendo a produgdo dele geralmente realizada em pH 6,8 aquele no qual o micro-organismo
apresenta seu crescimento 0timo, aliado a uma baixa degradagdo do AC [24]. Porém, o AC tem se mostrado mais estdvel em pH igual a 6,2 em
solugdo aquosa [25]. Da mesma forma que a temperatura, o crescimento 6timo do microrganismo ocorre em um pH diferente daquele onde o
4cido apresenta maior estabilidade. E vélido ressaltar que ndo h na literatura relatos do pH de estabilidade do AC em meios de cultura, apenas

em solugdes aquosas como dito anteriormente.

2. JUSTIFICATIVA DO PROJETO

O AC ¢é um metabélito secundario produzido pelo Streptomyces clavuligerus de valor comercial por possuir acdo antibacteriana,
inibindo a atividade das f-lactamases, enzimas produzidas por bactérias resistentes as penicilinas e cefalosporinas. Diversos estudos analisaram
a produgdo do AC em diferentes meios de cultura afim de determinar a melhor composi¢do do meio para produgio, porém poucos trabalhos

investigaram a influéncia da temperatura e pH no processo de produgdo do AC. Esses dois pardmetros podem aumentar de forma significativa a



producdo do AC. Portanto, um estudo que avalie a influéncia da temperatura e pH na produgdo do AC, encontrando condigdes otimas, pode

otimizar o processo.

3.0BJETIVOS

O presente trabalho apresenta como objetivo geral estudar a influéncia da temperatura e pH na produgdo de acido clavulanico (AC),

utilizando o Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.
3.1. Objetivos especificos
Os objetivos especificos sdo:

v' Identificar a melhor temperatura para a produgdo do 4cido clavulanico por meio do planejamento experimental estatistico fatorial

v" Identificar o melhor pH para a produgio do acido clavulanico por meio do planejamento experimental estatistico fatorial

4. MATERIAS E METODOS

4.1. Micro-organismo

O microrganismo utilizado para a realizacdo dos experimentos foi o Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 preservado no nitrogénio
liquido. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Biotecnoldgico e no Laboratdrio de Cultura Celular do Campus Alto Paraopeba na

Universidade Federal de Sao Jodo Del-Rei.

4.2. Meios de cultura

Foram utilizados dois diferentes meios de cultura durante os cultivos: meio de cultura de reativagdo proposto por Rosa et al (2005)
[26], e 0 meio de cultura de crescimento e produgdo proposto por Teodoro et al (2006) [27] (tabelas 1 e 2, respectivamente). O meio de
reativacdo teve seu pH ajustado para o valor 6,8. Ja os meios de crescimento e produgdo tiveram os seus valores de pH ajustados de acordo

com o planejamento experimental descrito na Tabela 3.



Tabela 1: Composigdo do meio de reativagdo

Componentes Concentracio (g/L)
Glicerol 21,0

Peptona bacteriologica 10,0

Extrato de levedura 1,0

Extrato de malte 10,0

Tampao MOPS 15,0

KoHPO, 0,8

MgS04.7H,O 0,75

Solugdo de sais* (mL/L) 1,0

Agar nutriente 20,0

*Composigdo (g/L em agua destilada): MnCl2.4H>0, 1,0; FeSO4. 7H20, 1,0; ZnSO 4. 7TH,0, 1,0; agua destilada.

Tabela 2: Composigdo do meio de cultura de crescimento ou produgao.

Componentes Concentragio (g/L)
Glicerol 15,0

Extrato de levedura 1,00

Proteina isolada de soja 20,0

Tampao MOPS 21,0

K>,HPO4 0,5

FCSO4.7H20 0,4

MgSO4. TH,O 0,4

Solugdo de Sais* (mL/L) 1,0

*Composi¢ao (g/L em agua destilada): MnCl».4H,0, 1,0; FeSOs4. 7H>0, 1,0; ZnSO 4. 7TH,0, 1,0; dgua destilada.

Tabela 3: Valores de temperatura e pH utilizados para medidas de concentrag¢do de acido clavulanico.

Ensaio Variavel 1 (T°C) Variavel 2 (pH) Variavel 1 (T°C) Variavel 2 (pH)
1 1 -1 27 6,3
2 1 1 27 6,7
3 -1 -1 19 6,3
4 -1 1 19 6,7

4.3.Manutenc¢io do micro-organismo

Uma quantidade de células de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 armazenadas em nitrogénio liquido foi transferida, com o auxilio
de uma al¢a de platina, para placas de petri contendo meio de reativagdo (tabela 1) acrescido de agar 20 g/L. As placas foram incubadas, em
estufa bacteriologica, a 30°C por aproximadamente 5 dias para crescimento das colonias. A cepa foi mantida através da transferéncia semanal

de colOnias para novas placas de Petri contendo o meio de reativac@o acrescido de 20g/L de agar.

4.4.Cultivos em mesa incubadora rotativa

A placa contendo coldnias de Streptomyces clavuligeurs incubada durante 5 dias foi lavada com 3 mL de meio de reativagdo. A

suspenséo contendo células foi transferida para erlenmeyer de 250 mL contendo 22,5 mL do meio de reativagéo (tabela 1) e incubado por 24h a
9



250 rpm na temperatura desejada. Apos o periodo de incubagdo, 2,5 mL de suspensdo do meio de reativagdo foram retirados e transferidos para
erlenmeyers de 250 mL que continham 22,5 mL de meio de crescimento (tabela 2), e incubado durante 24h a 250 rpm. Passado esse tempo, 5
mL da suspensdo do meio de crescimento foram transferidos para erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL de meio de cultura de produgio.
Esses erlenmeyers foram incubados a 250 rpm, dando inicio a etapa de produgdo de AC. O pH do meio e a temperatura utilizada nesta fase
seguiram planejamento experimental fatorial apresentado na Tabela 3. Foram retiradas 2 mL de amostra a cada 24 horas. Essas amostras foram

centrifugadas a 15000 rpm por 10 min, sendo o pellet descartado e o sobrenadante congelado para determinar a produgdo do AC.

4.5.Analise da concentracao de AC

A concentragdo de AC foi analisada pelo método espectrofotométrico proposto por Bird ef al (1982) [28]. Neste método, a concentragdo
de AC ¢ avaliada por analise espectrofotométrica através da formacéo do produto de derivatizagdo de AC com imidazol. Em um tubo de ensaio
foi adicionado 1,0 mL de amostra e 2 mL de imidazol. A solugdo foi incubada durante 15 min a 30°C, em banho-maria. Passado esse tempo,
as amostras tiveram suas absorbancias medidas no comprimento de onda 311nm. O branco foi constituido de 1,0 mL da amostra mais 2 mL de
agua, incubado durante 15 minutos a 30°C. As amostras foram diluidas com agua afim de se evitar que o valor da absorbancia medido

ultrapassasse 1. A concentragdo de AC foi calculada utilizando a equagéo 2.

[AC] = [(Abs1 — Abs2) X fator de dilui¢io] + 0,021  Equagdo 2
Onde:
Abs1- média da absorbancia da amostra

Abs?2— absorbancia do branco.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados 4 cultivos de acordo com as condigdes de temperatura e pH indicados na Tabela 3. As temperaturas e os valores de pH
escolhidos foram baseados em conhecimentos prévios de que o AC apresenta boa produgdo em temperaturas que variam de 20°C a 30°C e pH
entre 6,0 ¢ 7,0. A Tabela 4 e a Figura 7 apresentam, respectivamente, os resultados da produgdo do acido clavulanico e as produtividades
obtidas nas condigoes testadas.

As maiores producdes do AC foram obtidas nos ensaios 4 (19°C e pH 6,7) e 2 (27°C e pH 6,7): 520,24 mg/L (144 horas) e 413,09 mg/L
(48 horas), respectivamente. As maiores produtividades também foram obtidas nestes ensaios: 3,61 mg/L.h (ensaio 4 em 144h) e 11,87 mg/L.h
(ensaio 2 em 24h). Para os cultivos realizados com temperatura igual a 27°C (ensaios 1 e 2), a maior produgdo de AC foi obtida em 48h. Apds
esse tempo, observou-se o decréscimo na producdo do acido clavulanico, por este motivo a amostra retirada no tempo de 96h ndo foi analisada
(figura 7 e tabela 4).

Nos cultivos 3 e 4 realizados a 19°C, foi possivel observar que a produgdo do acido clavulanico teve inicio a partir de 48h, tempo inicial
necessario para que a cultura de S. clavuligerus se adaptasse e comegasse a sintetizar o AC, fazendo entdo com que sua produgdo ocorresse
apos esse tempo. O ensaio 3 (19°C e pH 6,3) obteve uma melhor produgdo (17,6 mg/L) e produtividade (0,37 mg/L.h) em 48h se comparado ao
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ensaio 4 (19°C e pH 6,7), entretanto, este ensaio comparado aos demais, apresentou a pior produgdo e produtividade do &cido clavulanico

(figura 7).
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Figura 7: Produgdo do 4cido clavulanico nos quatro ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental (tabela 3).

Tabela 4: Produtividade (mg/L.h) do 4cido clavuldnico em diferentes tempos para cada ensaio do planejamento experimental.

Ensaios 24h 48h 72h 96h 120h 144h
1 4,77 7,99 4,58 * * &
2 11,87 8,61 4,39 * * *
3 @ 0,37 0,198 0,104 0,019 0
4 * 0,09 1,11 2,45 3,53 3,61

*ndo foram realizadas anélises do AC visto que ndo ocorre producdo deste nestes tempos.

A temperatura de 27°C favoreceu a produgéo de acido clavulanico em 24 e 48 horas, ja a temperatura de 19°C favoreceu a produgio de
acido clavulanico apds 48 horas de cultivo (figura 7). Para o tratamento estatistico dos dados foi necessario escolher um tempo para analisar a
influéncia das variaveis independentes na produgdo do acido clavulanico. Em 24 horas apenas os ensaios 1 e 2 produziram o acido clavulanico,
a partir de 120 horas a produgdo do é4cido clavulanico foi relevante apenas para a condi¢do 4. Em 48 horas, a melhor produtividade
(8,61mg/L.h) do acido clavulanico foi 2,4 vezes maior que a melhor produtividade obtida em 144 horas 3,61 mg/L,h (ensaio 4). Portanto o

tempo de 48 horas foi escolhido para analisar, estatisticamente, a influéncia da temperatura e pH na produgio do acido clavulanico.
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Tabela 5: Respostas do acido clavulanico (mg/L) e (mg/L.h) de acordo com as variaveis analisadas em 48h.

Ensaios Variaveis Resposta 1 Resposta 2
pH T pHxT Concentragiio de AC Produtividade (mg/L.h)
(mg/L)
1 6,3 (-1) 27 (+1) - 383,81 7,99
2 6,7 (+1) 27 (+1) + 413,09 8,61
3 6,3 (-1) 19 (-1) + 17,6 0,37
4 6.7 (+1) 19 (-1) - 4,76 0,09

Ao analisarmos os dados da Tabela 5, foi possivel observar que a tnica diferenca entre os ensaios 1 e 2 foi a mudanga do valor de pH.
Assim, a diferenca observada na resposta (413,09 — 383,8) indicou que houve um aumento de 29,28 mg/L na produ¢do do AC quando o pH
altera do nivel inferior (-) para o nivel superior (+) mantendo a temperatura fixa. Se fizermos uma analise similar para os ensaios 3 e 4 onde
mais uma vez o pH variou e a temperatura manteve constante, observamos que houve um decréscimo de 12,84 mg/L na produgéo do AC (4,76
—17,6) quando o pH altera do nivel inferior (-) para o superior (+).

Comparando os ensaios 2 e 4 que utilizaram mesmo pH, mas diferentes temperaturas, observamos que houve um decréscimo (4,76 -
413,09) de 408,33 mg/L quando a temperatura alterou do nivel superior (+) para o nivel inferior (-). A mesma analise pode ser repetida para os
ensaios 1 e 3 que utilizaram mesmo pH, mas diferentes temperaturas (17,6 - 383,81) obtendo também uma queda de 366,21 mg/L na produgdo
do acido quando a temperatura alterou do nivel superior (+) para o nivel inferior (-). Estes resultados permitiram concluir que ambas as
variaveis influenciaram na produgio do AC, porém, a temperatura influenciou de forma mais significativa que o pH.

As respostas obtidas durante os experimentos para as alteragdes das variaveis independentes estdo representadas graficamente na Figura

8 ¢ a analise desta figura refor¢a os resultados descritos acima
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Figura 8: Produgdo do acido clavulanico no tempo de 48h nas diferentes condig¢des testadas.

Ao analisarmos os dados presentes na Figura 8, podemos observar que o pH nfo apresentou o mesmo efeito quando analisado
para os niveis inferiores (19°C) e superiores (27°C) da temperatura para o tempo escolhido (48 horas de cultivo). E possivel perceber que
quando aumentamos a temperatura mantendo-se fixo o pH, a produc@o do AC também aumenta, fazendo entdo com que a temperatura possua
um efeito positivo marcante. J4 quando aumentamos o pH mantendo-se fixo a temperatura, observamos que para a temperatura de 19°C ha uma
queda na producdo do AC ao passarmos do pH 6,3 para o 6,7 e para a temperatura de 27°C ha um aumento na produgdo do AC ao alterar o pH
de 6,3 para 6,7. Porém este aumento é menos significativo pois apresenta uma pequena variagdo. Os resultados desta andlise permitiram
concluir que a melhor producdo do AC deve ser obtida no ensaio com a maior temperatura ¢ maior pH (27°C e pH 6,7). Isto pode ser
visualizado na Figura 10, curvas de contorno para a produgdo do AC. A Figura 9 representa um Grafico de Pareto onde é possivel analisar mais

uma vez a influéncia dos pardmetros temperatura e pH na produgdo do AC.
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Figura 9: Diagrama de Pareto (a linha vertical define 95% do intervalo de confianga).

Ao analisarmos o diagrama de Pareto, observamos que no intervalo de confianga escolhido (95%) apenas a temperatura foi
significativa estatisticamente. O pH estd bem abaixo do limite de confianga estabelecido (p=0,5) ndo sendo significativo estatisticamente. Ja o
pH e a sua interagdo com a temperatura aparecem muito proximos ao limite de confianga, podendo ser significativos se a faixa escolhida de

pH fosse aumentada.
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Figura 10: Curva de contorno em fung¢éo da temperatura ¢ pH para analise da produgéo do acido clavulanico no tempo de 48h.
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Analisando a Figura 10, observamos que a maior concentragdo do acido clavulanico ocorreu na faixa de temperatura de +0,8 a +1,2,
independente do pH e que a temperatura de 27°C (+1) estd dentro desta faixa.

Costa et al (2010) [6] avaliaram a producdo do AC em batelada utilizando trés diferentes temperaturas 30, 25 e 20°C. A melhor
producdo de acido clavulanico foi obtida na temperatura de 20°C, 925,0 mg/L em 156 horas, e a menor produgdo de AC foi obtida na
temperatura de 30°C 168,7 mg/L em 72 horas. Este resultado confirma os dados deste trabalho: a produgao do acido clavulanico é favorecida
em temperaturas menores, entretanto o longo tempo de cultivo pode ndo ser economicamente viavel.

De acordo com Santos et a/ (2009) [29] a faixa de estabilidade do acido clavulénico esta entre pH 6,0 e 7,2. Os resultados encontrados
neste trabalho foram condizentes com estes dados, visto que em ambos os valores de pH analisados (6,3 e 6,7) houve produgdo do AC, sendo o

pH 6,7 o que apresentou maior produgo.

6. CONCLUSOES

v A temperatura de 27°C favoreceu a produ¢io do 4cido clavulanico no inico do cultivo (48 horas) apresentando alta produgio (413,09
mg/L) e produtividade (8,61 mg/L.h) neste tempo.

v A temperatura de 19°C apresentou maior produgdo do 4cido clavulanico (520,24 mg/L) ap6s um longo periodo de cultivo, 144 horas,
porém apresentou baixa produtividade neste mesmo tempo (3,61 mg/L.h).

v' A temperatura possui maior influéncia que o pH na produgdo do 4cido clavulanico, sendo entdo o principal pardmetro que deve ser
controlado durante a produgédo deste.

v" O pH para o tempo de 48 horas ndo interferiu na produgio do 4cido clavulanico.

v" Ambos os valores de pH analisados (6,3 e 6,7) houve produgdo do AC, sendo o pH 6,7 o que apresentou maior produgio.
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