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Determinacéo do pH e temperatura 6timos para a prod  utividade
do acido clavulanico utilizando o Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064

Determination of pH and temperature optimum on the productivity of
clavulanic acid using Streptomyces clavuligerus ATCC 27064

Juliana Junqueira Pinelli*
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Resumo: O acido clavulanico (AC) é um metabdlito secundario produzido pela bactéria Gram-
Positiva Streptomyces clavuligerus. E um composto de suma importancia, principalmente para
a industria farmac@utica, pois possui acdo antibacteriana. E utilizado em associacdo com
outros antibiéticos, como a amoxicilina. Sua producdo ocorre por via fermentativa. O pH e a
temperatura do meio sdo parametros relevantes que podem comprometer a producdo deste
metabolito. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da temperatura e do pH
na producao de &cido clavulanico a partir de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. Para
isso, um ndmero minimo de experimentos foi desenhado com diferentes valores de pH e
temperatura utilizando o planejamento experimental estatistico, delineamento composto central
rotacional, DCCR, tendo como variaveis pH e temperatura e como resposta a produtividade do
acido clavulanico. Amostras foram retiradas a cada 12 horas e a producédo de &cido clavulanico
determinada por método espectrofotométrico. O cultivo realizado em pH 6,7 e temperatura
27°C apresentou maior produtividade do &cido clavulanico.

Palavras-chave : Delineamento composto central rotacional. Antibiético. Metodologia de
superficie de resposta. Bioprocessos

Abstract: Clavulanic acid (CA) is a secondary metabolite produced by the Gram-Positive
bacteria Streptomyces clavuligerus. It is a compound of great importance, mainly for the
pharmaceutical industry, because it has antibacterial activity. It is used in combination with other
antibiotics such as amoxicillin. Its production occurs by fermentation. The pH and temperature
of the medium are relevant parameters that can compromise the production of this metabolite.
The aim of this study was to evaluate the temperature and pH influence on the clavulanic acid
productivity by Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. For this, a minimum number of
experiments were designed with different values of pH and temperature using statistical
experimental design, central composite rotational design (CCRD) having as variables pH and
temperature and as response the clavulanic acid productivity. Samples were collected every 12
hours and the clavulanic acid production was determined by spectrophotometric method. The
cultivation carried out at pH 6.7 and temperature 27°C showed the highest clavulanic acid
productivity.
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1 INTRODUCAO

O acido clavulanico (AC) é um antibiotico de amplo espectro com atividade
inibitéria das B-lactamases; Enzimas produzidas por bactérias resistentes a acdo dos
antibidticos B-lactamicos. A molécula do &cido clavulanico é formada por um anel -
lactdmico condensado a um anel oxazolidina (Fig. 1). O acido clavulanico apresenta uma
pequena atividade antibidtica, mas potente atividade inibitéria das B-lactamases. Portanto,

0 acido clavulanico comercializado € associado a amoxicilina (JENSEN, 2012).

Figura 1- Estrutura molecular do acido clavulanico. A = anel oxazolidina, e B = anel B-lactamico.
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Fonte : Modificado de Pubchem (2017).

O &cido clavulanico é um metabdlito secundario produzido pelo Streptomyces
clavuligerus. O S. clavuligerus € uma bactéria Gram-Positiva, isolada a partir do solo,
morfologicamente semelhante aos fungos filamentosos. Este micro-organismo € aerobio
estrito, cresce a temperatura 6tima de 28 a 45°C, e néo utiliza a glicose como fonte de
carbono (SAUDAGAR et al., 2008). Temperatura de fermentagéo, pH do meio de cultivo,
agitacdo, aeracao, concentracdo do produto, fonte de carbono e outros componentes do
meio de cultivo sdo parametros que influenciam a producdo do acido clavulanico e de
outros antibiéticos (PEREIRA e OLIVEIRA, 2016).

O éacido clavulanico pode ser produzido, a partir do S. clavuligerus, utilizando

diferentes tipos de reatores e modos de fermentacdo: Lavarda et al. (2008) estudaram a
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producéo de &cido clavulanico utilizando biorreator tipo torre e células imobilizadas. Costa
e Baldino (2015) avaliaram a producéo de acido clavulanico empregando a fermentacao
extrativa como alternativa para diminuir a degradacdo do acido clavulanico e seu efeito
inibitério sobre sua prépria sintese. Saudagar e Singhal (2008) analisaram a influéncia de
alguns nutrientes e a estratégia de alimentagéo na producao do &cido clavulanico. Costa e
Baldino (2012) estudaram a producdo de acido clavulanico em batelada com e sem
pulsos de glicerol em diferentes temperaturas. Chen et al. (2003) investigaram o efeito da
adicdo de glicerol, arginina e ornitina, separadamente ou simultaneamente, na producao
do AC. A manipulagdo genética também € utilizada para aumentar a sintese do &cido
clavulanico (ZHIHAN e YANPING, 2006; SONG et al.,, 2010; QUIN et al.,, 2017).
Entretanto, poucos estudos avaliaram a influéncia da temperatura e pH na producéo do
acido clavulanico.

A temperatura interfere no metabolismo microbiano, na produgéo e estabilidade
do composto de interesse. Micro-organismos psicrofilos apresentam temperatura 6tima
abaixo de 20<C; os mesdfilos, como € o caso do S. clavuligerus, apresentam temperatura
6tima entre 20 a 50C; e os termofilos apresentam s ua temperatura 6tima acima de 50<C.
Se o0 cultivo for realizado em uma temperatura superior a temperatura 6tima de
crescimento do micro-organismo, € provavel que a velocidade de crescimento diminua e
ocorra a morte térmica das células. Por outro lado, o emprego de temperatura inferior a
temperatura 6tima de crescimento do micro-organismo diminui a afinidade pelo substrato,
limitando o crescimento celular e consequentemente a producao do produto (NEDWELL,
1999). A producéo do acido clavulanico, geralmente, utiliza temperaturas de 25 a 30°C
(BAPTISTA-NETO et al., 2005; JIANG et al., 2004). Entretanto, temperaturas entre 28 a
30°C favorecem a degradacdo do AC. A velocidade de degradacdo do AC aumenta
exponencialmente com o aumento da temperatura, seguindo o modelo da Equacéo de
Arhenius. Devido a susceptibilidade a hidrélise acida e basica, o AC é estavel em pH
neutro. Os valores de pH mais utilizados para producdo do AC estéo entre 6,5 a 7,0,
sendo 6,8 o pH mais utilizado (COSTA e BADINO, 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura e pH na producao
do AC pelo S. clavuligerus, utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR).
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2 METODOLOGIA
2.1 Micro-organismo

Células vegetativas de Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 armazenadas a -
80°C foram descongeladas e transferidas para placas de Petri contendo meio de
reativacdo (Tabela 1, Figura 2) acrescido de agar 20 g.L™*. As placas foram incubadas a

29 + 1 °C, durante 7 dias sob condi¢des aerdbicas.

2.2 Meio de Cultura

As Tabelas 1 e 2 apresentam a composi¢cao do meio de reativagao, crescimento e
producéo, respectivamente (ROSA et al., 2005; TEODORO et al., 2006). O pH do meio de
reativacao foi ajustado para 6,8, enquanto o pH do meio de crescimento e producao foram
ajustados de acordo com a Tabela 3. Os meios foram autoclavados a 121°C, durante 15

minutos.

Tabela 1- Composi¢céo quimica do meio de reativacéo.

Substancia Concentracdo (g.L ™)
Glicerol 15,0
Peptona bacteriolégica 10,0
Extrato de malte 10,0
Extrato de levedura 1,0
MOPS (3-[N-morfolino]propano -acido sulfénico) 21,0
Solucdo de sais 1mL

Solugéo de sais: 0,75 g MgS0O,.7H,0, 1 mg MnCl,.4H,0, 1 mg FeSO,. 7H,0O, 1 mg ZnSO 4. 7H,0, para 1 L
de solucéo.
Fonte: Rosa et al. (2005).

Tabela 2 — Composicao quimica do meio de crescimento e producao.

Substancia Concentragao (g.L‘l)
Glicerol 15
Extrato de levedura 1,0
Proteina isolada de soja 20,0
MOPS 21
K,HPO, 0,5
FeS0,.7H,0 0,4
MgS0, ;H,0 0,4
Solugdo de sais 1mL

Solucgéo de sais: 0,75 g MgS0O,.7H,0, 1 mg MnCl,.4H,0, 1 mg FeSO,. 7H,0O, 1 mg ZnSO 4. 7H,0, para 1 L
de solucéo.
Fonte: Adaptado de Teodoro et al. (2006).
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2.3 Preparo do in6culo

Uma colbnia de S. clavuligerus foi retirada da placa de Petri, obtida conforme
descrito no Item 2.1, e transferida para uma nova placa contendo meio sélido de
reativacdo. Esta nova placa foi incubada a 29 + 1 °C, durante 5 dias para formacgédo de
novas col6nias. No quinto dia, 5 mL de meio de crescimento foram adicionados a placa
contendo as col6nias. A seguir, as coldnias foram recuperadas com o auxilio de uma alca
de Drigalski, originando uma suspens&o celular 3 mg.L™" de concentracéo celular. Trés
mililitros (3 mL) desta suspenséao celular foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL
contendo 22 mL do meio de crescimento (Tabela 2, Figura 2). Os frascos foram incubados
a 29 °C, a 250 min, durante 12 horas para obtencéo do pré-inéculo.

Foram preparados 11 frascos erlenmeyers de inoculo, um para cada condi¢cdo do
planejamento experimental (Tabela 3). Trés mL de pré-indculo foram transferidos para
frascos erlenmeyers contendo 22 mL do meio de producdo (Tabela 2). O pH e a

temperatura do indculo seguiram o planejamento experimental (Tabela 3).

Figura 2- Preparo do pré-in6culo. A- Células vegetativas de S. Clavuligerus do criotubo transferidas do
criotubo para uma placa de Petri contendo meio de reativacéo, utilizando uma alca de platina. A placa foi
incubada a 29 °C durante 7 dias. B- Uma colénia foi retirada da placa de Petri e estriada em uma nova placa
contendo o0 meio de reativacdo, a placa foi incubada, novamente, a 29 °C durante 5 dias. C- Apds este
tempo, todas as coldnias foram removidas da placa de Petri com o auxilio de uma alca de Drigalski e adicao
de 5 mL do meio de crescimento. D- Trés mL da suspensdo celular foram retirados e transferidos para
frascio erlenmeyer contendo 22 mL do meio de crescimento. Este frasco foi incubado a 29°C, 12 horas e 250
min™.
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Fonte: Autores (2017)
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2.4 Planejamento experimental

A producdo do acido clavulanico foi investigada utilizando o delineamento
composto central rotacional (DCCR), com duas variaveis independentes, pH e
temperatura, em 5 niveis diferentes (Tabela 3). Onze experimentos foram realizados
utilizando o DCCR: fatorial 2% + 4 experimentos nos pontos axiais e 3 experimentos no
ponto central (repeticéo).

O programa Stastistical Stat software 13 foi utilizado para realizar o tratamento

estatistico dos dados.

2.5 Producéao de acido Clavulanico

A etapa de producado teve inicio transferindo 5 mL do inoculo para frascos
erlenmeyers de 500 mL contendo 45 mL do meio de producgédo. Estes frascos foram
agitados a 250 min™, durante 108 horas. O pH e a temperatura do meio de producéo
seguiram o planejamento experimental (Tabela 3). Para cada cultivo foi utilizado um
frasco contendo 50 mL de meio de fermentacdo. As amostras foram retiradas em cabina
de seguranca bioldgica, e ap6s cada retirada o frasco retornava para a incubadora.

Aliquotas de 2 mL foram retiradas a cada 12 horas dos cultivos durante 108 horas.
Imediatamente apds a retirada, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g, 4°C durante
15 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado para dosagem de acido clavulanico e

glicerol.

2.6 Dosagem de acido clavulanico

O acido clavulanico foi quantificado utilizando o meétodo espectrofotométrico
proposto por BIRD et al. (1982). Brevemente, 2 ml de solucdo de imidazol (60 g L™ pH
6,8) foram adicionados a 400 puL do sobrenadante. A mistura foi agitada e incubada a
30°C durante 15 minutos, em banho-maria. O produto da derivatizacdo de AC com
imidazol foi detectado a 311 nm utilizando o espectrofotometro. A concentracdo de acido
clavulanico nas amostras foi determinada utilizando a curva padrédo. A curva padrao foi
construida utilizando o acido clavulanico comercial (Amoxicilina + Clavulanato de potassio

500mg +125 mg, EMS). A analise foi realizada em duplicada.
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2.7 Dosagem de glicerol

O consumo de glicerol foi determinado utilizando um Kit colorimétrico de GPO-PAP
triglicérides (Doles), as amostras foram analisadas em duplicada. Em um tubo de ensaio
foram adicionados 10 puL do reagente enzimatico e 1,0 ml do sobrenadante. A seguir, a
mistura foi agitada e incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos. Decorrido este
periodo, a absorbancia das amostras foi medida a 505 nm. Glicerol (Synth) foi utilizado
para construir curva padrao. A concentracao de glicerol nas amostras foi obtida a partir da

curva padréao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Onze experimentos foram realizados utilizando o delineamento composto central
rotacional (DCCR), fatorial 2° + 4 experimentos nos pontos axiais e 3 experimentos no
ponto central (repeticdo). As Figuras 3 e 4 apresentam a cinética de producédo e a
produtividade do AC, respectivamente.

O Figura 3 apresenta a producédo de acido clavulanico dos 11 ensaios durante o
cultivo. A menor producdo de AC, inferior a 100 mg.L™, foi detectada nos ensaios 3 (32
°C e pH 6,4) e 4 (32 °C e pH 6,9). JA& a maior producdo de AC foi observada nos ensaios
9,10 e 11 (27 °C e pH 6,7) em 60 horas, aproximadamente 580 mg.L™.

Figura 3 - Produgédo de acido clavulanico determinada nos 11 ensaios do delineamento composto central
rotacional variando a temperatura e pH. Os ensaios foram realizados de acordo com o planejamento
experimental, DCCR. Amostras dos cultivos foram retiradas a cada 12 horas durante 108 horas para
quantificacdo da concentracédo do acido clavulanico.
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Fonte : Autores (2017)
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A produtividade volumétrica é um parametro cinético que analisa a concentracao
de produto pelo tempo de fermentacdo. A produtividade volumétrica do acido clavulanico
(Qp) foi calculada utilizando a Equacéo 1. Os resultados obtidos estdo apresentados no

Figura 4.

Q _concentracio do produte recuperado lfﬂlg.i-_'-}lf-' (1)
B= J termpo do processo (k)

A maior produtividade volumétrica do &cido clavulanico, 11 mg.Lth?, foi
apresentada pelos ensaios 9, 10 e 11 (27°C e pH 6,7). Os ensaios 3 e 4 apresentaram a
menor produtividade volumétrica, aproximadamente 2 mg.L-.hY. Como estes ensaios

apresentaram a menor producdo do acido clavulanico durante todo o cultivo, este

resultado ja era previsto.

Figura 4- Produtividade volumétrica do é&cido clavulanico (Q,) apresentada pelos 11 ensaios do
delineamento composto central rotacional variando a temperatura e pH. Os ensaios foram realizados de
acordo com o planejamento experimental, DCCR.

m0H m12H w24H m36H w48H w60H m72H m84H m96H w108 H
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Fonte: Autores (2017)

A influéncia das variaveis independentes, temperatura e pH, sobre a variavel
dependente Quac (produtividade volumétrica do acido clavulanico mg.L™".H™) foi avaliada
utilizando o DCCR (Tabela 3).
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Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental DCCR. Valores das variaveis independentes temperatura
(T) e pH (codificadas e reais) e respostas, produgéo AC ( mg.L'l) e produtividade do AC (Qp mg.L'l.h'l) para
cada ensaio realizado. A resposta utilizada foi obtida em 48 horas de cultivo.

Ensaios Variaveis codificadas Variaveis reais Respostas
T(°C) pH T(°C) pH AC mg.L™ Qpmg.Lth?
1 -1 -1 22 6,4 62,85 1,31
2 -1 1 22 6,9 303,33 6,32
3 1 -1 32 6,4 90,00 1,88
4 1 1 32 6,9 99,70 2,00
5 -1,41 0 20 6,7 117,38 2,40
6 1,41 0 34 6,7 9,05 0,11
7 0 -1,41 27 6,3 424,17 8,84
8 0 1,41 27 7,0 233,93 4,88
9 0 0 27 6,7 543,81 11,82
10 0 0 27 6,7 546,19 11,26
11 0 0 27 6,7 523,33 10,82

Fonte: Autores (2017)

A Tabela 4 apresenta os coeficientes de regressao, erros padrao e limites de
confianga para a Qpac obtida em 48 horas. Estes dados foram utilizados para construir o
modelo matematico de segunda ordem a partir das variaveis estudadas, Equacao 2.

Qp(mgLl™IH™1) = 11,30 — (T%x5,32) — (pH?x2,51) (2)

Tabela 4- Resultados do coeficiente de regressao, erro padréo e limites de confianca no estudo do efeito da
temperatura e pH na produtividade do acido clavulanico.

Parametros Coeficiente de Erro padrdo Limite de confianga Limite de confianca

regressao (-95%) (+95%)

Média* 11,30 1,086655 8,50667 14,0933
T(°C) (L) -0,875 0,665437 -2,58413 0,83699

T(°C) (Q)* -5,317 0,7920 -7,35348 -3,28152
pH (L) -0,05879 0,665437 -1,76935 1,65178
pH (Q)* -2,515 0,792029 -4,55098 0,47902
T(°C) x pH -1,222 0,941071 -3,64160 1,1966

*parametros estatisticamente significativos. L= parametro linear e Q= parametro quadratico.
Fonte : Autores (2017)

A Tabela 5 apresenta os resultados da ANOVA para a resposta Qpac. A
porcentagem de variancia explicada 90,9 % €& aceitavel para experimentos biol6gicos
(SHIVHARE e MCCREATH, 2010). O valor de Fcacuado=10,02 € maior que o valor de

10
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Ftabelado =5,05, com 95% de confianca. Desta forma o modelo foi bem ajustado para esta

variavel, sendo estatisticamente significativo.

Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA) no estudo do efeito das variaveis independentes (pH e
temperatura) na produtividade do AC.

Fonte de variagao Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica Teste Feaiculado
Regressao 177,377 5 35,475 _
Residuos 17,7123 5 3,54 10,02
Total 195,089 10

Coeficiente de determinacéo: R”:0,91; Ftab (0,95;5;5) = 5,05 e Feq/Fap=1,98.
Fonte : Autores (2017)

Considerando que o modelo quadratico foi validado para a variavel produtividade,

as superficies de resposta foram geradas (Figura 5).

Figura 5 — Curva de contorno obtida no planejamento experimental DCCR para a produtividade do acido
clavulanico utilizando o Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 como resposta para a variacdo do pH e
Temperatura

7,1
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6,8
I 67
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6,4 Bl > 10 mg.L Wt
Bl <9mgLh?
B <4mgLh?
6,3 1 B <-1mg.Lth?
[ ]<-6mg.Ltht
6,1

17 20 22 25 27 29 32 34 37

Temperatura (°C)
Fonte: Autores (2017)
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A Figura 5 indica que a maior produtividade do &cido clavulanico é obtida
no ponto central utilizando a temperatura de 27 °C e pH 6,7. A temperatura
acima ou abaixo de 27 °C com o pH inferior ou superior a 6,7 provoca uma
gueda na produtividade do AC.

O tipo de fonte de carbono, suplementagdo com proteinas e/ou
aminoacidos, adicdo de fosfato no meio de cultivo, pH, temperatura, velocidade
de agitacdo e/ou aeracdo sdo variaveis importantes para a producdo do acido
clavulanico. A maioria dos trabalhos descritos na literatura utilizaram pH 6,8 e
temperatura de 28 °C para producdo do &cido clavulanico a partir do S.
clavuligerus (HENAO et al. 2012; NETO et al. 2005; BELLAO et al. 2013). A
producdo do AC descrita na literatura € extremamente variavel devido a
diferenca na composicdo do meio de cultivo, aeragdo, suplementagédo do
cultivo, pH e temperatura de cultivo (SER et al. 2016).

O pH do meio de cultivo e a temperatura do processo fermentativo
influenciam a atividade catalitica de enzimas envolvidas nas diferentes vias
metabdlicas do micro-organismo, favorecendo ou ndo a sintese do produto de
interesse (BASU et al. 2015). Para produto extracelular, o pH e a temperatura
interferem na estabilidade do produto durante o processo fermentativo.
Segundo Bersanetti et al. (2005), o acido clavulanico no meio de cultivo € mais
estavel em pH 6,0 que em pH 7,0. Este estudo foi conduzido em meio de
cultivo durante 10 horas. O acido clavulanico puro em solugcdo aguosa € mais
estavel no pH de 6,5 a 7,0 (BERSANETTI et al. 2005).

Costa e Badino (2012) avaliaram a produc¢éo do acido clavulanico a 30,
25 e 20 °C utilizaram o S. clavuligerus 27064. A composicdo do meio de cultivo
foi semelhante ao descrito na Tabela 2 e o pH foi 6,8. As maiores producao e
produtividade do AC, 1266,2 mg.L* e 7,5 mg.L".h?, respectivamente, foram
obtidas a 20°C. A producdo e a produtividade do AC obtidas por Costa e
Badino (2012), quando comparada a condicédo 5 (20°C, pH 6,7 em 96 horas) foi
268 e 150 % superior (472,5 mg.L* e 4,95 mg.L".h™?). A produtividade das
condicdes 9-11 (27°C e pH 6,7) foi 150% superior a obtida por Costa e Badino

(2012), entretanto a producéo foi 237% inferior. E interessante observar que as

12
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condi¢bes de cultivo, composicdo do meio de fermentacao, agitacado e pH dos
dois trabalhos foram semelhantes. Um fator que pode explicar os diferentes
resultados obtidos € a concentracdo de inéculo. Na maioria dos trabalhos,
devido a morfologia da bactéria, a quantidade de células utilizadas no in6culo
nao é determinada.

Viana et al. (2010) investigaram a influéncia do pH, temperatura,
agitacdo, concentracdo do glicerol e da farinha de soja na producdo do AC
utilizando o Streptomyces clavuligerus DAUFPE 3060. Para esta cepa de S.
clavuligerus, a temperatura e a concentracdo da farinha de soja exerceram
maior influéncia na producdo do AC. A maior producéo do acido clavulanico foi
obtida a 48 horas, 150 rpm, 32 °C, pH 6,0, glicerol 5.0 g.L™ e farinha de soja 20
g.L™. Este resultado mostra que cada cepa de S. clavuligerus pode ter uma

temperatura 6tima para producéo do acido clavulanico.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A temperatura e pH oOtimos para produgdo do AC a partir do
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 é 27 °C e 6,7, respectivamente. Na
literatura existe varios estudos relacionados a composicdo do meio de cultivo e
a producdo do acido clavulanico a partir do Streptomyces clavuligerus ATCC
27064, entretanto este € o primeiro estudo que avaliou a influéncia da
temperatura e pH simultaneamente na producéao do &cido clavulanico.

A discrepancia dos valores de producdo e produtividade do &cido
clavulanico utilizando condi¢cdes de cultivo semelhantes e 0 mesmo micro-
organismo podem ser explicadas pela auséncia de padronizacdo do numero de
células utilizadas como inéculo (Hiratta et al., 2005; Costa e Baldino., 2012;
Belldo et al., 2013).
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