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RESUMO

O acido clavulanico ¢ um antibidtico B-lactamico, constituido por um anel B-lactdmico
condensado a um anel oxazolidina. Este composto € utilizado clinicamente em combinagdes
com antibioticos B-lactamicos convencionais. No presente trabalho foi avaliada a producéo e
extracdo simultanea de acido clavulénico por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 atraves de
fermentacdo extrativa utilizando Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA). Inicialmente foi
realizado um estudo da estabilidade do é&cido clavulanico comercial em solugdes de
Polietilenoglicol (PEG) e solugdes de citrato em diferentes concentragdes, e a extracdo deste
composto por SDFA compostos por PEG/citrato. Na etapa seguinte do presente trabalho foi
realizada a produgdo do &cido clavulanico por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 por
fermentacao convencional, visando verificar a capacidade deste micro-organismo em produzir
acido clavulanico, e os resultados obtidos viabilizaram a realizacdo da producédo e extracdo
integradas do acido clavulanico utilizando fermentacdo extrativa em SDFA formados por
PEG/citrato. Posteriormente, verificou-se a influéncia de diferentes varidveis na producéo de
acido clavulanico por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 em biorreator. Os estudos sobre
a degradacéo do acido clavulanico demonstraram que este € mais estavel em PEG 20.000 g/mol,
a pH 6. Devido aos resultados obtidos os SDFA utilizados para a particao do acido clavulanico
foram realizados utilizando PEG com massa molar 20.000 g/mol. O &cido clavulanico foi
detectado na fase rica em PEG com concentracdo de 30%, sendo obtido 188,83 mg/L de acido
clavulanico, com coeficiente de particdo de K=3,46 e com recuperacdo igual a Y=139,22%.
Streptomyces malasyensis DPUA 1571 foi capaz de produzir acido clavulanico, sendo esta
producédo de 387.66 mg/L ap6s 72 horas de cultivo, e a produgdo por fermentacdo extrativa foi
viabilizada. Neste processo a maior concentracdo de &cido clavulanico (337, 8 mg.L™?) foi
obtida na fase rica em PEG, quando foram utilizadas as maiores concentracfes de PEG e citrato
(25%). Valores de coeficiente de particdo de 1,6 e rendimentos de até 98,2% foram obtidos.
Em uma terceira etapa deste trabalho, foi realizada a producdo do &cido clavulanico por
Streptomyces malasyensis DPUA 1571 em biorreator de bancada (2.0L). Ap6s 120 horas de
cultivo foi observada alta concentracdo de acido clavulanico (2241,38 mg/L). Resultados que
permitem concluir que Streptomyces malasyensis DPUA 1571 é uma promissora fonte de acido

clavulanico com potencial para aplicacdo na area farmacéutica.

Palavras chave: é&cido clavulanico, SDFA, Streptomyces malasyensis DPUA 1571,

fermentacdo extrativa



ABSTRACT

Clavulanic acid is a B-lactam antibiotic, consisting of a 3-lactam ring fused to oxazolidine ring.
This compound is used clinically in combination with conventional B-lactam antibiotics. The
present study evaluated the simultaneous extraction and production of clavulanic acid by
Streptomyces malasyensis DPUA 1571 by extractive fermentation using Aqueous Two-Phase
Systems (ATPS). Initially, a study of the stability of commercial clavulanic acid in
polyethylene glycol (PEG) and citrate solutions at different concentrations and extraction of
this compound in ATPS composed of PEG/citrate realized. In the following stage of the present
work clavulanic acid production by Streptomyces malasyensis DPUA 1571 by conventional
fermentation was performed in order to verify the ability of this microrganism to produce
clavulanic acid, and the results obtained made it possible to realization of integrated production
and extraction of clavulanic acid using extractive fermentation in ATPS formed by PEG /
citrate. Later, there was the influence of different variables in the production of clavulanic acid
by Streptomyces malasyensis DPUA 1571 in bioreactor. Studies on the degradation of the
clavulanic acid have shown that it is more stable in PEG 20.000 g/mol, pH 6. Due to the results
obtained ATPS used partition of clavulanic acid was performed using PEG molar mass 20.000
g/mol. The clavulanic acid was detected in the PEG-rich phase with a concentration of 30%
was obtained 188.83 mg/L of clavulanic acid with coefficient K = 3.46 and partition recovery
equal to Y = 139.22%. Streptomyces malasyensis DPUA 1571 was capable to produce
clavulanic acid, and this production of 387.66 mg/L after 72 hours of cultivation, and
production was made possible by extractive fermentation. In this process, the largest
concentration of clavulanic acid (337.8 mg.L) was obtained from the PEG-rich phase, were
used when higher concentrations of citrate and PEG (25%). Values of partition coefficient of
1.6 and yields of up to 98.2%. In a third step of this work, the production of clavulanic acid by
Streptomyces malasyensis DPUA 1571 was performed in bioreactor bench (2.0L). After 120
hours of culture, higher high concentration of clavulanic acid (2241.38 mg/L) were observed.
Results concluding that Streptomyces malasyensis DPUA 1571 is a promising source of

clavulanic acid with potential for application in the pharmaceutical area.

Key worlds: clavulanic acid, ATPS, Streptomyces malasyensis DPUA 1571, extractive

fermentation.



1.0 INTRODUCAO

1.0 INTRODUCAO

O principal mecanismo de resisténcia exibido por uma variedade de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas ¢ a sua habilidade de produzir B-lactamases, enzimas que hidrolisam
o anel B-lactamico dos antibioticos tornando-os inativos (CANTON et al., 2008). Os inibidores
de B-lactamases vém sendo utilizados na clinica médica como uma alternativa para contornar o
problema da producdo de B-lactamases por bactérias. S&o utilizados trés inibidores de -
lactamases, o0 &cido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam. Atividade inibidora de enzimas
B-lactamases do &cido clavulanico é quase cinco vezes maior que o tazobactam e cerca de 600

vezes maior que o sulbactam (PAYNE et al., 1994).

Clinicamente o AC é administrado em conjunto com outros antibi6ticos B-lactamicos
sensiveis as B-lactamases, e desta forma, protege esses antibidticos contra a hidrélise do anel
de B-lactamico pelas enzimas B-lactamases, tornando-os eficazes contra infeccdes provocadas
por bactérias produtoras de B-lactamase (Bersanatti et al., 2005).

Industrialmente, o AC é produzido por fermentacéo de Streptomyces clavuligerus e seu
processo de isolamento e purificacdo, € um processo relativamente complexo.
Tradicionalmente, o primeiro passo da purificacdo consiste na clarificagdo por meio de filtracdo
ou centrifugacdo, seguido de adsorcéo e de extracao liquido-liquido com solventes organicos e
mais uma purificacdo por meio de cromatografia de troca ibnica ou de outras técnicas de
cromatografia (Videira e Aires-Barros, 1994; Pereira et al., 2012). No entanto, vale ressaltar
gue o AC é uma molécula muito instavel com elevada velocidade de degradacao, o que dificulta
seu processo de isolamento e purificacdo. Sua baixa estabilidade em solucBes aquosas diminui
o rendimento durante as etapas de purificacdo. Assim, o desenvolvimento de processos de

separacdo e purificacdo mais eficiente e de baixo custo € essencial para melhorar a eficiéncia
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do processo e da economia, mantendo os elevados padrdes de qualidade exigidos para a
aprovacdo do mercado (Oliveira et al., 2009).

A particdo em sistema de duas fases aquosas (SDFA) é um método usado para
purificacdo de biomoléculas. Uma das caracteristicas importantes dos sistemas de duas fases
aquosas € sua elevada composicdo em agua (cerca de 85-99%), o que permite a particdo de
biomoléculas e de particulas celulares em condi¢fes ndo desnaturantes (Albertsson, 1986). Os
SDFAs sdo formados por compostos hidrofilicos, tais como alguns tipos de polimeros
(polietileno-glicol, dextrana, poli-propileno-glicol, etc) e sais (fosfatos, sulfatos, citratos, etc).
Estes compostos, quando combinados em certas concentragdes criticas, levam a formacéo de
duas fases aquosas (Benavides et al., 2008).

Os Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA) tém sido alvo de estudo por ser um método
alternativo para a purificacdo do AC. Alguns autores ja estudam a particdo de AC em SDFA
formados por polietileno-glicol (PEG) e sais fosfato (Videira e Aires-Barros, 1994; Silva et al.,
2011). No entanto, SDFA formados por PEG/citrato ainda ndo foram utilizados para a
purificacdo deste inibidor. Desta forma, este trabalho teve como o objetivo estudar o perfil de
estabilidade do &cido clavulanico em solugcdes de PEG e citrato e estudar a particdo desta
molécula em sistemas de duas fases aquosas formados por PEG/Citrato. Assim como, produzir
e extrair acido clavulanico por Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 por fermentacdo

convencional e extrativa.
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2.1- Obijetivo geral

» Produzir e extrair &cido clavulanico por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 pelo
processo de fermentacdo convencional e extrativa em SDFA (PEG/fosfato) em fracos
agitados e em biorreator.

I11. 2- Objetivos especificos

> Avaliar a estabilidade do &cido clavulanico em soluc@es de Polietilenoglicol (PEG) e
solugdes de citrato em diferentes concentracbes e valores de pH, visando obter as

melhores condicBes para a sua purificacao.

> Extrair o acido clavulanico por sistema de duas fases aquosas formados por PEG/citrato,
avaliando a influéncia da concentracdo do citrato e do polimero na particdo e

recuperacdo deste antibiotico.

> Produzir &cido clavulanico por Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 por fermentagao

convencional.

» Produzir &cido clavulanico por Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 por fermentagédo
extrativa em SDFA formados por PEG/citrato, estudando as variaveis de extracdo em
frascos agitados (Massa molar do PEG [MPEG], concentragdo do PEG [CPEG],
concentracdo do citrato [Ccit], tendo como variaveis respostas coeficiente de particdo

(K) e rendimento () utilizando planejamento experimental.

» Auvaliar a producéo do &cido clavulanico na fermentag8o extrativa em SDFA e verificar
0S seguintes parametros: consumo de substrato, formacdo de produto, rendimento da

extracao e coeficiente de particao.
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» Realizar a producdo do &cido clavulanico em biorreator avaliando os seguintes
parametros: crescimento celular, consumo de substrato, concentracdo de produto e

produtividade.
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Capitulo I — Revisao de Literatura

Este capitulo apresenta uma revisdo geral da literatura acerca do estado da arte de sob

processos de producao e purificagdo do acido clavulanico por micro-organismos.
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1.1 Actinobactérias

Actinobactérias ou actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas, no entanto essas
bactérias possuem aspectos morfologicos e de ciclo celular diferenciados dos demais
organismos Gram-positivos. Podem ser aerdbios, microaerofilos ou anaerébios. Sdo conhecidos
oito géneros: Arthrobacter, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, Streptomyces,
Mycobacterium, Actinomyces, Bifidobacterium e Butyrivibrio (Lacaz et. al., 2002). Em outra
classificagdoo Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (2004), classifica o0s
actinobactérias dentro do Filo e da classe Actinobacteria, a qual compreende 6 ordens, 39
familias, 139 géneros e centenas de espécies. Actinobactérias compartilnam duas caracteristicas
em comum: todas sdo Gram-positivas e apresentam alta razdo de guanina/citosina em seu DNA,
podendo exceder 70% do total de bases nucleotidicas, variando de 51% em Corynebacteria e
mais de 70% em Streptomyces e Frankia. Uma exce¢do a isso € 0 genoma do patdgeno

obrigatdrio Tropheryma whipplei, com menos de 50% de G+C em seu DNA.

Assemelham-se morfologicamente aos fungos filamentosos, no entanto seus filamentos
sdo constituidos de células muito menores quando comparadas as dos fungos filamentosos
(Tortora et al., 2012). Em algumas actinobactérias a reproducdo ocorre pela formacdo de
esporos, esporangiosporos ou conidiosporos. Os esporos constituem a principal forma de
multiplicacdo e sdo produzidos em grande nimero, cada esporo com potencial de germinacédo
e crescimento levam ao surgimento de um novo organismo. Embora ndo sejam resistentes ao
calor, os conididsporos e 0s esporangiosporos sao resistentes as dessecacdes e podem auxiliar
na sobrevivéncia das espécies durante a estiagem. Em outras espécies, como Nocardia, a
reproducdo ocorre por meio da fragmentacdo, em que as hifas fragmentam-se em muitas células

baciliformes e cocdides, cada uma capaz de formar um novo micélio (Ventura et. al., 2007).
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Actinobactérias estdo amplamente distribuidas em ambientes naturais e artificiais, e
desempenham um papel importante na degradacdo da matéria organica (Sateesh et al., 2011).
Além disso, actinobactérias sdo fontes inigualaveis de metabodlitos secundéarios de bioativos ,
tais como: antibioticos, agentes antitumorais, agentes imunossupressores, enzimas (Ravikumar
et al., 2011), cosméticos, vitaminas, materiais nutricionais, herbicidas, pesticidas

(Ogunmwonyi et al., 2010; Hemashenpagam et al., 2011).

Estas bactérias possuem extraordinaria importancia em varias areas da ciéncia e da
medicina, particularmente na producao de antibioticos, cerca de 23.000 metabolitos secundarios
bioativos produzidos por microrganismos tém sido relatados, dentre estes cerca de 10.000

compostos sdo produzidos por actinobactérias (Vimal et al., 2009).

1.1.2 Género: Streptomyces

Streptomyces € o maior género de actinobactérias com 0 maior nimero de espécies,
sendo descritas mais de 500 espécies (Figura 1) (Raja e Prabakarana, 2011). Encontrados em
uma variedade de ambientes, mas predominantemente como saprofitas no solo e em vegetais
em decomposicdo, muitos Streptomyces produzem esporos e uma substancia volatil, a

geosmina, que lhes confere um odor caracteristico de “terra molhada” (Kieser et al., 2000).

As actinobactérias do género Streptomyces possuem um ciclo de vida bastante
interessante, semelhante em muitos aspectos ao ciclo de vida de eucariotos inferiores como o0s

fungos filamentosos (Figura 2).

A forma reprodutiva consiste de esporos que vao dar inicio ao desenvolvimento de um
micélio vegetativo pela producédo de dois tubos germinativos. Este micélio se ramifica em uma
rede de hifas que emerge da superficie da coldnia para o ar projetando um micélio aéreo, que

ird constituir uma hifa aérea e esta por sua vez originar os esporos. Com a maturacdo dos
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esporos o ciclo de vida é completado. Uma vez liberado da cadeia de esporos e dispersados no
ambiente, a germinacdo de cada esporo dara origem a um novo micélio. Em resposta a deplecéo
de nutrientes ou a outros sinais, o desenvolvimento metab6lico tem inicio com a producao de
metabdlitos secundarios ao mesmo tempo em que ocorre a mudanca morfoldgica do micélio

vegetativo a micélio aéreo (Worrall e Vijgenboom, 2010).

Figura 1. Imagem ilustrativa de Streptomyces sp. (Fonte: http://www.websters-online-

dictionary.org/definitions/Streptomyces)

Uma das propriedades mais relevantes dos Streptomyces é a capacidade de produzir
metabdlitos secundarios como antibidticos, herbicidas, antiparasitarios, entre outras substancias
farmacologicamente ativas como imunosupressores e agentes antitumorais (Ohnishi et al.,
2008). Os antibioticos obtidos a partir do género Streptomyces sdo classificados como
tetraciclinas aminoglicosideos (streptomicina e seus derivados), macrolideos (eritromicina e

seus derivados), cloranfenicol ¢ muitos outros ndo B-lactdmicos (Raja e Prabakarana, 2011).
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Figura 2. Ciclo de vida dos Streptomyces. (A) Esporo; (B) Micélio vegetativo; (C)

Micélio aéreo; (D) Esporulacédo (Reproduzido de Worrall e Vijgenboom, 2010).

Aproximadamente 60% dos antibiéticos desenvolvidos para a agricultura e horticultura
tém sido isolados de espécies deste género (Hwang et al., 2001). Na Tabela 1 estdo descritos
alguns agentes antimicrobianos produzidos nos ultimos anos por actinobactérias do género

Streptomyces.

Recentemente, pesquisas visando a obtencdo de novos compostos antimicrobianos a
partir de espécies de Streptomyces, utilizam a cole¢cdo de micro-organismos isolados em
diferentes ambientes, tais como ambientes marinhos. Estes estudos tém alcancado resultados
importantes. Outra iniciativa importante neste aspecto, é a do Centro de Biotecnologia da
Amazonia - CBA, que vem estudando micro-organismos isolados da regido amazénica, uma
vez que esta regido, possui uma grande diversidade de micro-organismos, com capacidade de
produzir novos antibidticos; excelentes resultados foram alcancados. Entretanto, Ha ainda a
necessidade de regulamentacdo do uso de antibidticos para incentivar as empresas

farmacéuticas a investir em desenvolvimento de novos antibidticos. O principal desafio
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continua a ser a nivel regulamentar, a fim de encontrar uma solucdo que garanta a viabilidade

comercial do desenvolvimento de antibidticos (PROCOPIO et al., 2012).

Tabela 1. Agentes antimicrobianos produzidos pelo género Streptomyces.

Antibidtico Agente produtor Referéncia
Acido clavulanico Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 Teodoro et al., 2006
Acido clavulanico Streptomyces sp DAUFPE 3060 Viana et al., 2009

Acido griseoluteico Streptomyces griseoluteus P510

Cefamicina C Streptomyces clavuligerus NT4
Antifangico Streptomyces rimosus MY 02
Oxitetraciclina Streptomyces rimosus M40189
Vernamicina-A Streptomyces ramulosus AZ-SH-2
Laidlomicina Streptomyces sp. CS684
Caboxamicina Streptomyces sp. NTK 937

Wang et al., 2011
Bussari et al., 2008
Yuetal., 2008
Tang et al., 2011
Atta et al., 2011
Yoo et al., 2007

Hohmann et al.,2009

1.2 Antibiéticos p-lactamicos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou

causar a morte de fungos e bactérias. Quando causam a morte da bactéria sdo classificados

como bactericidas, e bacteriostaticos quando apenas inibem temporariamente o crescimento

microbiano. O primeiro antibidtico de origem sintética foi desenvolvido por Ehrich em 1910,

denominado de Salvasan utilizado no tratamento da sifilis. O segundo antibi6tico sintético foi

desenvolvido em 1934, a proflavina amplamente utilizada no tratamento de infeccbes em

ferimentos durante a Segunda Guerra Mundial. No entanto, a proflavina, devido sua alta

toxicidade, ndo pode ser utilizada no tratamento de infecgdes sistémicas, ficando evidente a
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necessidade de agentes mais eficazes. No ano seguinte, estudos realizados por Gerhard Domagk
mostraram que o corante vermelho prontosil, apresentava atividade in vivo frente a infec¢des
causadas por Streptococcus. O prontosil originou uma grande classe de antibidticos sintéticos

eficazes contra infeccOes sistémicas, as sulfas ou sulfonamidas (Guimarées et al., 2010).

Mesmo com todos os avangos alcancados até entdo no desenvolvimento de farmacos, o
grande marco no tratamento das infec¢fes bacterianas ocorreu em 1928 com a descoberta da
penicilina (Guimardes et al.,, 2010). O médico microbiologista Alexander Fleming, em
experimentos com cultura de bactérias notou uma contaminacéo por fungos, e verificou que o
crescimento bacteriano ao redor da coldnia contaminante havia sido inibido. Fleming entao,
concluiu que a col6nia de fungos estava produzindo algum composto antimicrobiano e apés
isolamento e identificacdo verificou-se que se tratava de uma espécie do género Penicillium.
Em estudos posteriores Fleming tentou isolar e identificar o agente antimicrobiano produzido
pelo Penicillium, ndo obtendo sucesso devido a grande instabilidade do composto. Apos dez
anos da descoberta de Fleming, Florey e Chain chegaram ao extrato bruto contendo a penicilina,
que foi testada clinicamente com resultados satisfatérios, tornando-se clinicamente disponivel
em 1942. Por seus feitos Fleming, Florey e Chain dividiram o prémio Nobel de Medicina em

1945 (Oliveira et al., 2009).

Ap0s descoberta da penicilina entre os anos 1940 e 1960 se intensificaram os estudos
para obtencdo de novos antimicrobianos, foram realizadas varias de triagens com diferentes
micro-organismos visando a produgdo desses compostos. Neste periodo, varios antibidticos -
lactamicos produzidos por processos fermentativos foram descobertos, como exemplo podemos
citar a descoberta da estreptomicina em 1943 por Waksman e colaboradores, obtida a partir de
culturas da bactéria Streptomyces griseus e introduzida no uso clinico em 1944. De forma

importante, a estreptomicina mostrou-se eficaz contra bactérias Gram-negativas e contra a
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Mycobacterium tuberculosis, inovando o tratamento contra a tuberculose (Ebrahim et al.,

2010).

A principal caracteristica compartilhada por todos os compostos B-lactdmicos, é o anel
azetidinona de quatro membros ou anel B-lactdmico. Este anel pode apresentar-se isolado, como
é 0 caso particular dos monobactadmicos, mas em geral encontra-se ligado a outro anel de cinco
(tiazolidinico) ou de seis (hidrotiazinico) membros, formando as penicilinas e cefalosporinas,
respectivamente. Os antibioticos B-lactamicos sdo subdivididos em grupos de acordo com sua
estrutura quimica: penicilinas, cefalosporinas e cefamicina, carbapeninas, monobactamas e as

clavanas como podem ser observados na Tabela 2 (Haebich e Nussbaum, 2006).

A estrutura biciclica é instavel e bastante susceptivel ao ataque de nucledfilos que
podem hidrolisar o anel B-lactamico inativando sua atividade biolégica. No caso das penicilinas
0 oxigénio presente na cadeia lateral participa como nucleo6filo em reacao intramolecular que
leva a abertura do anel B-lactamico em meio &cido, fato que inviabiliza sua administracdo por
via oral. Visando aumentar a estabilidade em meio &cido, grupos que retiram elétron foram
adicionados no carbono a ao carbono carbonilico da cadeia lateral em penicilinas semi-

sintéticas (ampicilina, amoxilina, oxacilinas) (Guimardaes et al., 2010).
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Tabela 2. Divisao dos grupos de antibidticos B-lactdmicos de acordo com a estrutura quimica.

(Dias, 2009).
Classe Subclasse Estrutura Quimica Exemplos
Penicilinas Penicilinas Penan Penicilina
R\l‘/u s
Aminopenicilinas o) DIL/\% amoxilina,
COOH ampicilina
Ureidopenicilinas Piperacilina
Carboxipenicilinas Ticarcilina
Penicilinas resistentes as cloxacilina,
Penicilinases meticilina, oxacilina
Amidinopenicilina Meciliname
Cefemes Cefalosporinas de 12 Ceph-3-em cefalotina,
geracdo H R cefazolina
RT s
Cefalosporinas de 22 0 CH;R Cefuroxima
geracéo COOH
Cefalosporinas de 32 cefotaxima,
geracdo ceftazidima,
ceftriaxona
Cefalosporinas de 42 Cefepima
geracéo
Cefamicinas Cefoxitina
Penemes Carbapenemes Carbapenem ertapenem,
imipenem,
R
meropenem

° COOH
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Monobactamicos = Monobactamicos Monolactam Aztreonam
NS
o SO;H
Nocardicinas RT“ oH
0
H COOH
Clavans Clavam Clavam acido clavulanico
0]
S
0 -

1.2.2 Mecanismo de acao dos antibiéticos B-lactamicos

Todas as bactérias apresentam uma parede rigida, responsavel pela forma da célula
bacteriana e que lhes conferem resisténcia. De acordo com as propriedades de suas paredes as
bactérias sdo divididas em dois grupos: bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A parede
celular das bactérias Gram-positivas é simples apresenta-se de forma espessa e € constituida
principalmente por pepdideoglicanos. Nas bactérias Gram-negativas a parede celular é
complexa sendo formada por 4 camadas diferentes incluindo por peptideosglicanos,

lipoproteinas e lipopolissacarideos (Murray et al., 2005).

Em bactérias dividindo-se ativamente, os B-lactdmicos atuam inibindo as enzimas
transpeptidase, carboxipeptidase e endopeptidase, estas enzimas em bactérias Gram-positivas
estdo localizadas na camada de peptideoglicanos. Nas bactérias Gram-negativas entre a camada
de peptideoglicano e a membrana citoplasmatica confina-se o espaco periplasmico, e as
enzimas alvo dos fB-lactdmicos encontram-se no folheto externo da membrana citoplasmatica.

As enzimas transpeptidases sdo denominadas de “PBP” (Penicilin Binding Proteins). Esta
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inibicdo previne o desenvolvimento da estrutura de peptideoglicano pois estas enzimas estdo

envolvidas na criacdo da ligagdo cruzada entre as cadeias peptidicas (Murray et al., 2005).

Os peptideoglicanos sdo constituidos por unidades de repeticao basica e alternadas de
um dissacarideo formado por: N-acetil-glucosamina e acido N-acetil-murdmico. Estas cadeias
lineares estdo ligadas por filamentos laterais de aminoacidos que promovem a unido entre 0s
acido N-acetil-murdmico. Existem quatro aminoacidos L e D alternados, sendo os mais
comuns: L-alanina, D-alanina, acido D-glutdmico, D-glutamina e L-lisina ou acido
diaminopimélico (DAP). O ultimo dissacarideo é modificado por um caracteristico
pentapeptideo, que varia entre espécies de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, mas que

sempre € finalizado em dois residuos de D-alanina (Murray et al., 2005; Wilke et al., 2005).

As unidades individuais de peptideoglicano séo produzidas dentro da célula, mas a sua
altima ligacdo cruzada é catalisada fora da membrana citoplasmatica por um grupo de enzimas
ancoradas na membrana bacteriana, conhecidas como as transpeptidases de parede celular.
Nesta reacdo de ligacdo cruzada, uma ligacao peptidica é formada entre a penultima D-alanina
de uma cadeia e o final amino livre de um DAP (bactérias Gram-negativas) ou um residuo de
L-lisina (bactérias Gram-positivas) na outra cadeia. A ligacao formada com o penultimo residuo
de D-alanina, faz com que a D-alanina terminal seja clivada, reacdo conhecida como reacédo de
transpeptidacdo. As transpeptidases ou PBPs atuam com o acil-D-alanil-D-alanina, originando
um complexo enzima-acil-D-alanil e promovendo a eliminacéo do terminal D-alanina. (Murray

et al., 2005; Normark e Normark, 2002).

Os antibidticos B-lactamicos inibem eficientemente as transpeptidases bacterianas, e o
que lhes conferem essa capacidade é a esteroquimica semelhante da porg¢ao B-lactam do

antibidtico com o substrato D-alanina-D-alanina. Na presenca do antibi6tico, as transpeptidases
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formam um complexo covalente enzima-penicilloil que serve para bloquear a reacdo normal de
transpeptidacdo. O que resulta em um peptideoglicano fracamente reticulado tornando as

bactérias susceptiveis a lise celular e morte (Wilke et al., 2005; Murray et al., 2005).

1.3 Resisténcia Bacteriana e Producio de p-lactamases

Desde a introducdo da penicilina para uso clinico em 1942, muitos outros derivados -
lactamicos com atividade antibidtica superior foram descobertos e disponibilizados no
mercado, no entanto, a eficiéncia destes compostos tem sido ameacgada pela crescente
resisténcia bacteriana (Oliveira et al., 2008). As bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem
mutagdes, podendo trocar de material genético entre linhagens da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Estes micro-organismos possuem alta capacidade de adaptacdo a diversos fatores

como, por exemplo, exposi¢do a agentes quimicos potentes (Guimaraes et al., 2010).

O aparecimento da resisténcia microbiana a antibiéticos e outras drogas foi, é e
provavelmente continuard a ser um dos grandes problemas da medicina, pois é causada pela
mutacgdo espontanea e recombinacdo de genes, que criam variabilidade genética sobre a qual
atua a selecdo natural dando vantagens aos mais aptos e neste caso, as drogas atuam como
agentes seletivos. O termo resistente se refere a aqueles microrganismos que ndo sao inibidos
por concentracdes habitualmente alcancadas no sangue ou tecidos do correspondente
antimicrobiano, ou aqueles que apresentam mecanismos de resisténcia especificos para o agente

antimicrobiano utilizado (Mota et al., 2005).

As bactérias sdo capazes de inativar os agentes antimicrobianos p-lactamicos através de
quatro mecanismos principais (Figura 3), 0 mais comum ¢é a destruicdo do antibiotico - os

agentes patdgenos produzem enzimas que catalisam a degradacdo do antibiotico ou modificam
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grupos funcionais farmacologicamente importantes presentes em sua estrutura, criando funcoes
inativas para o reconhecimento molecular, o principal exemplo deste mecanismo de resisténcia
sdo as enzimas [B-lactamases produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Silveira et al., 2006).

Outro mecanismo de resisténcia utilizado por bactérias ¢ o efluxo continuo do
antibiético - genes mutantes superexpressam proteinas transportadoras de membrana
responsaveis pela entrada e saida de substancias no meio citoplasmatico, fazendo com que a
retirada do antibidtico para o meio extracelular seja mais rapida que a sua difusdo pela
membrana bacteriana, mantendo uma concentracao insuficiente para atuar como blogueador de
funcdes celulares. Sendo esta a maior causa de resisténcia em espécies de Pseudomonas e em
outras bactérias Gram-negativas. Pode ainda ocorrer uma reprogramacao e modificacdo da
estrutura-alvo do antibidtico. Alvos macromoleculares do antibidtico, como ribossomos,
proteinas e constituintes da parede celular, sdo estruturalmente modificados a partir de genes
que os expressam, afetando o reconhecimento do farmaco pelo alvo e diminuindo sua poténcia.
(Silveira et al., 2006; Wilke et al., 2005).

Como foi mencionado anteriormente, a produgdo de B-lactamases é considerado o
principal mecanismo associado a resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, como penicilinas,
cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenens. As B-lactamases lizam o anel j3-
lactamico por hidroxilacdo irreversivel da ligagdo amida, com inativacdo do antibidtico.
Embora o resultado final de sua acdo seja 0 mesmo, a atividade enzimatica € variavel de acordo
com o tipo de B-lactamase produzida e os diversos substratos existentes. Existe uma variagdo
em especificidade de substrato entre as 3-lactamases: algumas hidroxilam preferencialmente as
penicilinas, outras tém atracdo pelas cefalosporinas e algumas enzimas inativam ambas as

classes de antibioticos. Em alguns patogenos, verifica-se a producao de diferentes tipos de -
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lactamases, onde diferentes cepas podem produzir diferentes enzimas, ou uma Unica cepa pode

produzir mais de um tipo de enzima (Souza Junior et al., 2004).

As B-lactamases s&o comumente classificadas de acordo com dois esquemas gerais: a
classificacdo molecular de Ambler e a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros
(Abreu e Gongalves, 2010). Ambler (1980) propds, primeiramente, uma classificacdo para essas
enzimas e designou quatro classes de B-lactamases que tinham sua sequéncia de aminoacidos
conhecidas: A (serina-B-lactamase), B (metalo-p-lactamase), a classe C foi descrita

posteriormente e a classe D, que hidrolisa preferencialmente a oxacilina.

Antibidtico 1. Bloqueio 2. Inativacdo
da entrada por enzimas

Antibidtico

M— Antibiético

Molécula-alvo
alterada

3. Alteragdo da 4. Efluxo do
molécula-alvo antibidtico

Figura 3. Mecanismos de resisténcia apresentados por bactérias (Tortora, 2012).

As classes A, C e D sdo as chamadas serino-p-lactamases, possuem mecanismos

semelhantes que em geral envolvem a criagdo de um nucledfilo de serina por desprotonacéo de
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um sitio ativo de serina com uma base. Quando a enzima associa-se nao covalentemente ao anel
B-lactamico, o anel é, entdo, atacado pela hidroxila livre do lado do sitio ativo do residuo de
serina, resultando na formacao de um grupo acil-éster. A hidrélise finalmente libera a enzima
ativa e o antibiético hidrolisado inativo, formando agua e &cido peniciloico (Silva e Lincopan,
2012). A Figura 4 mostra o mecanismo de hidrolise dos antibioticos B-lactdmicos por acao das

enzimas serino-f3-lactamases.

A classe B das B-lactamases sdo metaloenzimas, essas enzimas caracterizam-se por
necessitarem de dois ions divalentes, usualmente zinco, como co-fator para atividade catalitica,
por terem a mesma estrutura tridimensional e por apresentarem residuos conservados, 0s quais
sdo responsaveis pela interacdo da enzima com cations divalentes. Além disso, essas enzimas
sdo inibidas pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou por compostos derivados do acido
tiolatico (i.e., acido 2-mercaptopropionico), ndo sendo impedidas por inibidores de serino-f3-
lactamases disponiveis comercialmente, como o &cido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam

(Mendes, 2006).
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Figura 4. Mecanismo de hidrdlise de antibiotico B-lactdmico por serino-p-lactamases

(Silva e Lincopan, 2012).

Por outro lado, Bush classifica essas B-lactamases de acordo com suas funges e

caracteristicas estruturais e bioquimicas, dividindo-as em quatro grupos definidos pelos
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substratos e sensibilidade por seus inibidores. Essa classificacdo é dada por algarismos arabicos,

sendo divididos em subgrupos designados por letras (a-f) (Abreu e Gongalves, 2010).

I.4 Inibidores de p-lactamases

Com o surgimento de organismos resistentes a antibioticos, o tratamento de doencas
infecciosas ameaca retornar a era pré-antibidtica. Estratégias que visam superar a resisténcia
adquirida por micro-organismos sdo de crescente interesse (Saudagar et al., 2008). Duas
estratégias bacterianas tém sido utilizadas para superar a resisténcia dos B-lactamicos a f-
lactamase. A primeira é a modifica¢do da estrutura do antibiético de forma que ndo haja mais
substrato para a enzima hidrolisar, e a segunda pela inibicdo da enzima por um composto que

seja estruturalmente relacionado ao substrato -lactamico (Moosdeen, 1996).

Os inibidores de B-lactamases sdo estruturalmente semelhantes as penicilinas, retendo a
ligagdo amida do grupo B-lactdmico, mas possuem uma cadeia lateral modificada (Figura 3).
Tais aspectos estruturais permitem aos inibidores ligar-se irreversivelmente as p-lactamases
como substratos suicidas, mantendo-as inativas. Trés inibidores de [-lactamase s&o
frequentemente usados na clinica médica, sulbactam, tazobactam e acido clavulanico (Figura

5) (Williams, 1999).

Acido Clavuldnico Tazobactam Sulbactam
N=N
oM o o
H H ) H oy \ // -"'\) H w “\“\*5//4
o C-'H}
H__|/ 2. H_A( H_%/
CH,
—MN /r—‘ /I»—N
nﬁ H COoH 0_,-' COOH 7 H COOH

Figura 5. Estrutura quimica dos principais inibidores de -lactamases (adaptado de

Williams, 1999).
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O Sulbactam é um composto sintético derivado do nucleo basico da penicilina, possui a
designacdo quimica de (2S, 5R) -3, 3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-
carboxilato 4,4-dioxido. E utilizado para aumentar o espectro antibacteriano de penicilinas e
cefalosporinas contra organismos produtores de penicilinase-B-lactamase tais como o
Staphylococcus aureus e Moraxella catarrhalis que sejam resistentes a ampicilina (Singh,
2004). Nos EUA o sulbactam é utilizado em combinacdo com cefoperazone (Sulperazone) e
em combinagdo com a ampicilina (Sultamicina). Da mesma forma o Tazobactam também é um
composto sintético, utilizado em combinacdo com a piperacilina (Tazocin). Ele amplia o
espectro de piperacilina, tornando-o eficaz contra organismos que expressam [-lactamase e
normalmente degradam piperacilina (Saudagar et al., 2008). Entretanto, segundo Payne et al.,
(1983) o acido clavulanico apresenta atividade inibidora de enzimas f-lactamase quase 5 vezes
maior que o tazobactam e quase 600 vezes maior que o sulbactam (&cido clavulanico=0,03 uM;

tazobactamo=0,14 uM; sulbactamo=17 uM).

1.5 Acido Clavulanico (AC)

Em meados da década de 60 iniciou-se no Beecham Research Laboratories, estudos
para selecdo de novos micro-organismos produtores de compostos B-lactamicos. Em seus
estudos Brown et al. em 1976 identificou 0 AC como um produto do metabolismo secundéario

de Streptomyces clavuligerus.

O AC é classificado como um metabolito clavam e caracteriza-se por um nucleo
biciclico, formado por um anel de quatro membros fundido com um anel de oxazolidina de
cinco membros. Esta molécula apresenta uma estrutura molecular muito semelhante a dos
antibioticos B-lactamicos classicos, a exemplo da penicilina, exceto pela substitui¢do do enxofre

do anel tiazolidina da penicilina por um oxigénio no anel de oxazolidina do AC, um substituinte
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acilamino esta ausente em C-6, e um grupo exo-p-hidroxietilideno é ligado em C-2, resultando
num composto que inativa irreversivelmente as f-lactamases, ao invés de ser clivada pela

enzima (Song et al., 2010).

Nos estudos realizados por Brow et al (1976) foram ainda identificadas outras espécies
produtoras de Clavans moléculas que possuem em sua estrutura tal como o AC um anel -
lactamico condensado a um anel oxazolidina (Figura 6), no entanto o AC possui uma
estereoquimica caracteristica 2R, 5R, essencial para Ihe conferir a atividade inibitoria, enquanto
que todas as outras moléculas Clavans apresentavam estéreoquimica 2S, 5S, desta forma, ndo
apresentando qualquer atividade antibidtica ou de inibigdo das B-lactamases (Saudagar et al.,
2008). A capacidade de micro-organismos produzirem o AC parece ser mais restrita do que a
capacidade para produgdo de antibidticos B-lactamicos convencionais, uma vez que apenas
espécies do género Streptomyces tém sido relatadas na literatura como produtoras de AC

(Saudagar et al., 2008).

Anel oxazolidino

OH

Figura 6. Estrutura quimica do Acido Clavulanico.

O AC possui em sua estrutura o anel B-lactdmico tipico dos antibidticos B-lactamicos
comumente utilizados tais como: penicilinas e cefalosporinas. No entanto, este composto
apresenta baixa atividade antibidtica intrinseca. A similaridade quimica e estrutural do AC com
outras moléculas B-lactamicas permite-lhe atuar como inibidor competitivo das enzimas -

lactamases segregadas por algumas bactérias (Viana Marques et al., 2011), por este motivo o
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AC ¢ prescrito clinicamente em combinacdo com outros antibiéticos. Na presenca de baixas
concentragdes de AC, muitas bactérias produtoras de B-lactamases tornam-se sensiveis as
penicilinas e cefalosporinas comercialmente disponiveis. Quando utilizado juntamente com
outros antibioticos B-lactamicos, ocorre uma ligagdo irreversivel entre o grupo hidroxila da
serina da B-lactamase e 0 AC, produzindo um intermediario estavel, inativando a enzima e
permitindo, assim, que o outro antibiético atue no combate a infeccdo. O mecanismo de acao

do AC pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de acdo do acido clavulanico (Oliveira et al., 2008).
1.5.1 Biossintese do Acido Clavulanico

Quando iniciaram os estudos sobre a biossintese do AC existiram especulagdes de que

esta molécula e outros compostos f3-lactdmicos teriam sua origem a partir uma via biossintética
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em comum. Esta hipdtese foi refutada pela demonstracdo de que enzimas responsaveis pela
biossintese da penicilina/cefamicina foram purificadas e apresentaram especificidade para
substratos que eram incompativeis com os precursores do AC (Saudagar et al., 2008).

Elson et al., (1978) sugeriram que parte da estrutura do acido clavulanico seria oriunda
do acido glutamico, enquanto que o glicerol ¢é principal precursor do anel B-lactamico (carbonos
C5, C6 e C7), sem qualquer rearranjo intermediario dos trés carbonos.

Os aminoacidos arginina e a ornitina participam da biossintese do AC e exercem uma
estimulacdo dependente da concentracdo. Os aminoacidos séo incorporados na molécula de AC
nos carbonos C-2, C-3, C-8 E C-10. A incorporacdo da arginina na molécula de AC néo
estabelece a ornitina como precursor direto, pois a enzima ornitinacarbamil transferase de S.
clavuligerus possui atividade arginase, que converte a arginina em ornitina (Oliveira et al.,
2008). No entanto, em 1993, Valentine e colaboradores concluiram em seus trabalhos que os
carbonos C2, C3, C8, C9 e C10 sdo derivados da arginina. Tais autores se basearam no fato de
que S. clavuligerus, incapaz de produzir arginina, a partir da ornitina, ndo produz acido
clavulanico e concluiram entdo, que a arginina seria o ultimo precursor da biossintese do acido
clavulanico.

A rota biosintética da formacao do AC foi relatada em detalhes por Oliveira et al. (2008)
em seu trabalho de revisdo como pode ser observado na Figura 8.

O primeiro intermediario formado para a biossintese do AC é um composto aciclico o
N2-(2-carboxietil)-arginina — (CEA), formado a partir da condensacdo de precursores de
piruvato e arginina. O segundo intermediario é o Acido desoxiguanidino proclavaminico
(DGPC), esse composto ja possui o anel B-lactamico em sua estrutura, a enzima responsavel

pela formacédo deste anel é chamada de B-lactam sintetase (BLS).
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O Acido desoxiguanidino proclavaminico é entdo hidrolisado em trés reagdes
catalisadas pela enzima clavaminato sintase (CAS). Na primeira reagéo catalisada pela CAS,
onde o Acido desoxiguanidino proclavaminico é convertido em Acido guanidino
proclavaminico, este sofre a acdo de uma amidinohidrolase (PAH) que remove o grupo

guanidino derivado da arginina dando origem ao Acido proclavaminico.
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Figura 8. Biossintese do Acido Clavulanico (Oliveira et al., 2008). Onde: B-LS=beta
lactam sintase; CAS=Clavaminato sintase; PAH=Proclavaminico Aminidino Hidrolase;

CAR=Clavaldeido redutase ou CAD=acido clavulanico desidrogenase.
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O Acido proclavaminico é transformado em Acido clavaminico através de uma reagio
com duas etapas catalisada pela CAS, com formagdo de um intermediario o Acido
diidrohiclavaminico. A conversdo do Acido clavaminico em AC exige a inversdo da sua
estereoquimica, bem como a substituicdo de um grupo amino por um grupo hidroxila na cadeia
lateral, no entanto os passos destas reacOes ainda ndo foram bem elucidados. A existéncia de
um aldeido intermediario com a mesma estereoquimica e o envolvimento de duas enzimas a
Clavaldeido redutase (CAR) e a Acido clavulanico desidrogenase (CAD) tém sido relatada

(Saudagar et al., 2008; Nicholson et al., 1994).

1.5.2 Influéncia da Composic¢éo do Meio de Cultivo na Producgéo de AC

A produtividade de metabolitos microbianos, em geral, esta intimamente relacionada
com o processo de fermentacdo. A escolha de tipos de nutrientes, suas concentragdes e 0s
parametros fisicos de funcionamento, possuem diferentes efeitos sobre a acumulacdo de
metabolitos. A defini¢cdo do meio de cultivo é de fundamental importancia no desenvolvimento
de bioprocessos (Viana Marques et al., 2009).

A influéncia de meios de cultivo contendo concentracdes variadas de fonte de nitrogénio
e de carbono sob a producdo de AC por S. clavuligerus em diferentes condicdes de cultivo tem
sido excessivamente investigada. Estudos mostram que soja e seus derivados sdo uma
importante fonte de nitrogénio para a producéo de AC. Ortiz et al. (2007) utilizaram farinha de
soja e proteina isolada da soja em diferentes concentracdes para a producdo de AC por S.
clavuligerus e observaram que a producédo de AC obtida no meio contendo a farinha de soja foi
duas vezes superior em compara¢do com o meio contendo a proteina isolada da soja. Em uma

segunda etapa do mesmo trabalho esses autores estudaram a utilizacdo do glicerol e de
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diferentes concentracdes de 6leo de soja como fontes de carbono, os resultados obtidos
demonstraram que o 6leo de soja s6 foi consumido apds total exaustdo do glicerol no meio.

Viana Marques et al., (2011) realizaram uma triagem das varidveis que influenciam a
producdo de AC pelo micro-organismo Streptomyces DAUFPE 3060 utilizando um
planejamento estatistico fracionario 2°!. As varidveis estudadas foram: pH, temperatura,
agitacdo, concentracao farinha de soja e concentracdo do glicerol, melhores resultados foram
obtidos em pH 6,0, com a menor concentracdo de glicerol testada e maior concentragdo de
farinha de soja. Segundo Chen et al. (2002) a utilizagéo de derivados da soja como componentes
do meio de cultura para a producdo de AC € importante pois essa fonte de nitrogénio contém
em sua composicdo aminoacidos como a arginina que é precursor do AC.

Maranezi et al. (2005) estudaram meios de cultivo contendo glicerol e diferentes tipos
(soja, milho e girassol) e concentracdes de Oleos vegetais para a producdo de AC por S.
clavuligerus. Resultados obtidos mostraram o glicerol foi consumido rapidamente para o
crescimento celular durante a tropofase, enquanto que os lipidios foram metabolizados
lentamente para produzir glicerol e acido graxo para a manutencdo das células durante a
idiofase, Em presenca do glicerol a producdo do AC foi notavelmente melhorada. Segundo
esses autores o glicerol € a fonte de carbono preferida para o crescimento microbiano e atua
como precursor da molécula do AC. Um estudo sobre as exigéncias nutricionais e estratégias
de alimentacdo para a producdo de AC foi realizado por Saudagar e Singhal (2007), a
fermentacdo foi alimentada com glicerol, arginina e treonina em todos 0s casos houve um
aumento da producdo, a adi¢do do glicerol ao meio de cultivo gerou um aumento de 18% na
producdo de AC quando comparado com o controle. Demonstrando a importancia desta fonte

de carbono para a producéo de AC.
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1.5.3 Estabilidade do Acido Clavulanico

A estrutura quimica do AC, assim como de outros compostos [-lactamicos, é
quimicamente instavel, pois possui um atomo do grupo carbonila do anel B-lactdmico
susceptivel ao ataque por ions hidroxido OH- ou H+ da molécula de dgua (Santos et al., 2009).
Varios estudos sobre a estabilidade do AC puro ou presente no liquido fermentado vém sendo
investigados por diferentes grupos de pesquisadores, tendo como objetivo a diminuicdo de

perdas e maior rendimento nos processos fermentativos para a produgéo do AC.

Haginaka et al. (1981) estudaram a estabilidade do AC em diferentes tampdes, a uma
temperatura constante de 35 °C com forca idnica ajustada para p=0, 5 e em valores de pH que
variaram de 3,15 a 10,10. A degradacdo do AC seguiu uma cinética de pseudo-primeira ordem
fortemente dependente do pH, a constante de velocidade de degradagdo foi maior com o
aumento da concentracdo do tampao, sendo portanto, muito influenciada pela catélise causada
pelos sais do tampdo utilizados para manter o pH constante. A maxima estabilidade do AC foi

obtida em pH 6,39.

Bersanetti et al. (2005) estudaram a cinética de degradacéo do AC puro e do AC presente
no caldo fermentado em temperaturas que variaram de 10 a 40°C em pHs 6,2 e 7,0. A
degradacdo do AC mostrou um cinética de pseudo-primeira ordem, além disso, esses autores
verificaram que as constantes de degradacdo do AC em solugfes aquosas sd0 menores em
relagdo as solucdes obtidas do meio de fermentacdo, isto devido a presenca de outros

componentes do meio, tal como compostos que contém aménio.

Outro estudo sobre a estabilidade do AC foi realizado por Santos et al., (2009), em uma
primeira etapa de experimentos a estabilidade do AC foi determinada em diferentes valores de

pH (4,0-8,0) e temperaturas (20-45°C), e numa etapa subsequente a estabilidade foi
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determinada a pH e temperatura constantes, mas variando a forca idnica, por adicdo de
diferentes sais (NaCl, CaCl,, MgSO4 e Na;SO4) em concentragdes de 0,1 ou 0,5M. A maior
estabilidade do AC foi observada a 20°C em pH 6,0-7,2, em todos 0s experimentos em que
houve adicdo de sais ocorreu um aumento da instabilidade do AC. A instabilidade do AC é

portanto, um importante fator a ser contornado para sua produgéo industrial.

1.5.4 Extrac&o e Purificacdo do Acido Clavulanico

Industrialmente o AC é produzido por fermentacédo de S. clavuligerus, o liquido obtido
desta fermentacé@o passa por inimeras etapas para a extracdo e purificacdo do AC, tais como:
filtracdo e centrifugacdo para a separacdo das células do liquido fermentado, técnicas de
extracao e adsorcao, para posterior purificacdo (Hirata et al., 2009). Um dos métodos utilizados
para a extracdo do AC é a técnica de extracdo liquido-liquido por solventes organicos. Apos a
remocdo das células adiciona-se acido ao liquido metabdlico para obter um pH entre 2-3 sob
agitacdo. Diferentes solventes tém sido empregados nesse processo, podemos citar: acetato de
etila, n-butanol, metilisobutilcetona, acetato de n-butila, entre outros (Oliveira et al., 2009). O
acido clavulanico presente na fase organica € entdo novamente extraido com uma nova fase
aquosa de pH neutro, para esta segunda extracdo sao utilizadas solucdes de bicarbonato de
calcio, carbonato de célcio, tampao fosfato ou agua. O liquido obtido € concentrado a pressao

reduzida e liofilizado.

Para a purificacdo do produto obtido nas etapas de extracdo varias técnicas ja foram
aplicadas, tais como, adsor¢do em resina de troca idnica, reagdes de esterificacdo e precipitagao.
Segundo Mayer e Decker (1996), tais métodos de separacdo sdo uma Otima opgdo para a
extracdo e purificacdo de compostos de baixo peso molecular diluidos em solugdes, a exemplo

dos antibioticos produzidos por fermentagdo. Entretanto, para o AC, os rendimentos relatados
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com troca ionica, operagdes de adsorcao e liquido-liquido sdo geralmente de baixos, visto que,
0 AC apresenta elevada velocidade de degradacdo em temperaturas acima de 30°C, em regides

béasicas (pH > 7,5) e 4cidas (pH < 4,5).

O Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) é um método alternativo para a purificacdo
do AC no caldo fermentado e vém sendo relatado na literatura por alguns autores. Videira e
Aires-Barros (1994) estudaram a extracdo liquido-liqguido do AC, presente no liquido
fermentado, utilizando SDFA em sistemas formados por PEG e sais de fosfatos. Os autores
observaram que nas condicdes testadas o clavulanato de potassio mostrou afinidade pela fase
superior ricaem PEG com altos valores de recuperacao (90-99%). Silva et al. (2009) estudaram
os parametros envolvidos na purificacdo do AC em SDFA PEG - fosfatos. Os autores
estudaram a influéncia da massa molar do PEG (MPEG), pH, temperatura, comprimento da tie-

line (TLL) e volume das fases (rTLL), e obtiveram valores de recuperacao proximos a 100%.

Silva et al. (2011) utilizou 0 SDFA como um método para extracao e pré-purificacdo do
AC presente no caldo fermentado por Streptomyces clavuligerus e adicionado de aminoacidos.
O AC presente na fase rica em PEG foi posteriormente purificado por adsorcao de troca idnica,
a purificacdo foi de 100% em relacdo aos aminoacidos presentes no meio. Tais resultados
evidenciam o potencial deste método (SDFA) para a extracdo e pré-purificacdo do AC presente

no caldo fermentado de forma integrada.

1.6 Extracéo liquido-liquido em sistema de duas fases aquosos (SDFA)

O fendmeno de separacdo de fases foi observado pela primeira vez pelo holandés
microbiologia Martinus Willem Beijerinck. Este pesquisador constatou que, em determinadas
concentra¢fes misturas contendo gelatina, agar e agua, formavam duas fases aquosas, sendo a

fase superior rica em gelatina e a inferior rica em agar. No entanto, apenas no ano de 1950,
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Albertsson utilizando o polimero polietilenoglicol (PEG) com sais de de fosfato e &gua
observou a formacdo de duas fases. Albertsson também observou que os sistemas formados
eram constituidos em grande parte por dgua (% m/m) e que biomoléculas adicionadas a esses
sistemas bifasicos foram capazes de se distribuir desigualmente entre as fases. (Albertsson,
1986) (Figura 9). Desde de entdo os SDFA tém sido amplamente explorados para processar

diferentes fontes bioldgicas visando a recuperacdo de diferentes biomolécula.
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Figura 9. Esquema da purificacdo de um produto de interesse utilizando sistema de duas

fases aguosas (SDFA) (Adaptado de Benavides et al., 2008).

O SDFA é formado quando compostos hidrofilos, tais como alguns tipos de polimeros
(polietileno-glicol, dextrana, poli-propileno-glicol, etc) e sais (fosfatos, sulfatos, citratos, etc)
sdo combinados em certas concentragfes criticas, resultando na formagdo de duas fases

hidrofilas (Benavides et al., 2008).

Os SDFA podem ser representados por um digrama de fases, como pode ser visualizado
na Figura 10, no qual a ordenada representa a composi¢do em massa da molécula que apresenta
maior concentragdo na fase superior (PEG) e a abscissa representa a molécula de maior
concentracdo na fase inferior (Sal). As concentragdes representadas por pontos localizados

acima da curva de equilibrio ou binodal, formar&o duas fases, e as concentra¢@es cuja 0s pontos
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localizam-se abaixo da curva binodal apresentam-se como monofésicos (Pessoa Jr e Kilikian,
2005). Desta forma, a curva de binodal representa o limite que separa a regido monofasica da
regido bifasica no diagrama de fases. As linhas sdo chamadas “tie-lines” ou linhas de amarragédo
e qualquer ponto sobre ela representa um sistema com a mesma composi¢do, porém com
diferentes volumes das fases superior e inferior. O Ponto critico (Pc) é aquele sobre o qual as
composicdes e 0s volumes das fases superior e inferior sdo iguais, 0s sistemas de composi¢do
préximas a este ponto sdo mais instaveis e devem ser evitados, pois pequenas diluicbes no

sistema podem desloca-lo para a regido monofésica (Pessoa Jr e Kilikian, 2005).
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Figura 10. Representacdo geral de um diagrama de fases de um SDFA. (Adaptado de

Raja et al., 2011)

Desta forma, a separacéo das fases para cada sistema muda de acordo para os polimeros
(peso molecular e concentracdo) e do sal (composi¢cdo e concentracdo) adicionado. Sendo o
conhecimento da curva binodal, essencial quando se trabalha com sistemas aquosos bifasicos
(Mazzola et al., 2008). Para qualquer SDFA, a presenca do meio contendo as moléculas a serem

extraidas modifica a posicdo da curva de equilibrio, pois altera as caracteristicas do meio,
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todavia, a curva deve ser conhecida para que se eleja uma condicdo de trabalho na qual ocorra

formacéo de duas fases (Pessoa Jr e Kilikian, 2005).

Existem trés tipos principais de SDFA de acordo com sua constitui¢do: (1) polimero-
sal, (2) polimero-polimero, e (3) SDFA constituidos de compostos alternativos, por exemplo,
oxido de etileno e copolimeros de 6xido de propileno (EOPO), amido hidroxilpropil (HPS),

acido iminoadiacetic (IAA), etc (Benavides et al., 2008).

De acordo com Hustedt et al. (1985) alguns fatores influénciam a parti¢do das moléculas

nos SDFA, dentre eles estio:

(1) Tipo de polimeros;

(2) Massa molar e concentracdo dos polimeros;

(3) Comprimento da linha de amarracdo (funcédo da concentragdo dos componentes de
cada fase do sistema);

(4) Tipo e concentracdo de sais adicionados;

(5) pH;e

(6) Temperatura.

Quanto maior a massa molar do polimero, menor sera a concentracao necessaria para a
separacdo de fases, ou seja, visto que, com 0 aumento da concentracdo do polimero, as
diferencas de densidade, indice de refracéo e viscosidade aumentam entre as fases. Deslocando
a curva de equilibrio no sentido da regido monofésica (Pessoa Jr e Kilikian, 2005; Raja et al.,

2011).

Nos sistemas formados por PEG/Sal, o particionamento de biomoléculas é governada
por efeito de volume excluséo (fase rica em PEG) e/ou efeito salting-out (fase rica em sal). Os

sistemas constituidos com polimeros de alto peso molecular ou concentragdo eleveda e alta
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concentracdo de sais, provavelmente, ird resultar no particionamento da biomolécula para a

interfase devido ao efeitos de volume excluido e salting-out combinados (Babu et al., 2008).

Em sistemas de PEG/Sal, alguns fatores levam ao aumento do Coeficiente de Particdo

K: Dado pela equagdo: K=Cpec/CsaL.

e Quando o peso do PEG é baixo, a tensdo interfacial entre as fases é baixa, levando a um
aumento do coeficiente de particéo;

e Em elevadas concentracGes do sal, ha um aumento da forca iénica na fase inferior, que
leva a uma melhora da particdo da molécula para a fase superior, rica em PEG.

e Seaconcentracdo de PEG é elevada, o numero de unidades de polimero envolvidos no
particionamento da biomolécula também aumenta e, portanto, mais biomoléculas
particionardo para a fase rica em PEG, devido a uma interacdo hidrofoba entre a

biomolécula e PEG (Raja et al., 2011)

A influéncia da carga da biomolécula na particdo pode ser estudada medindo-se o
coeficiente de particdo em varios valores de pH, pois, como se sabe, a carga de biomoléculas
depende do pH. Contudo, esta influéncia da carga da biomolécula depende muito do tipo de sal
presente no sistema, uma vez que diferentes sais dao origem a diferentes potenciais elétricos
entre as fases. Mudancas no pH podem também induzir mudancas conformacionais na estrutura
das proteinas, causando mudanca em seus comportamentos de separacdo. Em condigfes
extremas de pH é possivel que ocorra a desnaturacdo das proteinas. Geralmente, a particdo de
proteinas desnaturadas é diferente da particdo das mesmas proteinas na forma nativa, o que
pode ser atribuido ndo sé a maior area superficial da forma desnaturada, mas também ao fato

da superficie exposta desta ser muito mais hidrofobica (Albertsson, 1986).



Capitulo | — Revisdo de Literatura

Pesquisadores relatam que em altos valores de pH, moléculas com carga negativa,
particionam preferencialmente para a fase superior e o coeficiente de particdo aumenta, isto
pode ocorrer devido as interacGes eletrostaticas entre a biomolécula e as unidades de PEG (Raja

etal., 2011).

As propriedades termodinamicas de entalpia e entropia dos sistemas devem ser
analisadas para verificar o efeito da temperatura sobre a separacdo de fases. A interacéo entre
os ions do sal e o polimero, na formacgdo do SDFA, ocorre com absor¢do de energia, ou seja,
esta interacdo € endotérmica. Assim, o aumento da temperatura favorece a formacdo dos
produtos e aumenta a intensidade da interagdo Sal-PEG. Desta forma, o favorecimento da
interacdo Sal-PEG levaria a diminuigdo na quantidade de sal a ser adicionado ao sistema para
que ocorresse a formacao do sistema aquoso bifasico. Entretanto, 0 aumento da temperatura
leva a diminuicdo da quantidade de sal e consequiente aumento da regido bifasica do diagrama

de equilibrio (Silva e Loh, 2006; Carvalho, 2007).

O desenvolvimento de bioprocessos utilizando SDFA ¢é limitada pela ma compreensao
e caracterizacao dos efeitos provocados pelos diferentes parametros do sistema na particao de
um composto em particular. Geralmente, 0 comportamento de particdo dos produtos alvo e
contaminantes sob diferentes parametros do sistema, por exemplo, o0 comprimento da linha de
amaracao (TLL), relacéo de volume de fase (Vr), pH, 0 carregamento da amostra, entre outros,
é experimentalmente avaliada como um primeiro passo no desenvolvimento do processo

(Benavides et al., 2008).

A separacdo da molécula a ser estudada e os contaminantes presentes na amostra,
decorre das diferentes solubilidades apresentadas por esses solutos, em cada uma das fases do

sistema, ou seja em SDFA cuja a molécula de interesse possui afinidade pela fase rica em PEG,
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ocorrerd aumento de pureza caso 0s contaminantes apresentem maior solubilidade na fase

inferior (Pessoa Jr e Kilikian, 2005).

A purificacdo de biomoléculas utilizando SDFA tem demonstrado inimeras vantagens,
uma vez que a natureza aquosa das fases coexistentes, e o curto de tempo de separacao das fases
impedem a desnaturacdo ou perda da atividade das moléculas bioldgicas. Além disso, os
processos utilizando SDFA possuem custos relativamente baixos, facilidade no aumento de
escala, e podem ser utilizados em operacdo continua. Atualmente, uma série de proteinas sao

purificadas a um nivel industrial utilizando SDFA (Claudio et al., 2012).

Recentemente, sistemas de duas fases aquosas tem se tornado uma atrativa tecnologia
de separacéo e purificacdo para numerosas biomoléculas como: proteinas (Raja e Murty, 2013),
células e organelas celulares (Edahiro et al., 2005; Morre e Morré, 2000), material genético
(Trindade et al., 2005), moléculas de baixo peso molecular (Cisneros et al., 2004) e até
nanoparticulas bioldgicas (Benavides et al., 2006). Os SDFA tém mostrado ser uma opcao
valiosa para o processamento e “downstream” de produtos biofarmacéuticos (Azevedo et al.,

2009; Rosa et al., 2010).

1.7 Fermentacdo extrativa utilizando sistema de duas fases aquosas

A fermentacdo extrativa ou recuperagdo do produto in situ proporciona uma solucéo
técnica para ultrapassar as limitacbes de inibicdo pelo produto e baixa produtividade
volumétrica caracteristica de processos biotecnoldgicos. O conceito, tal como, 0 nome indica,
0 processo de producéo e recuperacao de produtos de interesse ocorre simultaneamente (Banik

et al., 2003).

Na fermentacdo extrativa utilizando SDFA, através de uma manipulacdo apropriada do

sistema, as células sdo imobilizadas em uma das fases do sistema, enquanto que, o produto
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desejado tende a particionar para a fase oposta. Uma vez que os processos de fermentacao e
separacao do produto ocorrem simultaneamente, uma compreensdo conceitual dos mecanismos

subjacentes é essencial para a criacdo de sistemas de sucesso.

De acordo com Banik et al. (2003) os SDFA podem ser utilizados com sucesso para a

fermentacao extrativa desde que atendam as seguintes condicdes:

(1) os constituintes das fases (de polimero e/ou sais), na concentracdo utilizada, ndo
deve ser toxico ou inibidor para as células;

(2) os constituintes da fase ndo devem ser utilizados como um substrato para as células;

(3) a natureza fisico-quimica do sistema de fases, como por exemplo: a integridade dos
polimeros, reologia, entre outros, ndo deve ser afetada pelo processo de
fermentacao;

(4) as células e o substrato limitante devem particionar total ou predominantemente em
para uma das fases.

(5) Os constituintes dos meios de cultivo tais como como o amido, glicerol, sais
minerais, etc, ndo devem afetar o comportamento de forma dréstica, e

(6) o sistema devera ser rentavel em termos de reciclabilidade de polimero e/ou sal.

O processo de fermentacdo extrativa vém sendo utilizado com sucesso para a extracdo de

diversas biomdleculas, como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Produtos de interesse biotecnologico produzidos e extraidos simultaneamente por

Fermentacdo Extrativa.

Produto Organismo SDFA Referéncias

Subtilina Bacillus subtilis ATCC 6633 PEG/Fosfato Kuboi et al., 1994

Pectinases Polyporus squamosus PEG/Dextrana Antov e Pericin, 2001
Hidrolases Bacillus licheniformis PEG/Dextrana lvanova et al., 2001

Protease alcalina Bacillus cereus PEG/Fosfato Rai, 2010

Lipase extracelular ~ Burkholderia pseudomallei PEG/Dextrana Ooi et al., 2010

Carotenoides Synechocystis sp. PCC 6803 PEG/Dextrana Chavez-Santoscoy et al., 2010
Acido Clavulanico  Streptomyces sp. UFPEDA PEG/Fosfato Viana Marques et al., 2010
Fosfatase alcalina Bacillus licheniformis PEG/Dextrana Pandey et al., 2011

Lipase Burkholderia cepacia (EOPO) Show et al., 2011
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Capitulo Il - STABILITY OF CLAVULANIC ACID IN
PEG/CITRATE AND LIQUID-LIQUID EXTRACTION IN

AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM

Este capitulo refere-se a avaliacdo da estabilidade do acido clavulanico em solucGes
de PEG e de citrato e a purificacdo desta biomolécula em sistemas de duas fases aquosas. Os
resultados obtidos no presente trabalho foram aceitos para publicacdo no periédico Fluid

Phase Equilibria, com fator de impacto de 2,379.
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ABSTRACT

B-lactamases are enzymes responsible for the hydrolysis of B-lactam antibiotics, being produced
by several pathogenic bacteria. Clavulanic acid is a commercially and clinically important [3-
lactamase inhibitor, its extraction being possible by the application of aqueous two-phase
system. In this study, clavulanic acid stability was investigated at different molar mass PEG
(400, 1 000 and 20 000 g.mol™?) and at different citrate concentrations (5 and 20%) PEG/citrate
aqueous-two phase systems (ATPS), under different pH values (4.0 - 8.0). Clavulanic acid
extraction was also evaluated. Low citrate concentration and PEG 20000 (g.mol™) ATPS, at pH
6.0, were shown to be the systems that presented the highest clavulanic acid stability. Based on
this, a factorial design 22 was used to evaluate CA extraction, being PEG (20, 25 and 30%) and
citrate (5, 10 and 15%) concentrations the parameters evaluated. Clavulanic acid was extracted
into the PEG-rich phase (133.66 mg.L™), the highest values of the partition coefficient and yield
being K =5.92, Y =103.53%, respectively The ATPS was not only effective on clavulanic acid
extraction, but also its degradation was minimal. These results clearly indicate that ATPS can

be successfully applied as a first step for the purification of clavulanic acid.

Key words: Clavulanic acid, ATPS, PEG, citrate salts, stability.

1.0 INTRODUCTION

The use of antibiotics to control infectious diseases is greatly hindered by bacterial
resistance. One of the most important resistance mechanisms exhibited by a variety of Gram-
positive and Gram-negative bacteria is their ability to produce B-lactamases, as B-lactamases
hydrolyse the B-lactam ring inactivating penicillins and cephalosporins [1]. The discovery of
Clavulanic Acid (CA) and its application as a $-lactamase inhibitor in the presence of antibiotics

proved to be an effective approach to face antibiotic resistant bacteria [2].
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CA is a mechanism-based inhibitor because it is recognized as a substrate by [-
lactamase. CA binds covalently to the enzyme producing chemical modifications
(rearrangements) that change the enzyme structure in an irreversible way [3]. CA is a potent
antibiotic inhibitor of “serine” (or classes A, C, and D) B-lactamases. It is used in conjunction
with amoxicillin in a salt (potassium clavulanate) form and prescribed clinically as co-

amoxiclav (Augmentin™ in USA, Clavulin™ in Brazil) or with ticarcillin (Timentin™) [4].

The CA molecule is chemically unstable, due to the susceptibility of the carbonyl group
linked to the beta-lactam ring, which can, in the presence of water, suffer an acidic (H+)- or
alkaline (OH—)-catalyzed attack. This property demands, the development of efficient and cost-
effective separation and purification processes that allow for the obtention of CA with the

required high quality standards of quality for market approval [5].

Among the several techniques available for the purification of CA, aqueous two-phase
systems (ATPS) extraction and purification has been studied [5-7]. Aqueous two-phase
systems are formed when two hydrophilic components are mixed with water and they are above
a threshold concentration [8] These solutes may be two polymers or a polymer and a salt. The
ATPS are a convenient and appropriate method for the extraction of biological substances due
to the high water content (between 70% and 90%) in both phases. This provides a pleasant
environment to work with biologically active compounds because it preserves its molecular

stability [9].

The use of CA in the pharmaceutical industry is increasing, consequently studies
addressing the effect of pH, temperature, types of salts and their concentrations on CA stability
are of particular importance [10]. Several research-groups have conducted studies on the

stability of the CA from various sources in aqueous solutions under different conditions.
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Generally, CA stability in aqueous solutions is better at pH between 6 and 7 and at temperatures

in the range 20 °C to 30 °C [5,7,11,12].

The main aim of this study was the evaluation of the stability of CA in PEG/citrate
ATPS at different concentrations and pH values. In addition, the influence of system

composition on CA was characterized.

2.0 MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials

Potassium salt of CA used for all the solutions and the Imidazole used in CA
determination were provided by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) with 99% purity. Ultra-
pure polyethylene glycols (PEG) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

All the other reagents were of analytical grade.

2.2 Clavulanic Acid stability in PEG and Citrate salt solutions

To evaluate CA the effect of PEG molecular weight in CA stability, 25% (w/v) solutions
for the several molecular weight PEG considered (400, 10 000 and 20 000 g.mol 1) were
prepared in Mcllvaine buffer at different volumes for pH values at 4.0 - 8.0. CA stability in
citrate salts was done by preparing solutions of citrate salts at 5 and 25% (w/v) using different

concentrations of sodium citrate and citric acid for pH values ranging from 4.0 to 8.0.

CA stability experiments were done by adding a concentrate CA stock solution (300
mg.L 1), reaching an initial CA concentration of 30 mg.L™, to test tubes containing 50 mL of
PEG solution or citrate salts solutions. The solutions were then homogenized and aliquots of
the solutions were withdrawn during a 24 hours period at time intervals of 15 min in the first

hours, and then at three hours intervals. The concentration of non-degraded CA was determined.
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According to Bersanetti et al [12], CA degradation in aqueous solutions follows a pseudo-first-
order kinetics according to Eq 1, where k: is the second order degradation rate constant and C
is CA concentration. After integration, (Eq. 2), the degradation rate constant (k2), can be

estimated by linear regression of the experimental data.
-dC/dt = k.C (Eq. 1)

-InC/Co = ka.t (Eq. 2)

2.3 Clavulanic Acid extraction in aqueous two-phase system (ATPS) PEG/Citrate

A concentrated citrate solution (40% w/w) was prepared by mixing appropriate amounts
of sodium citrate (NasCsHsO72H20) and citric acid (CsHsO7) at pH 6.0. The required amount
of this solution was mixed with a PEG 20 000 g.mol™ solution in 15 mL graduated tubes with
conical tips to achieve the desired composition system. PEG 20 000 concentrations and citrate
salt in each system varied according to the factorial design 22 shown in Table 1. The systems
(10 g) were loaded with 2 g of the CA stock solution with initial concentration of 500 mg.L™.
After mixing for 1 min in a vortex, the mixture was allowed to settle for 60 min at 20 °C, for
phase separation. The phase volumes were measured, and each phase was separately withdrawn
using pipettes and used for determining the CA concentration in each phase. The response
variables were the partition coefficient (K) and yield (Y) on top and bottom phases. After all
experiments, statistical analyzes was conducted using Statistica 8.0 software (Statsoft, Inc.,

Tulsa-OK, USA)[13].
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2.4 Clavulanic acid assay

Bird et al. [14] described the spectrophotometric assay by reaction with imidazole, selected in
this study. According to this method, the CA concentration is determined by measuring the
amount of [1-(8-hydroxy-6-0x0-4-azooct-2-enol)-imidazole] at 312 nm. This product is
released by the reaction between CA and imidazole. To determine the CA concentration,a

calibration curve from standard stock solutions of potassium clavulanate was used.

2.5 Calculation of partition coefficient (K), yield (Y) and mass balance (MB)

The CA distribution between phases was expressed in terms of the partition coefficient

(K), calculated as follows:
K = C1/Cs (Eq. 3)

Where Ct and Cg are CA concentrations (mg/L) at the top and bottom phases,

respectively.

To evaluate the efficiency of extraction of CA, the yield (Y) for each phase was

calculated according to:
Yx = (Cx.Vx/Ci.Vi).100 forx=TorB (Eq. 4)

Where: Cx.Vx is the mass of CA (mg) in the top (T) and bottom (B) phase volume

respectively. The C;.Viis the initial mass of CA (mg).
The mass balance (MB) for CA is:

MB = (Ct .V + Cz.Vg)/ Ci.Vi).100 (Eq.5)
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Where CtVrand CgVg is the mass of CA in top phase (T) end bottom phase (B),

respectively, and the C;.Viis the initial mass of CA (mg).

3.0 RESULTS AND DISCUSSION

In Figure 1 and in Table 2, the experimental results for CA stability in PEG and salts
citrate are presented. The results show, as expected, that the CA degradation in aqueous solution
follows a pseudo-first order kinetics (Eg. 1). The CA degradation was similar to other beta-
lactam compounds reported in the literature [15]. Straight lines in the figures correspond to the
linear adjustements for to each pH value considered. The degradation rate constants (k)
presented in Table 2 were estimated by linear regression of the experimental results. From
Figure 1 and Table 2, it can be concluded that highest degradation rate constant was observed

at PEG 20 000 and pH 4 while the lowest occurred at PEG 20 000 and pH 6 after 24h.

3.1.1 Clavulanic acid stability in sodium citrate

Concerning the stability of CA under the studied salt concentrations the results showed
an increase of k with the increase of salt concentration (Table 2). This indicates that at high salt

concentrations the CA is more susceptible to degradation.

The results from Table 2 showed that independently of the citrate concentration
considered, the degradation in the first hour is residual when compared with the degradation in
the following hours (up to 24 hrs). The degradation rate constant, values after the 24 hrs are at

least 8 times higher than in the first hour.

The influence of pH was different for the two salt concentrations studied (Table 2). At

5% of citrate, the increase of pH from 4 to 8, led to a decrease in the CA degradation constant
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being the maximum and minimum values 0.0471 h™* and 0.0029 h'* On the other hand at 20%
of citrate, the minimum constant rate obtained was 0.0074 h™* at pH 7.0. Bersanetti et al. (2005)
evaluated the temperature and pH effect on the CA stability in phosphate buffer. The
degradation constant values they reported at 20°C for pH 6.2 and 7 are 0.0038 h™* and 0.0067 h™?
respectively, which are in the range of values presented in this work. The lower values here

reported for CA degradation at pH 7.0 (0.0030 h™*) may be related with the type of salt used.

After 24h the CA concentration decreased more than 90% at lower pH values (4.0 and
5.0) for the highest citrate concentration tested, while at 5% of citrate the CA degradation was
between 30 and 60%. At pH above 6 and after 24 h the CA final concentration was always

above 85% and 75% respectively for 5% and 20% of citrate.

Santos et al. [7] reported that at pH 6.0 the CA concentration decreased with the increase
of ionic strength .They obtained a 10% decrease in CA at 3M ionic strength after 3 hours. In
our case the CA concentration decrease at pH 6 after 3 h was negligible for all citrate

concentrations tested.

3.1.2 Clavulanic acid stability in PEG

The results for CA stability in Mcllvaine buffer (pH 4.0 at 8.0) with different molar
mass of PEG (400, 10 000 and 20 000 g.mol™) at 25% concentrations, showed low values of

CA degradation.

In the first hour, the highest degradation of CA occurred in PEG with molar mass
20 000 g.mol* at pH 4.0 and 5.0, being the constants rates 1.30 and 0.83 h* respectively. From
Table 2, it is also possible to observe that for PEGs 10 000 and 20 000 at pH 4.0 the highest

degradation values occurred in the first hour. The strong influence of pH on the CA degradation
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can be explained due to the nature of the carbonyl group which can be attacked by protons and

hydroxide ions [15].

After 24h, results presented in Figure 1 and Table 2 indicate that in the presence of PEG
10 000 g.mol™, CA degradation remains small (Figure 1D), with degradation rate constants
varying between 0.05 h'* at 0.03 h for pH 4.0 at 8.0, respectively. However, the lowest CA
degradation was observed using PEG with a molar mass of 20 000 g.mol™* at pH 6 with a
constant rate close to zero (Table 2). Pereira et al., [5] studied the stability of CA at pH 6.5 in
PEG with different molar mass (2 000, 4 000 and 6 000 g.mol™) at different concentrations (5
and 15 wt%) during 3 h under 25 °C. These authors observed that the addition of different types
and concentrations of PEG did not affect CA stability. They reported that, since PEG is
relatively inert, these results were expected. The results obtained in this study indicate that at
pH 6.0, CA was more stable for all PEGs molar mass tested, which is in accordance with

Pereira et al. [5].

Our results suggest that the best condition for stabilization of CA molecule occurs at

higher PEG molar mass (20 000 g.mol™) and pH 6.0.

The main aim of this work was to study the partition of CA in a PEG/citrate ATPS at
minimum CA degradation conditions. Previous works reported the migration of CA to the PEG
rich phase [6,16,17]. Consequently, the minimum CA degradation conditions are defined

according to the minimum CA degradation conditions in the PEG rich phase.

Therefore the conditions used in the ATPS experiments are pH 6 and PEG 20 000 g/mol
! as these are the conditions where the CA degradation is lower and good partition coefficients

may be obtained. On the other hand, at the selected conditions the CA degradation in the salt-
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phase should be negligible or near zero considering the salt concentrations used in the partition

experiments.

3.2 Clavulanic acid partition in Aqueous Two Phase Systems PEG/citrate

After establishing the best conditions for the stabilization of CA, its partition was
characterized in ATPS. The influence of sodium citrate concentrations (5, 10 and 15%) and
PEG 20 000 g.mol* concentrations (20, 25 and 30%) at pH 6.0 was evaluated, using a 22

factorial design. The obtained results are presented in Table 3.

The first run was the only one that did not form two phases probably because the

concentration of the components of the system was below the system’s critical point.

The partition coefficients obtained had values above 1.0 (1.26 <Kca <5.92), indicating
that the CA molecule has a greater affinity for the polymer phase. Some authors testing ATPS

also observed CA migration for the PEG-rich phase, even with other salts than citrate [5,16,18].

Similar values of the partition coefficients (K = 2.3-2.7) were reported by Videira and
Aires-Barros [16] when studying the CA partition in ATPS with PEG molar mass ranging from
400 — 6 000 (g.mol™) at pH 7 and 8. These authors also stated, as observed in our experiments,
that there was no excluded volume effect on CA partition. The excluded volume effect occurs
when there is no available volume in the PEG-rich phase due to the high molar mass and
concentration of polymer that promotes the exclusion of the target molecule to the bottom phase
decreasing the coefficient partition value [19]. The PEG used in this study has a high molar

mass (20 000 g.mol"1), however, this phenomenon was not observed because of the small size



Capitulo Il

of CA molecule. In addition, hydrophobic structures on CA molecule allow its interaction with

the more hydrophobic PEG-rich phase [16].

Figure 2 and 3 shows that the independent variables (1) PEG Concentration (Cpeg) and
(2) citrate concentration (Ccit), were significant at 95% confidence for both response variables:
the partition coefficient and the CA vyield. The independent variable that most positively
influenced the CA partition was the Ccit while the variable that most influenced the CA yield

was Cpec.

Our results suggest that higher K values are obtained at higher sodium citrate and PEG
concentrations. The conditions that favor CA partition for the top phase are 30% (w/w) PEG
concentration and 15% (w/w) concentration citrate. High PEG concentrations associated with
high citrate concentrations favored partitioning for top phase and the partition coefficient
increased (Table 2), which was also observed by Pereira et al. [5]. The increase of K is related
with the interactions between the CA properties, the high ionic strength of salt solution and the

hydrophobic nature of PEG.

The highest value for CA yield (103.53%), according to Figure 4, was obtained in run 4
with Cpec 30% (w/w) and 15% (w/w) citrate. The increase of the polymer and salt

concentrations favored the accumulation of the target molecule in the PEG phase.

For these conditions, the volume of the top phase was much higher than the volume of
the salt-rich phase. Having all these factor in mind and the high CA stability at this PEG molar
mass and pH (see section 3.2), its clear that is possible to obtained a good CA separation using

PEG/citrate ATPS [5].

Furthermore, Silva et al. [18] reported that ATPS (PEG/phosphate) at low temperatures

tends to increase the yield of CA in the PEG phase. These authors used a temperature of 20°C
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and obtained about 100% yield, corroborating the temperature and the yield obtained in this

work.

The best results reported by Hirata [17] for extraction of CA in an ATPS were obtained
for a PEG (400 g.mol™?) concentration of 21% (w/w) and a phosphate concentration of 23.6%
at pH 7.0. Hirata reached 94% of CA yield and obtained the best PEG phase yield at their higher
PEG and salt concentrations. Similar results were also obtained for other molecules such as
rentamicin, where it is reported that an extraction yield of 91.3% was obtained for

PEG/phosphate ATPS [21].

In the present work, the best yield obtained is higher than the ones reported in the
literature for ATPS using PEG/salt [16,18] and is similar to the results reported for aqueous
two-phase polymer/polymer systems [5]. Comparing with the literature polymer/salt and
polymer/polymer ATPS, a main advantage of the system presented in this work is the lower

toxicity of the components used, especially the salt phase.

The partition and yield of CA into the PEG-rich phase can be due to the electrostatic
repulsion effect of the sodium citrate. Sodium citrate in aqueous acid pH is decoupled, and
negatively charged citric acid (anionic) and positively charged sodium ions (cationic) are
formed. In acid conditions, the bottom phase system is rich in citric acid, therefore CA is
repelled from this phase because it has the same electric charge. Thus, CA migrates to the PEG-
phase where, due to the PEG neutral charge, the repulsion is lower. In association with this
phenomenon, the high molar mass PEG has a lower hydrophobicity that attracts less
hydrophobic compounds. As CA is neither hydrophilic or hydrophobic [12], it is repulsed from
salt-phase due to its high ionic strength. It is reported that in PEG/salt ATPS if the PEG molar

mass is increased the partition coefficient and the yield decreases [16,18].
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In our experiments, we observed a 5.92 partition coefficient and aproximately 100%
yield (Table 3), which is in the range of other works. Some works with PEG/phosphate reported
a partition coefficient higher than 5.0, but the PEG molar mass used was smaller [5, 18]. Our
work suggested that PEG/citrate system is good for CA pre-purification, but it is still necessary
to study the influence of PEG molar mass in order to evaluate if the partition coefficient can be

improved without decreasing significantly the yield.

It is then possible to say that the CA migration to the PEG phase is related with the
interaction of (1) the electrostatic repulsion effect of citrate, (2) the hydrophobic attraction

character of PEG and (3) the neutral hydrophilic/hydrophobic properties of CA.

The analysis of the mass balances presented in Table 2, indicates that only in the runs 2
and 3 a degradation of CA was observed, showing that the CA partition in ATPS using
PEG/citrate was effective. The mass balance values greater than 100% were considered within

the margin of experimental error.

The results showed that a PEG/citrate ATPS with 30% (w/w) of PEG (20 000 g/mol™?)
and 15 % (w/w) of citrate at pH 6.0 is ideal for CA pre-purification. This system not only
provides a high yield, but also low degradation rates are obtained. Moreover, citrate is a hon-
toxic salt with minimal environmental impact, which reinforces the usefullness of this ATPS,

in the pre-purification of CA.
4.0 CONCLUSIONS

Low citrate concentration and PEG 20000 (g.mol™) ATPS, at pH 6.0, were shown to be
the systems that presented the highest clavulanic acid stability. It was demonstrated that CA

degradation follows a pseudo-first order kinetics.
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The best results for CA concentration in the PEG/citrate ATPS were obtained at pH 6.0
in a system containing 30% of PEG and 15% of citrate. Under these conditions, the partition
coefficient was 5.92 and the yield was 100% demonstrating the potential application of this

non-toxic and environmental friendly ATPS in the pre-purification of CA.
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NOMENCLATURE

ATPS — Agueous Two Phase System

CA - Clavulanic Acid

PEG — Polyethylene glycol

k - Degradation rate constants (h™%)

K - Partition coefficient

Y — Yield (%)

MB — Mass balance (%)

Cr_ Clavulanic acid concentrations at the top phase (mg.L™)
Cs- Clavulanic acid concentrations at the bottom phase (mg.L™)

Cr1. V1 — Clavulanic acid mass in top phase (mg)
Cg.Ve — Clavulanic acid mass in bottom phase (mg)
Ci.Vi — Initial clavulanic acid mass (mg)

Crec - PEG concentration

Ccit— Citrate concentration
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Tables

Table 1. Levels of independent variables in the 22 factorial design for CA extraction in aqueous

two-phase system (ATPS) PEG/Citrate

Variables Levels
-1 0 +1
PEG concentration (%) 20.0 25.0 30.0

Citrate concentration (%) 5.0 10.0 15.0
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Table 2. Degradation rate constant of Clavulanic Acid in the first hour (A) and from the first to

24" hour (B). (-) not degraded clavulanic acid

A) | 5% 20% PEG PEG PEG

Citrate Salts Citrate Salts 400 (g.mol?) 10 000 (g.mol) | 20 000 (g.mol™?)
pH K r2 K r? k r2 K r2 k r2
4 0.0018 0.9643 | 0.0032 0.8489 | 0.0027 0.8548 | 0.3437 0.9917 | 1.3023 0.9957
5 0.0021 0.9190 | 0.0100 0.9370 | - - 0.0803 0.7472 | 0.8367 0.8658
6 - - 0.0006  0.9157 | - - - - - -
7 - - 0.0008 0.9122 | - - - - - -
8 - - - - - - - - -
(B) [5% 20% PEG PEG PEG

Citrate Salts Citrate Salts 400 (g.mol™?) 10 000 (g.mol™*) | 20 000 (g.mol™?)
pH K r2 K r? k r2 K r2 k r?
4 0.0471 0.9997 | 0.1561 0.9908 | 0.0517 0.9933 | 0.0552 0.9878 | 0.0495 0.9608
5 0.0166  0.9547 | 0.0869 0.9940 | 0.0118 0.9785 | 0.0084 0.9311 | 0.0079 0.7014
6 0.0054 0.9810 | 0.0156 0.9923 | - - 0.0066 0.9942 | - -
7 0.0030 0.9210 | 0.0074 0.9082 | 0.0354 0.9888 | 0.0331 0.9515 | 0.0384 0.9449
8 0.0029 0.8199 | 0.0101 0.9988 | 0.0645 0.9683 | 0.0301 0.9658 | 0.0561 0.9571
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Table 3. Influence of independent variables PEG concentration and citrate salts concentration
on CA concentrations in top and bottom phases, partition coefficient (k), yield (Y) and mass

balance (BM) according to the 22 factorial designs.

Run CPEG CSALTS CA CA VOL. VOL. (K) Y Y BM
(%) (%)

TOP BOTTOM TOP BOTTOM TOP BOTTOM

(mg.L?)  (mgL?)  (mL) (mL) (%) (%)
1 20 5 0.00 0.00 0.0 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00
2 30 5 83.73 66.49 8.9 0.6 1.26 74.56 3.99 78.55
3 20 15 105.05 67.82 4.9 4.1 1.55 51.48 27.81 79.28
4 30 15 133.66 22.55 5.8 3.2 5.92 103.53 9.63 105.38
5(C) 25 10 125.00 63.83 6.8 2.7 1.96 85.00 17.23 102.23
6(C) 25 10 134.31 65.16 6.4 3.1 2.06 85.96 20.20 106.16
7(C) 25 10 134.31 54.52 6.4 3.0 2.46 85.96 16.36 102.31
8(C) 25 10 132.98 67.82 6.0 3.0 1.96 79.79 20.35 100.13
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1- Clavulanic acid degradation in 24 hours (A) citrate solutions with concentration 5%
and (B) citrate solutions with concentration 20% ; (C) PEG solutions with molar mass
400 g.mol 1, (D) PEG solutions with molar mass 1 000 g.mol %, (E) PEG solutions with molar
mass 20 000 g.mol 1, in values of pH ranging from 4.0 to 8.0. Where: ( ©) pH 4.0; ( ®) pH 5.0;
(m)pH6.0; (o) pH 7.0 and (&) pH 8.0. Straight lines in the figures are the linear adjustment
for each pH.

Figure 2: Pareto chart of main effects, and the response variable partition coefficient of

clavulanic acid.

Figure 3: Pareto chart of main effects, and the response variable clavulanic acid yield in the
PEG phase.

Figure 4: Graphic representation of clavulanic acid yield in the PEG phase in relation to the

concentration of citrate and PEG.
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Figure 2
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Capitulo 11l — INTEGRATED PROCESS PRODUCTION AND
EXTRACTION OF THE CLAVULANIC ACID FROM
Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 USING AQUEQOUS TWO-

PHASE SYSTEM

Este capitulo refere-se a producdo e extracdo integrada do &cido clavuléanico de

Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 por fermentacao extrativa utilizando sistemas de duas

fases aquosas formados por PEG/citrato. Os resultados obtidos no presente trabalho foram
enviados para publicacdo no periodico Biochemical Engineering Journal, com fator de

impacto de 2,579.
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ABSTRACT

Extractive fermentation in aqueous two-phase system (ATPS) is a process that unites the
production and purification of the product, which facilitates the simultaneous recovery of
biomolecules. Clavulanic acid (CA) is a potent B-lactamase inhibitor clinically used to combat
diseases caused by penicillin resistant bacteria. The CA production by Streptomyces
malasyensis DPUA 1571, as well as, the integrated production and extraction of CA by this
microorganism using extractive fermentation in ATPS formed by PEG/citrate was the aim of
the present work. A conventional fermentation was performed to verify the ability of S.
malasyensis DPUA 1571 CA produce. Subsequently, the extractive fermentation was
performed in shake flasks for 120 hours and the systems components concentrations varied
according to a factorial design 23. Were evaluated the influence of PEG molar mass, PEG and
citrate concentrations on response clavulanic acid production and the partition coefficient. The
highest CA concentration (337.8 mg/L) was obtained in the PEG-rich phase, were used when
higher citrate and PEG concentrations (25%). Values of partition coefficient of 1.6 and yields
of up to 98.2% were obtained. Therefore, extractive fermentation using ATPS proved effective

for the clavulanic acid production and recovery simultaneous.

Key words: Clavulanic acid, extractive fermentation, aqueous two-phase system (ATPS),

Streptomyces malasyensis DPUA 1571.

1.0 INTRODUCTION

Clavulanic acid (CA) consists of a -lactam ring fused to an oxazolidine ring. It has low
antibiotic activity but it is a potent and irreversible inhibitor of B-lactamase enzymes produced
by bacteria resistant to penicillins and cephalosporins [1].

Clinically, CA is administered in conjunction with other -lactams. When CA is used in

conjunction with sensitive antibiotics to B-lactamase, it protects them against hydrolysis of its
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B-lactam ring through enzymes, making them effective against bacterial infections producing
B-lactamases [2].

Industrially, CA is produced by fermentation of Streptomyces clavuligerus and its
process of isolation and purification is a complex downstream. Traditionally, the first step of
the purification consists of clarification by filtration or centrifugation, followed by adsorption
and liquid-liquid extraction with organic solvents and another purification by ion exchange
chromatography or other chromatographic techniques [3, 4]. However, it is worth mentioning
that CA is a very unstable molecule with high degradation rates, which complicates the process
of isolation and purification. Its poor stability in aqueous solutions makes the yield to decrease
during purifications steps [1].

Aqueous two-phase system (ATPS) is an alternative method for the CA purification
from the fermentation broth. Videira and Aires-Barros [3] studied the liquid-liquid extraction
of AC, which is found in the fermented liquid, using ATPS in systems formed by PEG and
phosphate salts, the authors observed that under the conditions tested clavulanate potassium
showed affinity for the upper phase rich in PEG with high recovery values (90-99%). Silva et
al. [5] studied the parameters involved in the CA purification in ATPS PEG - phosphates. Such
authors studied the influence of the PEG molar mass (MPEG), pH, temperature, length of the
tie-line (TLL) and volume of the phases, and obtained recovery values close to 100%.

The extractive fermentation using aqueous two-phase system (ATPS) provides a
technical solution to overcome the limitations of inhibition by the product and low volumetric
productivity, which is a characteristic of biotechnological processes. In extractive fermentation,
as the name implies, the product removal takes place simultaneously with the synthesis [6].

Viana Marques et al. [7] studied the production and integrated extraction of CA
produced by Streptomyces sp. DAUFPE 3060 using extractive fermentation composed of

PEG/phosphate obtained high yields and productivity. The extractive fermentation minimized
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the steps to the CA production. Thus, the development of more efficient separation and
purification processes is essential to improve yields and process economics as well as to
maintain high quality standards required for marketing approval. In this context, this research
aimed at producing CA by Streptomyces malasyensis DPUA 1571, as well as produce and
simultaneously extract clavulanic acid by this microorganism using extractive fermentation by
aqueous two-phase system (ATPS) composed of PEG/citrate. Besides that, we also studied the

variables that influence this process.

2.0 MATERIAL AND METHODS

2.1 Reagents

Potassium clavulanate and imidazole were used to determine the CA concentration in
the calibration curve. Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brazil) provided these reagents. Polyethylene
glycol (PEG) with different molar mass (1,000; 6,000 and 10,000 g/mol) and citrate salts were

from Fluka (Buchs, Switzerland) and Merck (Darmstadt, Germany), respectively.

2.2 Microorganism

The microorganism Streptomyces malasyensis DPUA1571 was provided by the
collection of microorganisms (DPUA) from the Department of Parasitology of the Federal
University of Amazonas, Manaus-AM, Brazil. The microorganism was stored in ISP-2 medium

(Pridham, 1957) in cryotubes (10% v/v glycerol) at -20°C.

2.3 Cultivation Conditions

Reactivation of S.malasyensis DPUA1571 was obtained by addition of the stock culture
(contained in a cryotube with glycerol) to 50mL of ISP-2 medium in 250 mL-Erlenmeyer flasks

that were incubated in an orbital shaker (ET-421-Tecnal) at 28°C, 200 rpm for 24 h.
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Afterward, 500 mL-Erlenmeyer flasks containing 150 mL of inoculum medium
described by Maranesi et al. [8] with the following composition: glycerol, 10 g/L; soybean
flour, 20g/L; K2HPO4, 1.2 ¢/L; MnCl..4H.0, 0.001 g/L; FeS0..7H.O, 0.001 g/L;
ZnS04.7H,0, 0.001 g/L; pH 6.8, were inoculated with 15.0 mL of reactivated culture and
incubated in an orbital shaker under the same conditions for 48 hours. For conventional and
extractive fermentation, aliquots of 5.0 mL of this culture were transferred to 150 mL-

Erlenmeyer flasks containing 45 mL of the medium used for the CA production.

2.4 Production of Clavulanic Acid

The production of CA was performed using the production medium described by
Maranesi et al. [8] presented in the previous section (2.3). The cultures were incubated under
orbital shaker at 250 rpm and 20°C for 144 hours. Erlenmeyer flask was taken every 24 hours
and the fermented liquid was centrifuged at 5,500 x g for 20 minutes at 4°C. The supernatant
was used to determine the CA concentration, and the cells were washed with distilled water to

determine the cell concentration.

2.5 Production and integrated extraction of clavulanic acid

The culture medium for extractive fermentation using ATPS was prepared by mixing
PEG and citrate salts (sodium citrate and acid citric) according to the factorial design 22 and the
culture medium described by Maranesi et al. [8]. After adjusting the pH to 6.0, the system was

autoclaved at 121 °C for 20 min.

The fermentations were performed under orbital shaker 250 rpm at 25°C for 120 hours.
At the end of the process, the flasks were left to settle for 1 hour for phase separation. The

volume of each phase was measured, the top and bottom phases were separated carefully with
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a pipette and centrifuged separately at 5,500 xg for 20 minutes at 4°C and then each phase was

used for analytical determination (CA concentrations).

The influence of parameters used for CA production by S. malasyensis DPUA 1571 in
the fermentation process was performed according to a factorial design 22 as shown in Table 1.
Independent variables were PEG molar mass (MPEG), PEG concentration (CPEG) and citrate
concentration (CCIT). The response variables were the partition coefficient (K) and yield (Y)
of the top phase. The experimental design consisted of 12 trials with 4 repetitions at the central
point, needed to calculate the pure error. The effects were evaluated by analysis of variance
(ANOVA) with a significance level of 95%. Statistical analysis of the experimental design was

performed using Statistica 8.0 software (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) [9].

2.6 Determination of the clavulanic acid concentration

The spectrophotometric assay by reaction with imidazole, selected in this study, was
described in detail by Bird et al. [10]. According to this method, the CA concentration in the
fermented broth was determined by measuring the increase in the optical density at 311 nm due
to the release of the product [1-(8-hydroxy-6-o0x0-4-azooct-2-enol)-imidazole] of the reaction
between CA and imidazole. Standard solutions of different concentrations of potassium

clavulanate were used to determine the concentration of CA.

2.7 Determination of Cell Concentration

Cell concentration was determined through the cell dry mass weight according to the

method described by Olsson and Nielsen [11].

2.8 Methodology for the analysis of results

AC distribution between phases was expressed in terms of the partition coefficient (K),

calculated as follows:
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Where: Ct and Cg are the CA concentrations in mg/L at the top and bottom phases,

respectively.
The yield (YY) of clavulanic acid in extractive fermentation was calculated according to

Chouyyok et al, [12] by using the following equation:

v o — 100
(%) = 1+ (1/Vr) (1/K)

Where: Vr is the volumes ratio of the phases and K is the partition coefficient.

3.0 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Production of Clavulanic Acid (CA)

This is the first report of the S. malaysiensis DPUA 1571, the new specie, as a CA
producer. CA was first isolated from S. clavuligerus [13] and later by other species of
Streptomyces, such as Streptomyces jumonjinensis [14], Streptomyces katsurahamanus [15],
Streptomyces lipmanii [16] and Streptomyces sp. [17]. In addition, have already been identified
several species of Streptomyces producing other Clavans metabolites similar structurally to CA,
such as clavaminic acid, 2-hydroxyethylclavam, valclavam and clavamycins. It is important to
note that species of Streptomyces producing CA also produce other B-lactam compounds.
However, the species that produce other metabolites Clavans do not seem to possess this
capability [18]. The number of Streptomyces species described as producing CA do not exceed
the number of species that produce only other Clavans compounds. This fact indicates that the

capacity of CA biosynthesis through microorganisms has more restricted distribution [19].

The CA production by submerged fermentation was carried out in order to verify the

ability of S. malaysiensis DPUA 1571 to produce CA. This production was evaluated during
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the culture every 24h until the period of 144h. CA highest concentration (387.66 mg/L) was

obtained after 72 hours of cultivation fermentation, as can be seen in Figure 1.

Koberkandi et al. [20] verified low CA production for S. clavuligerus mutants species
through UV irradiation in culture containing soybean meal and glycerol. These authors found
a CA concentration of 343.87 mg/L after 72 hours of cultivation of M60 mutant. In this study,

it was obtained a higher CA production in the same production time.

Ortiz et al. [21] investigated the influence of different types of soy products as a nitrogen
source (soy flour and soy protein isolate) in the CA production by S. clavuligerus. The results
obtained by these authors showed that the CA production was used when a medium containing
soy flour as nitrogen source (700 mg/L) was approximately two times higher than the

production obtained when using the soy protein isolate as nitrogen source (340 mg/L).

Viana et al. [17] investigated the influence of five variables, namely pH (6.0, 6.4, and
6.8), temperature (28°C, 30°C, and 32°C), agitation intensity (150, 200, and 250 rpm), glycerol
concentration (5.0, 7.5, and 10 g/L) and soybean flour concentration (5.0, 12.5, and 20 g/L), on
CA production of Streptomyces sp (DAUFPE 3060). These authors found that the highest
results of the CA production 494.0 mg/L were obtained at higher temperature (32°C), pH 6.0,
lower glycerol concentration (5.0 g/L) and higher concentration of soybean flour (20.0 g/L).
CA production obtained by these authors was higher comparing to the production obtained in
this study. However, it can be seen that the concentrations of the components of the production
medium used as well as different concentrations of cultivation influence the CA production by

Streptomyces species.

S. malaysiensis DPUA 1571 proved to be a potential source for obtaining CA. The next
step of this research was to produce and simultaneously extract CA using the technique of

extractive fermentation in ATPS.
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3.2 Extractive Fermentation of Clavulanic Acid

Table 2 shows the matrix of the factorial design and the results for the responses CA
concentration, partition coefficient (K) and yield obtained from the extractive fermentation of

Streptomyces malaysiensis DPUA 1571.

There was not phase formation in run 1 only. The component concentrations of this
system were below or very near the critical point of the binodal curve, and systems with

concentrations below this point are monophasic [22].

According to Sinha et al. [23] in an ideal extractive fermentation, the cells and the
substrate should concentrate preferably under a single phase, while the biomolecule (product)
should concentrate on the opposite phase. It facilitates the removal of the product from its
production, and minimizes the inhibition effect and provides a prepurification of the molecule.
In all the tests, the CA preferentially partitioned into the top phase (PEG-rich) with values of
K> 1, while the cells were partitioned to the interface for providing a clarifying of the

cultivation medium.

CA highest concentration obtained in the top phase was 337.84 mg/L in the run 8
comprises MPEG 10.000 and higher concentrations of citrate and PEG 25 and 25%
respectively. These results agree with those reported by Viana Marques et al. [7], when these
authors studied the extractive fermentation of Streptomyces sp. DAUFPE 3060 aiming the CA
production and extraction using ATPS composed by PEG having molar mass of 4.000, 8.000
and 10.000 g/mol and 25% of phosphate salts. They observed no affinity of this molecule to the
salt-rich phase at the conditions studied, noting values of K greater than one for all trials, with
the highest CA concentration (426 mg/L) obtained in the test consisting of PEG molar mass

8.000 g/mol.
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The influence of the independent variables can be observed in Figure 2: PEG molar
mass - MMPEG (1), PEG concentration - CPEG (2) and citrate concentration - CCIT (3) and
their interactions 1x2, 1x3, 2x3 and 1x2x3 in the response partition coefficient (K). The
interaction between CCIT and CPEG was significantly and positive for the partition coefficient,
indicating that the best values for the partition coefficient (K) were obtained in higher

concentrations of citrate and PEG (25 %).

Videira and Aires-Barros [3] used ATPS formed by PEG and phosphate salts for the "in
situ” extraction of CA from a commercial potassium clavulanate solution. These authors
observed that higher potassium clavulanate concentrations were obtained in the top phase
(PEG-rich) with the increase of phosphate concentration in the lower phase. This behavior was
likely a result of the occurrence of the phenomenon known as salting out, the CA solubility in
the salt-rich phase decreased as result of the increase of ionic strength, and thus, the separation

from CA for the top phase occurs.

In this study, the highest value for the partition coefficient was K=1.63, and it was
obtained in run 8 with 25% PEG concentrations and 25% citrate concentration. This partition
coefficient was lower in comparison to that results obtained by Viana Marques et al., [7] (K =
19.4) when studying the production and simultaneous extraction of CA by Streptomyces sp

DAUFPE 3060 using extractive fermentation with ATPS PEG/phosphate.

Yield values obtained in the extractive fermentation process are shown in Table 2. The
highest yield obtained was 98.20% in the run 1 formed by MPEG 1,000 g/mol; 15% of CPEG

and 15% of CCIT.

The influence of the independent variables (1) MPEG (2) CPEG and (3) CCIT, as well
as their interactions (1x2), (1x3), (2x3) and (1x2x3) are shown in Figure 3. It can be observed

that the three independent variables had significant effects under the yield as well as the
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interactions 1x2 and 2x3. CPEG and MPEG were the variables that presented greater effect
under this response variable. CPEG presented significant and positive effect, indicating that
there a higher yield in higher concentrations of this polymer. While MPEG presented significant
and negative effect, i.e., the highest yields were obtained in tests consisting of PEG of lower

molar mass.

Silva et al. [5] evaluated the parameters effects involved in the CA purification found in
fermented broth of Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 by ATPS. These authors used
systems formed by PEG (600, 1000 and 4000 g/mol) and phosphate salts at different pH values
(6.5, 7.0 and 7.5) and temperatures (20.0, 25.0 and 30.0°C). Values of the partition coefficient
(K) up to 18.1, with yields of 88.0% were obtained. The authors found that the increase in
MPEG 600-4000 resulted in a decrease in partition and yield coefficient. In addition, there was
a decrease in performance when used for higher temperatures, since this variable was related to

the rate of CA degradation that is greater at high temperature.

Viana Marques et al. [7] observed the CA production by Streptomyces sp. DAUFPE
3060 using extractive fermentation by ATPS PEG/phosphate salts. The experiments were
performed in flasks and in a bioreactor. In studies carried out in flasks these authors obtained
yield values ranging from 60 to 90% for the top phase that had higher yields. Higher yields
were obtained when PEG was used with molar mass 8,000 g/mol and higher concentrations of

PEG and phosphate (25.0%).

However, in extractive fermentation using ATPS formed by PEG and citrate when in
comparison with conventional fermentation, presents the key advantages of such a system
include the ease of scale-up, high selectivity and the stabilization of the biomolecular structure

by the polymers comprising the system. As well as, the integration of the production and
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extraction process in one-step reducing significantly the number and cost of production

processes.

Furthermore, it was observed that CA production was greater in the extractive
fermentation (337.84 mg/L PEG-rich phase and 207.21 mg/L citrate-rich phase) when
compared with conventional fermentation (387.66 mg/L). This fact indicates that during
extractive fermentation occurred a higher stabilization of CA molecule, and this is a viable

technique for production and extraction of B-lactamase inhibitor.

4.0 CONCLUSION

Streptomyces malasyensis DPUA 1571 proved to be a potential source for obtaining
CA, and this is the first report of this specie as a CA producer. The extractive fermentation
demonstrated to be a viable method of CA production when compared with conventional
fermentation. Since the best results of CA production from Streptomyces malasyensis DPUA
1571 were obtained when using extractive fermentation. Thus, Streptomyces malasyensis
DPUA 1571 proved to be a viable source for the production of clavulanic acid with potential
for future use in industrial processes. Therefore, extractive fermentation using aqueous two-
phase system formed by PEG and citrate presents itself as a promising method for simultaneous

production and extraction of clavulanic acid.
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TABLES

Table 1. Levels of independent variables in the 22 factorial design for clavulanic acid production

and extraction in extractive fermentation.

Levels
Variables -1 0 +1
(1) PEG Molar Mass — MPEG (g/mol) 1.000 6.000 10.000
(2) PEG concentration - CPEG (w/w9%) 15 20 25

(3) Citrate concentration - Ccit (w/w%) 15 20 25
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Table 2. Influence of independent variables PEG Molar Mass, PEG concentration and citrate
concentration on CA concentrations, partition coefficient (K) and yield () according to the 2°

factorial designs, after 120 hours of cultivation in extractive fermentation.

Runs MPEG CPEG Ccit AC top AC bottom K Y
(g/mol)  (W/w%) (W/w%) (mg/L) (mg/L) (%)

1 1.000 15 15 315.32 225.23 140 98.20
2 10.000 15 15 288.29 216.22 1.33 65.57
3 1.000 25 15 315.32 243.24 1.30 98.06
4 10.000 25 15 252.25 229.73 110 76.71
5 1.000 15 25 310.81 238.74 130 7225
6 10.000 15 25 279.28 238.74 117 2841
7 1.000 25 25 333.33 220.72 151 96.40
8 10.000 25 25 337.84 207.21 1.63 65.08
9(C) 6.000 20 20 247.75 229.73 1.08 59.17
10 (C) 6.000 20 20 274.77 211.71 1.30 61.01
11(C) 6.000 20 20 279.28 243.24 1.15 5345

12 (C) 6.000 20 20 265.77 216.22 1.23 55.14
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Clavulanic acid production from Streptomyces malasyensis DPUA 1571.

Figure 2. Pareto chart of the main effects of the independent variables: PEG molar mass
(MPEG), PEG concentration (CPEG) and citrate concentration (CCIT), to the partition

coefficient (K).

Figure 3. Pareto chart of the main effects of the independent variables: molar mass of PEG

(MPEG), PEG concentration (CPEG) and citrate concentration (CCIT) to the yield ().
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Capitulo IV — PRODUCAO DE ACIDO CLAVULANICO POR

Streptomyces malasyensis DPUA 1571 EM BIORREATOR

Este capitulo refere-se a producdo do acido clavulanico por Streptomyces malaysiensis

DPUA 1571 em biorreator.
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RESUMO

O é&cido clavulanico (AC) ¢ um antibiotico B-lactdmico, que possui potente atividade inibitoria
das enzimas B-lactamases produzidas por bactérias resistentes as penicilinas. Este trabalho teve
como objetivo verificar a influéncia de diferentes variaveis sob a producdo de AC por
Streptomyces malasyensis DPUA 1571 em biorreator. A influéncia das variaveis:
concentracOes da fonte de carbono (glicerol 5, 10 e 15 g/L), agitacdo (200, 500 e 800 rpm) e
temperatura (15, 20 e 25 °C) foram investigadas sob a variavel resposta producgdo do éacido
clavulanico por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 em biorreator de bancada (L) tipo
tanque agitado utilizando um planejamento fatorial 23. A aeracéo e o pH foram fixados em
0,5vvm e pH 6,0, respectivamente. Ap6s 120 horas de cultivo a maior producdo de AC foi
observada no ensaio com maior concentracao de glicerol, maior agitacdo e menor temperatura,
sendo esta producdo de 2241,38 mg/L. Os resultadospermitem concluir que Streptomyces
malasyensis DPUA 1571 é uma promissora fonte de &cido clavulanico com potencial para

aplicacdo na area farmacéutica.

Palavras chave: &cido clavulanico, Streptomyces malasyensis, biorreator.

1.0 INTRODUCAO

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos p-lactamicos é atraves
da producdo de enzimas que apresentam grupos nucleofilicos (em geral, residuos de serina)
capazes de promover a abertura do anel -lactdmico, levando desta forma a inativacdo deste
agente quimioterapico (Guimardes et al., 2010). As enzimas B-lactamases sdo produzidas por
uma grande variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Essas enzimas sao
codificadas em cromossomos ou sitios extracromossémicos através de plasmideos ou

transposons, podendo ser produzidas de modo constitutivo ou ser induzido. A resisténcia quase
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universal de Staphylococcus aureus a penicilina € mediada por uma B-lactamase induzivel,

codificada por plasmideo (Anvisa, 2013).

Estratégias destinadas a superar o problema da resisténcia adquirida por bactérias séo
de crescente interesse principalmente pelas industriais farmaco-quimicas. Dentre as estratégias
gue vém sendo utilizadas clinicamente para contornar o problema da resisténcia bacteriana esta
o0 desenvolvimento de compostos que atuam como inibidores de B-lactamase. Os inibidores de
B-lactamase sdo prescritos em combinacdo com 0s antibidticos B-lactamicos convencionais

(Saudagar et al., 2008).

O é&cido clavulanico (AC) possui atividade antibacteriana relativamente fraca, mas tem-
se mostrado um potente inibidor das p-lactamases produzidas por bactérias patogénicas Gram-
positivas (Staphylococcus aureus (MSSA), S. epidermidis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, entre outras) e também contra muitas bactérias Gram-
negativas, tais como: Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae, M. catarrhalis, Neisseria
gonorrhoeae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. vulgaris (Oliveira et al., 2009;

Brown et al., 1976).

AC é utilizado clinicamente como sal de potassio em conjunto com amoxicilina, e
comercializado em combinacdo com a amoxilina (Augmentin™) ou com ticarcilina

(Timentin™) (Baggaley et al., 1997).

Tradicionalmente o AC é produzido em biorreator de tanque agitado convencional por
Streptomyces clavuligerus em meios de cultura contendo glicerol e derivados de soja, como

fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente (Cerri et al., 2012).

Ortiz et al. (2007) investigaram a influéncia do tipo de derivados de soja como fonte de
nitrogénio e a influéncia simultanea das concentracdes de fontes de nitrogénio e de carbono na

producéo de AC por S. clavuligerus.
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Baptista-Neto et al. (2005) compararam dois métodos para a produgdo de AC por S.
clavuligerus em biorreator: cultivo continuo e cultivo em batelada. A maior produgdo de AC
foi obtida no cultivo em batelada; no entanto, a maior produtividade foi obtida no cultivo

continuo.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo o estudo de variaveis que influenciam
a producdo de AC em biorreator de bancada tipo tanque agitado por Streptomyces malasyensis

DPUA 1571, como uma nova fonte de obtencdo de AC.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

A curva de calibragdo utilizada para a determinacdo quantitativa do acido clavulanico
presente nas amostras foi realizada utilizando clavulanato de potéssio produzido por
Streptomyces clavuligerus comercializado pela Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil).

Os demais reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau analitico.

2.2 Manutencéo e reativacdo do micro-organismo

Streptomyces malasyensis DPUA 1571 foi isolado de liquens da Regido Amazonica e
pertence a Colegdo de Micro-organismos do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal do Amazonas, Manaus-AM, Brasil. O micro-organismo foi estocado em criotubos de

2,0 mL contendo glicerol (10 %, v/v) a -20 °C

Para a reativacdo da espécie, o conteudo de um criotubo foi transferido para
Erlenmeyers contendo 50 mL do meio ISP-2 (Pridham et al., 1957). Os frascos foram incubados

em agitador orbital (TE-421-Tecnal) a 28 °C, 200 rpm, por 48 h.
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2.3 Producéo de &cido clavulanico

Apos o periodo de reativacdo aliquotas correspondendo a 10% do volume final foram
transferidas para Erlenmeyers de 250 mL contendo 90 mL do meio utilizado para o pré-indculo
para um volume final de 100 mL. O meio de pré-inoculo foi descrito por Maranesi et al. (2005)
e possui a seguinte composicdo: 10 g/L de glicerol; 20 g/L da farinha de soja; 1,2 g/L de
K2HPO4; 0,001 g/L de MnCl2.4H20; 0,001 g/L de FeSO4.7H.0 e 0,001 g/L de ZnSO4.7H20
em pH 6.8. Os frascos foram incubados em agitador orbital a 200 rpm, 28 °C por 24 horas. O
volume total do pré-in6culo foi transferido para o biorreator TEC-BIO-PLUS (TECNAL) 2000
mL, contendo 900 mL de meio de produgdo com composicdo similar ao meio utilizado para o
pré-indculo, modificado apenas pela variagdo da concentragdo do glicerol (5, 10 e 15 g/L). As
condicdes utilizadas para producdo do AC variaram de acordo com o planejamento fatorial 23,

como descrito na Tabela 1, sendo mantidas fixas as condicGes de aera¢édo 0,5 vvm e pH 6,0.

Apobs 120 horas de cultivo, foram retiradas as amostras e o liquido fermentado foi
centrifugado a 5.500xg por 20 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para a dosagem de AC.
Apos os experimentos foram realizadas as analises estatisticas dos resultados, com o auxilio do

software Statistica 8.0 (Statsoft Inc, 2008).

Tabela 1. Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2°

Niveis
Variaveis Inferior Central Superior
(1) () (+1)
(1) Agitacéo (rpm) 200 500 800
(2) Temperatura (°C) 15 20 25

(3) Concentracéo de glicerol (g.L™?) 5 10 15
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2.4 Dosagem do &cido clavulanico

A dosagem de AC foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Bird et al.
(1983) através da dosagem espectrofotométrica do AC que é quantificada pela medicdo do
aumento da densidade 6tica a 311nm através da formacao do produto 8-hidroxi-6-0xo0-4-azooct-
2-enol decorrente de sua reagcdo com imidazol. Solugdes-padréo de diferentes concentragdes de

clavulanato de potéssio foram utilizadas para determinar a concentracdo de AC nas amostras.

2.5 Dosagem do glicerol residual

Um método colorimétrico descrito por Hae Bok e Demain (1977), foi utilizado para a
determinacéo de glicerol residual no caldo fermentado. O método baseia-se na oxidacdo do
periodato a alditdis para produzir formaldeido. A curva de calibracdo linear de glicerol foi

obtida no intervalo de 0-25 pg.mL"*

2.6 Determinacéo da concentracao celular

A concentracéo celular foi determinada por intermédio do peso da massa celular seca,

de acordo com o método descrito por Olsson e Nielsen (1997).

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de &cido clavulanico em biorreator tipo tanque agitado por S. malasyensis
sp. DPUA 1571 foi realizada em diferentes condig¢des de acordo com o planejamento fatorial
completo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2. A influéncia das variaveis
independentes, agitacdo (200, 500 e 800 rpm), temperatura (15, 20 e 25 °C) de glicerol (5,10 e
15 g.L'Y), sob a produgdo do AC foi avaliada. A maior concentragdo de AC foi de 2241,38
mg.L e a maior produtividade de 18,67 mg.-1.h foram obtidas no ensaio com maior agitacéo

(800 rpm), menor temperatura (15 °C) de glicerol (15 g.L™).
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Tabela 2. Resultados do planejamento fatorial 2° para a producdo de acido clavulanico

por Streptomyces malasyensis DPUA 1571 ap6s 120 horas de cultivo.

. Agitacio  Temperatura Glicerol AC Pac Glicerol

Ensaios (rpm) 0 (g.LY) (mg.L?)  (mgL'h?) Residual
(%)
1 200 15 5.0 0,00 0,00 72,0
2 800 15 5,0 247,57 2.06 72,0
3 200 25 5,0 0,00 0,00 60,0
4 800 25 5,0 0,00 0,00 48,0
5 200 15 15,0 719,56 5,99 49,4
6 800 15 15,0 224138 18,67 16,7
7 200 25 15,0 144335 12,02 66,0
8 800 25 15,0 134482 11,20 23,4
9(C) 500 20 10,0 181,04 1,50 88,0
10(C) 500 20 10,0 174,39 1,45 94,0
11(C) 500 20 10,0 174,39 1,45 72,0

AC- acido clavulanico; Pac — Produtividade de acido clavulanico

Apos analise estatistica dos resultados foi possivel observar a influéncia das variaveis
independentes: agitacdo (1), temperatura (2) e concentracdo de glicerol (3), e suas interacdes,

como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Grafico de Pareto da influéncia das varaveis agitacdo (1), temperatura (2) e

concentracdo de glicerol (3) e suas interagcdes na producdo de AC por Streptomyces

malasyensis DPUA 1571 em biorreator.

A concentragdo de glicerol (3) foi a varidvel independente que mais influenciou a
producédo do AC, como pode ser observado na Figura 1, tendo um efeito positivo sob a
producdo, ou seja, quanto maior a concentracdo do glicerol no meio de cultivo maior foi a
producédo de AC por este micro-organismo. O glicerol é reportado na literatura como a principal
fonte de carbono para a producdo de AC por Streptomyces clavuligerus, na auséncia de glicerol
este micro-organismo produz outro antibiotico a cefamicina C ao invés do AC (Saudagar et al.,
2007). Romero et al. (1984) estudaram a biossintese do AC por Streptomyces clavuligerus e
sugeriram que o glicerol utilizado no meio de cultivo é convertido em gliceraldeido-3P e

utilizado como precursor do carbono C3 da molécula do AC. A elevada produgdo de AC
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(2241,0 mg/L) por S. malasyensis DPUA 1571 no ensaio com maior concentragéo de glicerol
(15 g/L) indica que esta fonte de carbono também foi utilizada por este micro-organismo para

a producdo de AC.

A determinagéo do glicerol residual presente nas amostras demostrou que o0 consumo
de glicerol foi maior no ensaio 6, chegando a 83,3% (Figura 2) este consumo associado com
uma elevada producdo de AC (2241,0 mg/L) por S. malasyensis sp. DPUA 1571 no ensaio com
maior concentracdo de glicerol (15 g/L) sugere que esta fonte de carbono também foi utilizada

por este micro-organismo para a producgéo de AC.

Baptista-Neto et al. (2005) comparam trés formas de producdo de AC por Streptomyces
clavuligerus em biorreator, processo continuo sem reciclo celular, processo continuo com
reciclo celular e processo descontinuo (batelada). Estes autores observaram uma maior
concentracdo de AC (475 mg/L) foi obtida no cultivo em batelada, entretanto, maiores valores
de produtividade de AC (11,7 mg/L.h™%) foi no cultivo continuo. Com estes resultados os autores
concluiram que o cultivo da cultura com a reciclagem de células foi o melhor modo de operacéo
para produzir &cido clavulanico de S. clavuligerus. Estes autores também observaram que no
cultivo em batelada a maior producdo de AC ocorreu apés total esgotamento do glicerol

presente no meio de cultivo.

Costa e Badino (2012) avaliaram a producdo de &cido clavulanico por Streptomyces
clavuligerus em batelada com e sem pulsos de glicerol, sob diferentes condi¢des de temperatura
(20, 25 e 30°C). Nos ensaios onde as temperaturas foram mantidas estaveis e onde variaram
apenas os pulsos de glicerol (1, 2, 3 ou 4), os autores observaram que em geral, a producéo de
AC aumentou com o aumento do numero de pulsos de glicerol, este fato indica que a S.

clavuligerus pode utilizar continuamente glicerol para a biossintese de CA.
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Como pode ser visualizado na Figura 1, a agitacdo (1) apresentou efeito positivo sob a
producéo do AC, em uma maior agitagdo ocorre melhor distribuicdo do oxigénio dissolvido

para as células, fato que favoreceu a produgdo do AC.

Viana et al. (2009) estudaram a influéncia de diferentes varidveis sob a producéo de AC
por Streptomyces sp. DAUFPE 3060, estes autores obtiveram as melhores condi¢fes de
producédo de AC (494 mg/L) em frascos agitados nas condi¢bes de 32°C, pH 6,0, 5 g/L de
glicerol e 20 g/L farinha de soja a 150 rpm, apds obterem as melhores condic¢des de cultivo
foram realizadas fermentacdes em biorreatores de 3L em condic¢des semelhantes as utilizadas
nos cultivos em frascos agitados, a 0.5 vvm e 800 rpm. Nestas condi¢Ges 0s autores observaram
que a producdo de AC (672 mg/L) pelo micro-organismo foi aproximadamente 60% superior

do que producéo obtida em frascos agitados.

A aeracdo e a agitacdo sdo variaveis importantes para assegurar a taxa de transferéncia
de oxigenio eficaz durante bioprocessos aerébicos (Viana Marques et al., 2010), estudos
sugerem que com 0 aumento da agitacdo, também ocorra um aumento no coeficiente de
transferéncia de massa volumétrica (k.a). Fato que pode ter favorecido uma maior producéo de

AC por S. malaysiensis DPUA 1571 quando foram utilizadas maiores velocidades de agitacéo.

A temperatura (2) apresentou efeito negativo, o que significa que a diminuicdo da
temperatura de producéo foi importante para a formacao e estabilidade do AC (Figura 1). No
presente trabalho o AC foi obtido em maior quantidade no ensaio com temperatura igual a
15 °C. Tradicionalmente o AC € produzido em cultivos com temperatura que variam entre 25
e 30°C (Marques et al., 2011). No entanto, alguns autores ja verificaram que uma diminuicao
na temperatura de cultivo pode elevar a producao do AC, como o observado por Costa e Badino
(2012) quando estudaram a producdo de AC por Streptomyces clavuligerus em batelada
alimentada com pulsos de glicerol sob diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C), tais autores

verificaram uma elevada producdo de AC a 20°C (1266,2 mg/L), resultados condizentes com
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0s obtidos neste estudo. Além disso, estudos realizados por Santos et al. (2008) sob a
estabilidade “in vitro” do AC em diferentes temperaturas (20 — 45 °C) mostraram que o AC

apresentou melhor estabilidade a 20 °C.

Como no presente estudo as baixas temperaturas de cultivo favoreceram a producao do

AC, e associado ao fato de ocorrer menores indices de degradacao de AC a temperaturas baixas
(15 a 20 °C) quando comparadas as temperaturas mais elevadas (25 e 30 °C), pode ser

responsavel pelos altos valores de producéo obtidos neste estudo.

A Figura 2 mostra o comportamento do cultivo de Streptomyces malaysiensis DPUA
1571 nas condi¢6es do melhor ensaio (6), realizado a 800 rpm, 15°C, 15 g/L de glicerol a pH
6,0 em funcdo do tempo. Foi possivel observar que a producdo do AC teve inicio nas primeiras
24 horas de fermentacgdo, sendo esta a maior concentracao obtida (2758,62 mg/L) e se manteve
praticamente constante até as 120 horas do cultivo. A producdo de AC por Streptomyces
clavuligerus em geral ocorre mais tardiamente ap6s as 72 horas de cultivo (Ortiz et al., 2007,
Saudagar e Singhal, 2006; Maranesi et al., 2005). Entretanto, Viana et al., (2009) estudaram a
producdo de AC por Streptomyces sp. DAUFPE 3060 e obtiveram maiores valores de producéo

no tempo de 48 horas resultados que corroboram com os obtidos no presente trabalho.

A alta concentracdo obtida por um longo periodo do cultivo pode ter sido obtida devido
a baixa temperatura utilizada neste ensaio (15 °C), visto que a degrada¢do do AC é menor em
temperatura mais baixas. Desta forma a alta producéo de AC pelo micro-organismo combinada

com baixas taxas de degradacgéo resultou em maiores concentracdes de AC no meio de cultivo.
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Figura 2. Producdo de &cido clavulanico e consumo do glicerol presente no meio de cultivo

por Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 em funcéo do tempo.

4.0 CONCLUSAO

Neste estudo foi investigada a influéncia das variaveis para a producdo em biorreator de
AC por Streptomyces malasyensis DPUA 1571. De acordo com os resultados obtidos foi
possivel concluir que maiores concentragdes da fonte de carbono, o aumento da agitacdo e a
diminuigdo da temperatura de cultivo favoreceram a producéo desta biomolécula. Streptomyces
malaysienses DPUA 1571 é uma alternativa viavel para a producéo de AC, visto que o AC foi

produzido em curto periodo de cultivo e apresentou-se estavel nas condicGes estudadas.
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CONCLUSOES

v" A estabilidade do acido clavulanico comercial em solucdes de PEG e citrato em
diferentes pH foi avaliada e verificou-se uma maior estabilidade desta biomolécula a
pH de 6 em PEG com uma massa molar de 20.000 g/mol e concentracdo de citrato a
5%.

v’ O Sistema de Duas Fases Aguosas (SDFA) formados por PEG/citrato foi capaz de
extrair e pré-purificar o &cido clavulanico comercial, e as variaveis que influenciaram
no processo foram identificadas. Em sistema com concentragdo de PEG e citrato de 30%
e 15%, respectivamente, foram obtidos valores de coeficiente de particdo de 3,4 e

rendimentos proximos a 100%.

v Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 foi capaz de produzir acido clavulanico por
fermentacdo convencional, sendo obtidas concentracbes de 387.66 mg/L de é&cido

clavulanico apos 72 horas de cultivo.

v Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 foi capaz de produzir acido clavulanico por
fermentacdo extrativa utilizando SDFA formados por PEG/citrato. A melhor condicdo
para a producdo do acido clavulanico foi obtida no ensaio formado por PEG com massa
molar de 1.000 g/mol a 15% e com concentracdo de citrato de 15%. Nestas condic¢des
foram obtidos valores de coeficiente de particdo de 1,6 e rendimentos de até 98,2%.

v" Na producéo de acido clavulanico em biorreator por Streptomyces malaysiensis DPUA
1571 foram obtidos altas concentra¢des de acido clavulanico (2241,38 mg/L) apds 120
horas de cultivo, nas condic¢des de 800 rpm de rotagéo, 15 °C e concentracédo de glicerol
de 15 g/L.

v Os resultados apresentados permitem concluir que Streptomyces malaysiensis DPUA

1571 pode ser utilizado para a producdo de &cido clavulanico, e que a fermentacao
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extrativa utilizando SDFA é um processos viavel para a producao e extragdo simultanea

deste composto, podendo ser utilizada pela industria farmacéutica.



Perspectivas

PERSPECTIVAS FUTURAS:

v' Estudos posteriores visando identificar a molécula do acido clavulanico presente no
caldo fermentado por Streptomyces malaysiensis DPUA 1571 através da técnica de
HPLC.

v" Verificar a producdo do &cido clavulanico em biorreator utilizando a fermentagdo
extrativa.

v' Re-extrair o acido clavulanico presente no PEG por técnicas de filtracdo ou
cromatografia visando aumentar o grau de pureza do composto produzido por

Streptomyces malaysiensis DPUA 1571.
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