SECRETARIA
DE
3 .GRADUAGAO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Instituto de Biologia
Departamento de Genética e Evolu¢ao

Genética e Produgio de Cefalosporina C
na Linhagem C-10 de
Acremonium chrysogenum

Airton Vialta

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, para
obtenc¢io do titulo de Doutor em Genética

teso

G

= e

S B

[ S e |

S 5 i

@ < . |Orientador: Dr. Jodo Liicio de Azevedo
G :1 ‘10")

o & o

i =

E’;; -t ;2’

T P a Campinas - SP
o ~:3 1 994

) o

o ,

A

L

} 80rov
0N

da

[V T
MBLIC LA CENTRAL



UNIDADE_ Ty ...

Nﬁ&f v NlC&[f

!
|
[ VISV =2 DI O SO
" ‘ MB0 BC/ ‘2;24 Resd.

SO0 Rk 99

B "-l D 1/"
Ry L4000
v‘,?pojfﬁ

CM-00064739-8 //



AGRADECIMENTOS
Agradego a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para a
realizagdo deste trabalho e em especial:

Ao Professor Dr. Jodo Lucio de Azevedo, pela orienfagdo, amizade, aten¢do e
estimulo.

A Cleide Marques Ferreira, que por dois anos fez parte de nossa equipe na
CODETEC, pela inestimavel ajuda no desenvolvimento deste trabalho, amizade e estimulo.

Ao Professor Aquiles E. Piedrabuena, pelo valioso auxilio na analise estatistica.

Ao Dr. José Carlos Campana Gerez, diretor-superintendente da CODETEC,
pelas facilidades concedidas para a realizagio deste trabalho.

A Ingrid, pela importante ajuda com as técnicas moleculares, amizade e
estimulo.

Ao Alfredo e Regina, pela amizade e apoio constantes.

Aos funcionirios do Departamento de Genética e Evolugfo.

Aos amigos da CODETEC, pela importante colaboragdo em varios segmentos
deste trabalho, pela amizade e constante incentivo: Setor de Biotecnologia (Isabel, Anne,
Iriani, Sandra, Akira, Yemiko, Mitsugo e Meire); Setor de Analises (Jeane, Fabiana, Paulo,
Marili, Angela, Rosana e Lucimara; e Setor de Apoio (MArcia, Nilva, Norma, Claudia,
Cidinha e Juvenal).

Ao pessoal do CEBMEG, pela colaborag¢dio nas maxi-preparagdes de plasmidios,
em especial Suzi, Mana Helena e Edi. Também & Professora Yoko B. Rosato, pela ajuda

com o8 mutantes resistentes ao selenato.

Ao Professor Wanderley, ao Marcelo e 4 Fabiana, pela ajuda na preparagdo dos
plasmidios.

A Sole pela compreens3o, dedicagio e estimulo.
Ao CNPq pelo auxilio financeiro recebido através do programa RHAE.

A CODETEC pelo apoio, facilidades e auxilio concedidos.



Dedico este trabalho 4 memoéria do Professor Renato Bonatelli Junior que, além
de um grande amigo, orienfou meu mestrado e parte do doutorado. Infelizmente ele se foi,
deixando em sua 4rea de atuag#o uma lacuna que dificilmente serd preenchida. A seriedade,
o critério, a dedicagdo e a competéncia com que sempre conduziu seu trabatho fez dele um

excelente orientador e um pesquisador de expressfio dentro da comunidade cientifica.

Muitas saudades do amigo Renato.



INDICE

1. INTRODUCAO

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1
2.2

23
2.4

2.5
2.6

2.7

O género Acremonium

Produgio de cefalosporina C

2.2.1 Microrganismos

2.2.2 O processo fermentativo

2.2.3 Meios de produgdo
2.2.3.1 Fonte de carbono
2.2.3.2 Fontes de nitrogénio
2.2.3.3 Fontes de fosforo
2.2.3.4 Fontes de enxofre
2.2.3.5 Outros nutrientes

2.2.4 O processo de extragdo e purificagdo

A cefalosporina C

Analise das cefalosporinas

2.4.1 Colorimétrica

2.4.2 Microbiologica

2.4.3 HPLC

2.4.4 Analise do crescimento

2.4.5 Andlise de aglicares

Metabolismo do enxofre

Methoramento genético de A. chrysogenum

2.6.1 Técnicas classicas

2.6.2 Técnicas modernas

Protoplastos

2.8 Benomil

29

Higromina B

2.10 Alguns destaques da revisdo



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens
3.2 Meios de cultura

33

321
3.2.2
323
324
3.2.5
3.2.6
3.27
328
3.29

Meio minimo - MM

Meio minimo sem enxofre - MMS-

Meio completo - MC

Meio de pré-fermentagio

Meio de fermentagdo

Meio solido de produgio

Meio de produgio de micélio - MPM

Caldo soja tripticaseina ou "tryptic soy broth" - TSB
Agar soja tripticaseina ou "trypic soy agar" - TSA

3.2.10 Meio TSA 50%

3.2.11 Meio TSA com 10,3% de sacarose
3.2.12 Meio completo com 10,3% de sacarose
3.2.13 Meio completo com 20% de sacarose
3.2.14 Meio LB

Solugdes

3.3.1
332
3.33
334
3.3.5

3.3.6
3.3.7
3.3.8
3.3.9

Solugdo salina

Solugdes de selenato de s6dio

Solugdo de cromato de sodio

Solugdo de benomil

Solugdo reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS)

Solugdo estabilizante de cor

Tampdo para protoplastos - TPC

Solugdo de ditiotreitol 0,01 M

Solugdo de Novozym 324

3.3.10 Solugdo de Lysing Enzymes (Novozym 324)
3.3.11 Solugdo NaCl 0,8 M
3.3.12 Solugio estoque de Tris- HC1 1 M, pH 8,0

40
41
44
44
44
44
45
45
45
46
47
47
47
47
47
48
48
48
48
48
49
49

49
49
50
50
50
50
50
51



3.4
3.5
3.6

3.7

3.3.13 Solugdo estoque de Tris- HC1 1 M, pH 7,5
3.3.14 Solugio estoque de EDTA 0,5 M, pH 8,0
3.3.15 Solugdo estoque de NaCl 5 M

3.3.16 Solugio estoque de SDS

1317 thmﬂn em‘nmw de fvhcnqc
3.3.18 Solugao 1
3.3.19 Solugdo I
3.3.20 Solugdo II
3.3.21 Tampio TE
3.3.22 Tampao R
3.3.23 Solugdo L
3.3.24 Tamp3o Tris de equilibrio
3.3.25 Tampdo Tris para estocagem
3.3.26 Tampdao NCM
3.3.27 Tampdo CCM
3.3.28 Solugdo clorofane
3.3.29 Solugdo clorofil
3.3.30 Solugdo estoque de RNAse (10 mg/ml)
3.3.31 Solugdo de PEG 4000 a 40%
3.3.32 Solugio estoque de higromicina B (Sigma)
Esteriliza¢3o e temperatura de incubagio
Curvas de resisténcia a luz ultravioleta
Crescimento da linhagem C-10 em varios meios de cultura
3.6.1 Em meio solido
3.6.1.1 Em diluigdo para contagem
3.6.1.2 Em in6culo por ponto
3.6.2 Em meio liquido
3.6.3 Em meio liquido com agitagdo
Metodologia utilizada nos testes de produgdo de cefalos—
porina C
3.7.1 Acitmulo de cefalosporina C em fungdo do tempo
3.7.1.1 Pré-fermentagdo
3.7.1.2 Fermentagio
3.7.2 Dosagem de cefalosporina C

51
51

51
51
33

oS Lt

52
52
53
53
33
53
53
54
54
54
55
55
55
55
56
56
56
57
57
57
57
58
58

58
58
58
59
59



3.7.2.1 Método microbioldgico
3.7.2.2 Dosagem por HPLC
3.7.3 Determinagdo de aglicares redutores pelo método
do acido dinitrossalicilico (DNS)
3.7.3.1 Determinagdo de aglicares redutores
3.7.3.2 Determinagdo.de agticares redutoes totais
3.8 Curva do halo de inibigdo em fungdo do tempo de incuba-
¢cdo
3.9 Isolamento ao acaso de colOnias com maior produgio de
cefalosporina C em meio sélido
3.10Isolamento e teste das coldnias de crescimento vegetativo
reduzido
3.11 Teste dos isolados "+"
3.12 Teste dos mutantes de crescimento reduzido "+" € dos trés
melhores produtores entre os isolados ao acaso "+"
3.13 Curvas de resisténcia ao selenato
3.13.1 Em MMS- contendo D,L-metionina
3.13.2 Em MMS- sem D,L-metionina
3.14 Curva de resisténcia ao cromato de sédio
3.14.1 Em MMS- contendo 10 mg/l de D,L-metionina
3.15Isolamento de mutantes espontaneos resistentes ao sele-
nato
3.16 Teste de confirmagdo de resisténcia ao selenato
3.17 Caracterizagdo dos mutantes resistentes ao selenato
3.18 Caracterizagdo dos mutantes resistentes ao selenato quanto
a serem cromato sensiveis ou cromato resistentes
3.19 Curvas de resisténcia ao benomil
3.20Isolamento de mutantes resistentes ao benomil
3.20.1 Espontédneos
3.20.2 Induzidos
3.21 Caracterizagdo dos provaveis resistentes ao benomil
3.22 Resisténcfia comparativa ao benomil em MC contendo
10,3% de sacarose

59
60

61
61
61

62

63
63

64
64
64
65
65
65

65
66
66

66
67
67
67
67
68

68



3.23 Curva de resisténcia 4 higromicina B de micélio ¢ pro-
toplastos da linhagem C-10
3.24 Isolamento dos mutantes resistentes 4 higromicina B
3.24.1 Espontineos
3.24.2 Induzidos
3.25 Caracterizagdo dos mutantes resistentes a higromicina B
3.26 Obtengio de protoplastos
3.27 Maxipreparagdo do plasmidio pBT 6
3.27.1 Obtengido do caldo
3.27.2 Extragio (método 1)
3.27.3 Extragio (método 2)
3.27.4 Purificagio em gradiente de cloreto de césio
3.28 Transformagdo da linhagem C-10
3.28.1 Método 1
3.28.2 Método II
3.29 Analise estatistica
3.29.1 Mann-Withney
3.29.2 Kolmogorov-Smirnov
3.29.3 Analise de varidncia

. RESULTADOS

4.1 Porcentagens relativas e curva de sobrevivéncia da linha-
gem C-10 a luz ultravioleta

4.2 Crescimento da linhagem C-10 em varios meios de cultura

4.3 Produgdo de cefalosporina C da linhagem C-10
4.3.1 Curva de acimulo em fungio do tempo

4.4 Curva do halo de inibigdo em fung3o do tempo de incuba-
¢ao

4.5 Produgdo em meio sOlido das colOnias isoladas ao acaso

4.6 Isolamento de coldnias com crescimento reduzido

4.7 Testes fermentativos em "shaker" dos isolados "+" ¢ com-
para¢io com a linhagem C-10

4.8 Testes fermentativos em "shaker" dos mutantes morfologi-
cos e comparagdo com a linhagem C-10

68
69
69
69
69
70
71
71
71
72
72
73
73
73
74
74
75
76

77
78
79
82
82
83
84
85
85

87



4.9 Comparagio de produgfo entre a linhagem C-10 ¢ seus
derivados A-79, A-818, A-1191, M-5, M-76 ¢ M-90
4.10Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia ¢ fre-
qiiéncia de provaveis mutantes da linhagem C-10 ao tra-
tamento com selenato

4.11Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia e fre-
qiiéncia de provaveis mutantes da linhagem C-10 ao tra-
tamento com cromato

4.12 Caracterizagdo dos mutantes resistentes ao selenato

4.13 Caracterizagdo dos mutantes resistentes ao selenato
quanto a serem cromato sensiveis ou cromato resistentes

4.14 Crescimento da linhagem C-10 ¢ dos mutantes sC-1, sC-2
e sB- em MMS- liquido sob agitagdo
quanto a serem cromato sensiveis ou cromato resistentes

4.15 Comparagio de produgdo entre a C-10 ¢ os mutantes re-
sistentes ao selenato

4.16 Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia ¢ fre-
qiiéncia de provaveis mutantes da linhagem C-10 ao tra-
tamento com benomil

4.17 Caracterizagdo dos provaveis mutantes resistentes ao be-
nomil

4.18 Resisténcia ao benomil em MC contendo 10,3% de saca-
rose

4.19 Resisténcia 4 higromicina B em MC contendo 10,3% de
sacarose

4.20Isolamento de mutantes resistentes a higromicina B

4.21 Caracterizagio dos mutantes resistentes a higromicina B

4.22 Protoplastizagdo da linhagem C-10
4.22.1 Teste com a enzima
4.22.2 Teste com meios diferentes
4.22.3 Testes com MC contendo 20% de sacarose
4.22.4 Protoplastizagio utilizando MC + 10,3% de sa-

carose como estabilizador osmotico
4.23 Preparagio do plasmidio pBT 6 em larga escala

90

91

95
97

98

98
98

99

100
102
102

103
104
104

106
106
106
107

107
108



4.24 Transformagao

. DISCUSSAO
5.1 Crescimento da linhagem C-10 em varios meios de cul-
tura
5.2 Produgdo de cefalosporina C
5.2.1 Curva de acimulo
5.2.2 Produtividade da linhagem C-10
5.2.3 Produgio dos isolados ao acaso
5.2.3.1 Em meio solido
5.2.3.2 Em meio liquido sob agitagdo
5.2.4 Produgio dos mutantes com crescimento reduzido
em "shaker"
5.3 Isolamento de mutantes resistentes
5.3.1 Ao sclenato €/ou cromato
5.3.2 Ao benomil
5.3.3 A higromicina B
5.4 Protoplastiza¢do
5.5 Preparagio do plasmidio pBT 6
5.6 Transformagdo

. CONCLUSOES

. RESUMO

. SUMMARY

. BIBLIOGRAFIA

109

110

111
112
112
112
115
115
116

117
118
118
120
121
122
124
124

126
128
130

132



INDICE DE TABELAS

Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades forma-
doras de colonias (UFC) da linhagem C-10 ao tratamento com
luz UV

Numero de colonias crescidas da linhagem C-10 nos diferentes
meios de cultura

Médias dos didmetros (em mm) das coldnias da linhagem C-10
apos 10 e 21 dias de incubagdo em diferentes meios

Pesos secos e umidos da linhagem C-10 crescida em meios de
cultura liquido sob agitacdo

Dados referentes a curva de acimulo da cefalosporina C em
fun¢io do tempo

Didmetro dos halos (em mm) obtidos com o uso de Alcalige-
nes faecalis nos varios intervalos de incubagio

Niveis de produgio apresentados pelos isolados selecionados
ao acaso apés 5 dias de incubagdo

Produgdo de cefalosporina C (g/) da linhagem C-10 e dos

~ isolados ao acaso

10.

Produgdo de cefalosporina C (g/1) dos mutantes com cresci-
mento radial reduzido

Produgdo de cefalosporina C da linhagem C-10 ¢ alguns de
seus mutantes ¢ derivativos

78

80

81

81

82

84

84

86

38

90



11.

Analise de variancia dos dados da tabela 10

12. Comparagdo das médias pelo teste de Tukey

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Porcentagens relativas de sobreyivéncia das unidades forma-

doras de colonias (UFC) da linhagem C-10 ao tratamento com

selenato

Crescimento ¢ freqii€ncia de provaveis mutantes da Iinhagem

C-10 em MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina contendo varias

concentragdes de selenato

Crescimento e freqii€ncia de provaveis mutantes da linhagem
C-10 em MMS- contendo varias concentragdes de selenato e
1,4 x 106 UFC/placa

Condigdes de isolamento dos provaveis mutantes esponta-
neos resistentes ao selenato

Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades for-
madoras de col6ias (UFC) da linhgem C-10 em MMS- + 10
mg/l de D,L-metionina contendo varias concentragdes de
cromato

Crescimento ¢ freqiiéncia de provaveis resistentes da linha-
gem C-10 em MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina contendo
varias concentragdes de cromato ¢ 106 UFC/placa

Peso seco (em mg) das linhagens crescidas em meio liquido
sob agitacdo

Producdo de cefalosporina C (g/l) apresentada pela linha-
gem C-10 e mutantes resistentes ao selenato, utilizando o
meétodo de dosagem por HPLC

90

91

92

94

94

95

96

96

98

99



21

22.

23.

24.

25.

26.

27

28.

29.

30.

31.

Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades forma-
doras de colonias (UFC) da linhagem C-10 ao tratamento
com benomil

Crescimento da linhagem C-10 em MC contendo varias con-
centragdes de benomil

Crescimento comparativo em MC + sacarose contendo varias
centragOes de benomil

Crescimento comparativo de micélio € protoplastos da linha-
gem C-10 em MC + 10,3% de sacarose

Crescimento (em %) da linhagem C-10 e seus mutantes resis-
tentes a higromicina

Dados referentes a obtengdo de protoplastos utilizando enzi-
ma de duas procedéncias

Dados referentes A obtengdo de protoplastos utilizando meios
diferentes

Produgdo de protoplastos em MC contendo diferentes con-
centragOes de sacarose

Produgdo de protoplastos apresentada pela linhagem C-10
em MC + 10,3% de sacarose

Dados reletivos as preparagdes do plasmidio pBT 6

Condig¢des utilizadas para transformagdo com o plasmidio
pBT 6

101

102

103

104

105

106

107

107

108

108

109



8.

9.

10.

11.

12.

13.

INDICE DE FIGURAS

Genealogia de linhagens de A. chrysogenum com produgdo
aumentada, utilizadas na industria ¢/ou estudos genéticos

Via biossintética da cefalosporina C

Nucleo cefalosporanico com as posi¢des que podem receber
radicais

Acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA)

Vias do metabolismo do enxofre em leveduras e fungos
Mapa de restrigdo do ﬁlasmidio pBT6 (5,7 kb)

Mapa de restrigdo do plasmidio pAN7-1

Curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 a luz UV

Curva de acimulo da cefalosporina C cm fungdo do tempo
Niveis de produgdo dos isolados ao acaso

Niveis de produgdo da linhagem C-10 e dos isolados ao
acaso "_*_"

Niveis de produgdo da linhagem C-10 e dos mutantes morfo-
16gicos

Curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao tratamento com
selenato

11

17

17

24

42

43

79

83

85

87

89

93



14. Curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao tratamento
com cromato

15. Distribui¢do dos valores apresentados na tabela 20

16. Curva de sobrevivéncia de linhagem C-10 ao tratamento
com benomil

97

100

101



1: INTRODUCAO



Os antibibticos f-lactimicos constituem atualmente um dos grupos de fanmacos mais
mmportantes do ponto de vista comercial. O continuo valor clinico destas substincias reflete-
se em seu mercado mundial que ¢ da ordem de US$ 7,5 bilhdes/ano (formas acabadas),
valor que representa 60% de todos os antibidticos comercializados no mundo. Desse total,
USS$ 3 bilhdes comrespondem as penicilinas ¢ US$ 3,5 bilhdes as cefalosporinas
(BOUCOURT, 1981; BROWN e ROBERTS, 1985; EARL, 1991).

Assim como ocorre com ouiras substincias naturais de estrutura similar, a cefalosporina C
n3o possul atividade suficiente in vivo para ser utilizada clinicamente. Depois de produzida
via fermentaclio, ela é exiraida do caldo, purificada e transformada em 4cido 7-
aminocefalosporinico (7-ACA), matéria-prima para a sintese de todas as cefalosporinas.

As pnmeiras linhagens de .Acremonium chrysogenum wutilizadas industrialmente produziam
tragos de cefalosporina C. A combinagdo melhoramento genético e desenvolvimenio de
processo possibilitou elevar a produg3o para mais de 25 g/l nas culturas atuais.

Até por volia de 1985, o melhoramento genético das linhagens de A. chrysogenum cra
conduzido utilizando-se exclusivamente técnicas clissicas. Os extensos programas empiricos
de mutagdo e selegdo aos quais eram e ainda sfo submefidas as linhagens, apesar de bem
sucedidos, acabam causando problemas pois & medida que a produtividade aumenta,
diminue a probabilidade de se isolar mutantes ainda methores e aumenta a dificuldade de
identificar os isolados obtidos contra o "background" da populagio parental. Além disso, a
fim de detectar um evento relativamente raro, é necessario que se teste um grande numero de
isolados (SMITH, 1985).

A partir da segunda metade da década de 70, o desenvolvimento das técnicas de obtengdo e
fusdo de protoplastos trouxe nova possibilidade de melhoramento (MINUTH e ESSER,
1983) e permitiu elucidar de vez o ciclo parassexual de A chrysogenum (BALL e
HAMLYN, 1978).

Somente a partir de 1985, com os trabalhos de SAMSON e seus colegas da empresa Eh
Lilly ¢ que foram utilizadas técnicas moleculares nos programas de melhoramento. Uma das
maiores vantagens desta estratégia é o direcionamento dos objetivos a serem alcangados, que
normalmente permite conseguir isolados com ganho de produtividade testando-se apenas
algumas dezenas de colOnias, contra as milhares exigidas nos programas de melhoramento
envolvendo técnicas tradicionais (SKATRUD et al., 1989).

E bom lembrar que, embora em menor proporgfo, as técnicas classicas s3o empregadas até
hoje. LEIN (1983) enumera vérios exemplos de como estas técnicas podem ser utilizadas
nos programas de melhoramento, como elas podem contribuir para solucionar problemas que



No inicio da década passada, a empresa PANLABS depositou na American Type Culture
Collection, sob nimero 48272, uma linhagem super-produtora de cefalosporina C chamada
C-10, desenvolvida nos laboratérios da referida empresa e utilizada industrialmente por
alguns anos. Capaz de produzir 16 g/l de cefalosporina C (SHEN et al., 1986) ou entre 10 a
13 g1 (R. T. ROWLANDS, comunicag3o pessoal) em meio complexo quando cultivada em
agitador, a linhagem C-10 surgiv como uma rara oporfunidade para quem deseja
desenvolver um processo desta natureza. Ou seja, h4 a oportunidade de se iniciar com uma
linhagem de produgo mediana quando comparada com aquelas utilizadas atualmente pela
inchistria. Na grande maioria dos casos, as linhagens disponiveis em colegSes de culturas
produzem quantidades insignificantes das substincias desejadas.

O objetivo inicial do presente trabalho foi elaborar varios testes de fermentacio com
agitago, utilizando a linhagem C-10 visando reproduzir os niveis de produtividade a ela
atribuidos, ou seja, obter no caldo uma concentragdo final de 10 a 16 g/l de cefalosporina C.

Concluida esta efapa, a hnhagem C-10 foi submetida a wm programa de melhoramento
genético composto por duas estratégias. Na primeira, as coldnias que produziram halo de
inibigdo em meio sélido foram selecionadas ao acaso e aquelas que apresentaram maior
produtividade foram ensaiadas em plataformas agitadas. A segunda estratégia consistiu em
uma seleg#o racional dos isolados. Foram ensaiadas col8nias que apresentaram crescimento
vegetativo reduzido, tendo em vista que esta caracteristica tem sido correlacionada com o
aumento de produgdo de cefalosporina C (CHANG e ELANDER, 1979).

Na seqiiéncia, mutantes resistentes ao selenato e/ou cromato, que apresentam lesSes nos
genes da via de redugdo do sulfato, foram isolados, caracterizados e ensaiados quanto 4
produgdo de cefalosporina C. A razio de se estudar aspectos relacionados com a via do
enxofre reside no fato da molécula da cefalosporina C conter um atomo deste elemento.

Finalmente, também foi objetivo deste trabalho transformar a linhagem C-10 usando os
plasmidios pBT6 e pAN7-1 que contém, respectivamente, 0 gene da P-tubulina de
Neurospora crassa e o gene da higromicina B fosfotransferase de Escherichia coli. Caso
estes sistemas heterdlogos sejam eficientes, eles poderdo ser utilizados no futuro para a
introdugo de outros genes que n3o possuam técnica seletiva adequada.
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2.1 O género Acremonium

O género Acremonium pertence 3 classe Hyphomycetes de Deuteromycotina ou Fungos
Imperfeitos. Apresenta ampla distribuicio geografica, estando particularmente associado
com a senescéncia de vegetais, de tal forma que a maioria dos estudos floristicos realizados
em varios tipos de solos e em superficies de plantas inclui espécies deste género na lista de
fungos isolados. A competéncia metabdlica deste género pode ser constatada pelo fato dele
apresentar bom crescimento em meios relativamente simples, tais como Czapek. Produz
fidlides individuais diretamente das hifas, na superficie ou dentro do substrato. O género
Acremonium destaca-se pelo seu valor econdmico visto que pelo menos uma de suas
espécies ¢ utilizada industrialmente na produc&o de cefalosporina C (MOSS, 1987).

Acremonium apresenta crescimento mais ou menos lenfo em 4gar extrato de malte e em 4gar
farinha de aveia, onde suas coldnias atingem difmetros menores que 25 mm ap6s 10 dias a
20°C. Possui hifas hialinas e paredes finas. Tipicamente, as células conidiogénicas, ou
fidlides, s¥o eretas e formadas singularmente, mas conidiéforos com ramificagio simples ou
verticilada ocorrem em algumas espécies. As fidlides s3o normalmente delimitadas por um
septo basal, ocasionalmente continuo com a hifa a partir da qual elas sfo formadas,
estreitando-se gradualmente & medida que se caminha para a extremidade. O primeiro
conidio é formado holoblasticamente, a sucessfo ¢ esquizolitica, algumas vezes deixando um
curto colarete; os préximos conidios s3o produzidos enteroblasticamente sem que ocorra
alongamento na extremidade da fialide. Conidio hialino, constituldo de uma tnica célula,
raramente duas, esférico, oval, elipsoidal, cilindrico ou fusiforme, ficando contido, depois da
sucessfio, na extremidade das filides numa "cabeg¢a” ou numa falsa cadeia. Clamidosporos
algumas vezes sfio formados. Esclordtia so produzidos em certos casos. Algumas espécies
apresentam fase teleomorfica, Elas estio em Cordyceps, Nectria, Emericellopsis,
Torrubiella, Wallrothiella, e alguns outros géneros (ONIONS e BRADY, 1987)

O termo Cephalosporium foi introduzido por CORDA em 1939 para designar fungos sem
coloragdo e com conidi6foros simples nio ramificados e que apresentavam fialides
envolvidas por um grupo ou "cabega” de conidios unicelulares, de onde o nome foi derivado.
Nagquela época, pouco se sabia sobre as inter-relagOes destes fungos, e o nome passou a ser
utilizado para uma ampla variedade de Hyphomycetes (ONIONS e BRADY, 1987).

Foi Gams que em 1968 reexaminou espécies do material original (tipo) de Acremonium,
descrito por Link em 1809 e que tem prioridade de nomenclatura sobre Cephalosporium.
Este material foi bem preservado e permitiu a Gams que redescrevesse o género, a partir de
culturas vivas obtidas dos antigos isolados de A alternatum Link, e aplicasse o nome
Acremonium para fungos hialinos que formam fi4lides eretas em conidiéforos espargamente
ramificados, onde ¢ incluida a maioria das espécies inicialmente referidas como



Cephalosporium. Porém, muitos autores j4 vinham utilizando o nome Cephalosporium
acremonium para todos estes fungos (ONIONS e BRADY, 1987).

Como a histéria deste nome ¢ muito confusa, Gams descreveu uma nova espécie (4.
strictum) para englobar todos estes fungos e conservou 4. kiliense Grotz (o nome inicial)
para formas muito similares que adicionalmente produzem clamidosporos hialinos, que

s¥o isolados do solo e que t&m sido associados com infecglio de pele em
humanos (ONIONS e BRADY ., 1987). )

Apesar de A. strictum ser o nome taxonomicamente correto, ele é muito pouco utilizado. A
grande maioria dos autores utiliza os nomes C. acremonium e A. chrysogenum para designar
as inimeras linhagens desta espécie produtora de cefalosporina C.

No presente trabalho sera utilizado A. chrysogenum uma vez que esta tem sido a
denominaco de preferéncia dos pesquisadores nos iltimos anos.

A espécie Acremonium strictum Gams ¢ descrita como produzindo colbnias com 16 a 25
mm de didmetro apds 10 dias de crescimento em 4dgar extrato de malte, que apresentam cor
variavel de branco a creme, rosa ou laranja, aspecto varidvel de farinha ou po até liso ou
macio e o reverso da placa mantem-se sem cor ou torna-se levemente réseo ou alaranjado.
Os conidiéforos sdo simples ou ocasionalmente ramificados. As células conidiégenas sdo
longas e estreitas, e seu comprimento varia de acordo com a linhagem. Conidios elipsoidais,
achatadas, cilindricos de extremidades arredondadas, ocasionalmente curvos, algumas vezes
quase esféricos, de 3 a 7 por 1 a 2 pm, permanecendo numa "cabega” no topo das células
conidiégenas depois da sucess3o. Clamidosporos ausentes. Esta espécie, que inclui aquelas
linhagens inicialmente chamadas Cephalosporium acremontum, é muito comum em quase
todas as regides e, devido 4 sua morfologia simples, provavelmente engloba muitas
linhagens diferentes que nfo podem ser distingniidas utilizando os presentes métodos
(ONIONS e BRADY, 1987).

E importante ressaltar que a descriglio acima foi feita a partir de crescimento em meio solido
e que muitas linhagens de A. strictum, além dos conidios, produzem astrosporos quando
cultivadas em meio liquido (MOSS, 1987).



2.2 Produciio de cefalosporina C

2.2.1 Microrganismos

Embora algumas espécies dos géneros Emericellopsis, Paeczlomyces e Streptomyces
sintetizem cefalosporina C, Acremonium chrysogenum ¢ o microrganismo utilizado

industnialmente para a producéo deste antibi6tico (CRUEGER e CRUEGER, 1984; PRAVE
etal., 1987).

Acremonium chrysogenum foi isolado pela primeira vez a partir de amostras de 4gua do mar
da Sardenha por Giuseppe Brotzu, em 1945. Os estudos pioneiros sobre a atividade
antibiotica da cefalosporina C foram realizados por E.P. Abraham e G.G.F. Newton em
Oxford, a partir de 1948, culminando com a elucidaglio de sua estrutura em 1961. A
importincia do novo antibidtico foi logo reconhecida devido 4 sua baixa toxicidade, amplo
espectro e resisténcia as penicilinases de microrganismos gram-positivos.

A combinaco enire selego de linhagens e desenvolvimento fermentativo, nos iltimos 30
anos, permitiu que a cefalosporina C, presente em pequena quantidade pas culturas do
isolado original de Brotzu, alcanq,asse mais de 25 g/l nas linhagens utilizadas atualmente na
ndustria.

Na figura 1, é apresentada a genealogia de algumas linhagens de A. chrysogenum utilizadas
na indistria e/ou estudos genéticos.
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2.2.2 O processo fermentativo

Apesar da sintese quimica total da cefalosporina C ser possivel, comercialmente s6 se utiliza
a via fermentativa, sendo que atualmente sua produgio mundial estd em tomo de 2.500
toneladas. Em termos de mercado, este mimero corresponde a 30% das vendas mundiais de
antibioticos, cujos valores situam-se na faixa de US$ 12 bilhdes/ano (BOUCOURT, 1981,
BROWN e ROBERTS, 1985; EARL, 1991).

A cefalosporina C ¢ um metabolito secundario tipico, produzido durante a idiofase, que
comega a partir de 60 a 70 horas apés o inicio da fermentaglio e continua por até 100 horas
em processo de batelada (KOENZI, 1978; CRUEGER e CRUEGER, 1984; SHEN et al,,
1986). No caso de batelada alimentada, este perfodo pode ser extendido a 260 horas
(KUENZI, 1978).

KHANG et al. (1988) relatam, ainda, a produgio de cefalosporina C por células
imobilizadas em alginato de calcio. Nestas condigdes, os referidos autores demonstraram
que a linhagem CW-19 (Figura 1) apresentou o dobro da produgio especifica do antibitico
quando comparada com os resultados obtidos numa fermentagfo tradicinal, ou seja,
utilizando células livres.

Num tipico processo em batelada, a fase de crescimento pode durar de 48 a 70 horas. Neste
periodo, os niveis de aglicares redutores decrescem até atingirem valores proximos de zero e
a cefalosporina C comega a ser sintetizada. A concentragio de antibittico alcanga seu
patamar mais elevado entre 0 62 e o 70 dia de fermentagio. Para que tudo isso ocorra, ¢
pecessario que o pH, a temperatura e a aeragfio sejam mantidos em patamares adequados
durante todo o processo (CRUEGER ¢ CRUEGER, 1984).

Com relago as condi¢des de fermentagdo, deve ser inicialmente ressaltado que no caso dos
microrganismos filamentosos em geral e 4. chrysogenum em particular, ha necessidade de
uma agitagdo eficiente (NASH et al., 1985) e de uma aeragfio intensa, principalmente na fase
de crescimento (KUENZI et al., 1978). O oxigénio dissolvido no meio deve ser mantido
sempre 20% acima da saturagdo (PAN et al., 1982), pois, entre outras coisas, a falta deste
elemento pode levar a uma maior formaglo de penicilina N (HAROLD et al, 1988),
intermediario da via biossintética da cefalosporina C (Figura 2).

A faixa de temperatura utilizada & de 25 a 28°C (CRUEGER e CRUEGER, 1984), embora o
uso de 25°C possa levar 4 formago de hifas mais longas, o que acarreta no aumento da
viscosidade e dificulta a difusdo de oxigénio (KUENZI et al., 1978).



A. chrysogenum cresce bem em pH de 4,0 a 9,0. Porém, para produgdo de cefalosporina C,
emprega-se pH 7,0 a 7,7 (CRUEGER e CRUEGER, 1984).

Quando a fermentacfio ¢ conduzida em plataformas com agitagio, é comum utilizar-se
frascos erlenmeyers de 500 ml contendo 40 ml de meio e manté-los por 5 a 7 dias a 25°C e
250 rpm (SHEN et al., 1986). Em outros casos, emprega-se 40 ml de meio em erlenmeyer de
250 mi (HEIM et al,, 1984) e 28°C e 180 rpm (PEREZ-MARTINEZ e PEBERDY, 1985).
HEROLD et al. (1988), utilizaram erlenmeyers com 4 aletas, 25 a 28°C e 120 a 150 rpm.

Linhagens selvagens de A. chrysogenum produzem, além da cefalosporina C, quantidades
significativas de outros antibioticos: as cefalosporinas P, -Ps, que sdo moléculas de estrutura
esteroidal, e precursoras biossintéticas da cefalosporina C (Figura 2): penicilina N,
deacetoxicefalosporina C e deacetilcefalosporina C (NASH et al., 1985; SHEN et al., 1986).
Os dois Gltimos diferem apenas no grupo ligado 4 posigdo 3 do amel. Através do
melhoramento genético das linhagens, conseguiu-se eliminar ou reduzir a niveis muito
baixos a produglo das cefalosporinas P1-5 e da penicilina N (CRUEGER e CRUEGER,
1984). No entanto, os processos fermentativos ainda resultam em quantidades consideriveis
de deacetilcefalosporina C, nfo apenas como precursor, mas também como produto da
hidrélise da cefalosporina C (BYWOOD et al., 1977). Atualmente, considera-se satisfatorio
um processo em que a concentragdo final deste produto ndo exceda 10% da concentragio do
produto principal (catalogo PANLABS, 1989). Existe pelo menos um processo patenteado
para o aproveitamento de ambos, através de esterificagdo, extragdo do caldo fermentado e
posterior uso como precursores de derivados semi-sintéticos (BYWOOD, et al., 1977).
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2.2.3 Meios de producio
2.2.3.1 Fontes de carbono

A. chrysogenum é capaz de utilizar, entre outras, as seguintes fontes de carbono: glicose,
galactose, frutose, sacarose, lactose, ribose, glicerol, manitol, amido, maltose, arabinose,
oleato de metila, 6leos vegetais e gordura animal (NASH et al., 1985). Glicose e glicerol s&o
fortes inibidores da produgfo de cefalosporina C (MARTIN, 1978; DEMAIN, 1983;
ZHANG et al., 1989).

Na prética industrial, é comum usar meios de cultura contendo duas fontes de carbono:
glicose, utilizada na fase de crescimento, e uma segunda fonte nfo inibidora, utilizada na
fase de produgio do antibidtico (MARTIN, 1978). No caso da cefalosporina C, o segundo
carboidrato é geralmente a sacarose (KELLY et al., 1963; CRUEGER e CRUEGER, 1984,
NASH et al., 1985), que pode estar na forma de melago de beterraba (NASH ef al., 1985).
Uma combinagio que deu bons resultados para as linhagens antigas foi 0,3% de glicose e
1,2% de sacarose (KELLY et al., 1963) enquanto que para algumas linhagens de uso mais
recente utiliza-se 2,7% de glicose e 3,6% de sacarose no caso de meios com composigio
definida e, para meios de producdo, emprega-se as mesmas proporgdes dos dois agticares
acrescido de 3,0% de amido (SHEN et al., 1986).

Aparentemente, algumas linhagens exigem a presenga de oleato de metila, icido oleico,
6leos vegetais ou gordura animal nos meios de produgio, em concentragdes na faixa de 2,0 a
3,0% (KELLY et al., 1963; SHEN et al.,, 1986). Tais substincias podem desempenhar a
fungio de anti-espumante e apresenta um menor indice de disponibilidade para o
microrganismo, visto que s3o imisciveis com a dgua.

A glicose pode também ser adicionada em pequenas quantidades no decorrer da fase de
producio do antibiético, de forma intermitente ou continua. Esta estratégia é empregada na
produgio de penicilina; no caso da cefalosporina C, pode ocorrer crescimento filamentoso,
com consequentes dificuldades na difus#o de oxigénio (KOENZI, 1978; NASH et al., 1985).

Ainda com relagio A fonte de carbono, ¢ importante salientar que a maior produtividade da
linhagem C-10 em relagio 4 CW-19 (Figura 1), é em parte devida a uma menor
sensibilidade ao efeito inibidor da glicose (SHEN et al., 1986), embora ainda esteja sujeita 4
regulagio por este substrato (ZHANG et al., 1989). Além disso, a C-10 ¢ passiva de
regulagio pela fonte de nitrogénio e 4 indug#o pela metionina (ZHANG et al., 1988).
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2.2.3.2 Fontes de nitrogénio

A. chrysogenum pode utilizar, entre outros, pitrato, am8nio na forma de acetato, cloreto ou
sulfato, peptonas, extrato de levedura, farelos, 4gua de milho e outros substratos complexos
(NASH et al.,, 1985). Fontes de nitrogénio rapidamente utilizdveis, sfio responséveis pela
inibigfio da sintese de varios antibiéticos (MARTIN, 1978, DEMAIN et al., 1983), inclusive
a cefalosporina C (SHEN et al., 1984).

Para a produgdo de cefalosporina C, as fontes de nitrogénio normalmente utilizadas sdo:
agua de milho, acetato de amdnio, farelo de amendoim, de soja ou de peixe, e farinha de
carne ou soja (CRUEGER e CRUEGER, 1984; NASH et al., 1985; SHEN et al, 1986). Uma
combinagfo utilizada com sucesso para uma linhagem antiga foi a seguinte: 4gua de milho,
para fornecer 50 mg N/1 (equivalente a cerca de 5% de nitrogénio orgdnico total), farinha de
came (equivalente a 300 mg N/I) e farinha de peixe (equivalente a 700 mg N/I). Os dois
ultimos podem ser substituidos por outras fontes de nitrogénio orgénico, como farinha ou
farelo de soja, levedura autolisada, etc (KELLY et al, 1963). Os mesmos autores citam o
efeito benéfico da inclusdo de acetato de amSnio como fonte de nitrogénio inorgénico, em
concentracio equivalente a 300-350 mg N/L No caso de linhagens mais recentes, ¢ comum a
utilizaglo de meios de produglio contendo 6% de farelo de soja e 0,8% de acetato de aménio
(SHEN et al., 1986), 10% de farelo de amendoim e 0,6% de acetato de amdnio (HAROLD et

al., 1988) e 2% de farelo de amendoim mais 2% de farinha de semente de algoddo
(ZABRISKIE et al., 1980).

SHEN et al. (1984) estudaram varias fontes de nitrogénio e verificaram que sulfato de
amdnio, cloreto de aménio e uréia foram as que revelaram melhores resultados. A L-
asparagina foi ainda melhor que as fontes inorgnicas e sua concentragfio 6tima foi 1,2%.

2.2.3.3 Fontes de fosforo

Fosfato inorgnico ¢ inibidor da produgio de muitos antibidticos e outros metabolitos
secundarios, inclusive cefalosporina C (MARTIN, 1978; DEMAIN et al., 1983; CRUEGER
¢ CRUEGER, 1984; NASH et al., 1985).

ZHANG et al. (1988), estudando a linhagem C-10, observaram que a melhor faixa de
concentrag¥o de fosfato inorgdnico num meio quimicamente definido ficou entre 10 e 100
mM, tendo sido 25 mM o ponto 6timo. O excesso de fosfato (215 mM) fez com que a
produgdo de cefalosporina C caisse pela metade.
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Como os compostos complexos utilizados nos meios de fermentaghio j& contém fosfato
suficiente, ndo realiza-se adigo proposital desta substincia.

2.2.3.4 Fontes de enxofre

Além do emxofre de origem inorghnica, 4. chrysogenum ¢é capaz de utilizar cistefna e
metionina (NASH et al, 1985). Este ultimo aminodcido, desempenha duas importantes
fung®es na via biossintética da cefalosporina C: ¢ o principal doador de 4tomos de enxofre e
¢ estimulador (NOESH et al., 1973; DREW e DEMAIN, 1975; TREICHLER et al., 1978,
WANG et al., 1979).

A sintese de cefalosporina C estd diretamente associada com os niveis de metionina
presentes dentro das células (MATSUMURA et al., 1980). Apesar da D-metionina ser mais
efetiva para o acimulo intracelular, ambos os isdmeros (D e L) s#io precursores e
estimuladores quando adicionados ao meio de cultura ainda na fase de crescimento, uma vez
que A. chrysogenum converte a forma D em L gragas a ago de duas enzimas (TREICHLER
etal, 1978, WANG et al,, 1979).

Atualmente, ja existem mitantes de A. chrysogenum capazes de produzir eficientemente a
cefalosporina C usando apenas sulfato inorghnico (TREICHLER et al., 1978; LEIN, 1983).
A metionina causa uma diminuig&o moderada no crescimento celular do fungo (ZHANG et

al., 1987) e inibe a absorglio de sulfato do meio extracelular, bem como sua conversdo a
sulfeto (MATSUMURA et al., 1980).

Outra caracteristica importante atribuida & metionina é a de induzir a diferenciagdo
morfolégica das células e aumentar o indice de fragmentagio do micélio. No inicio da
fermentagfo, o tipo morfolégico predominante é o de hifas ramificadas, longas e delgadas.
Com o decorrer do processo, as células incham e as hifas se partem, dando origem a
fragmentos mais curtos que podem ser bastante ou moderadamente inchados. Pouca
cefalosporina C ¢é produzida nesta fase. Apés 50 horas de cultivo, quando praticamente toda
a glicose do meio ja foi consumida, ocorre uma intensa fragmentaglo das hifas longas e
inchadas, resultando na formago de hifas pequenas e inchadas. A medida que a quantidade
destas formas decresce, aumenta o nimero de artrosporos unicelulares, que podem ser
esféricos ou elipsoidais. Isto significa que os fragmentos de hifas inchadas vio se tomando
cada vez menores e, finalmente, convertem-se completamente em artrosporos. A produgio de
cefalosporina C comega quando toda a glicose é consumida e aumenta durante a formagdo
de artrosporos a partir das hifas inchadas, cessando quando estas desaparecem por completo.
Este fen8meno parece sugerir que os fragmentos de hifas inchadas sfio as estruturas
morfolégicas primariamente responséaveis pela sintese do antibi6tico. E interessante ressaltar
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que apesar da formagdo de artrosporos ocorrer simultaneamente 4 produgio de cefalosporina
C, nenhuma relagfo entre estas duas propriedades foi estabelecida até o momento
(QUEENER e ELLIS, 1975; MATSUMURA et al., 1980).

A hipétese de correlagZo obrigatéria entre produgdo e diferenciagfio celular é contestada por
NASH e HUBER (1971), que isolaram um mutante nfo produtor de cefalosporina C mas
que apresentava todas as formas anteriormente descritas. Os autores constataram o maior
potencial de sintese dos artrosporos e atribuem este fato  existéncia de alguma caracteristica
metabolica que permite a estas estruturas serem superiores a outras formas morfol6gicas.

2.2.3.5 Outros nutrientes

Na maioria dos meios de produgao descritos, ha a inclus3o de carbonato de calcio em
concentragdes que usualmente variam de 3 a 16 g/l (ZABRISKIE et al., 1980; SHEN et al,

1986; BAYER et al., 1989). Embora nfo tenham sido dadas exphcagbes a respeito da
necessidade de mcluséo desta substincia, é possivel que se trate simplesmente de um efeito

tampéo.

2.2.4 O processo de extracio e purificacio

A molécula de cefalosporina C (Figura 2) possui um aminoacido como cadeia lateral, o que
a torna anfotérica e altamente solivel em 4gua. Conseqlientemente, a extragiio e punficagiio
deste antibi6tico s#o muito mais dificeis e custosas que no caso da penicilina G, por
exemplo, cuja cadeia lateral ¢ apolar e cuja molécula ndo possui carga em meio 4cido,
podendo ser facilmente extraida com solventes orginicos (CRUEGER e CRUEGER, 1984,
BYWOOD et al., 1977).

A taxa de degradaglio no enzimatica da cefalosporina C ¢ 5 x 10-3 x bt (PAN et al., 1982).
Este fato deve ser considerado na escolha do método de extrag&o e purificagfo a ser adotado.
Em meio alcalino, a cefalosporina C ¢ convertida em deacetilcefalosporina C; em pH < 2,

tanto este derivado quanto a propria cefalosporina C, sofrem lactonizagio (WILDFEWER,
1985).

A deacetilcefalosporina C estd sempre presente em quantidades significativas no caldo
fermentado, tanto como produto de degradagdo quanto como precursor biossintético da
cefalosporina C (Figura 2).
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Assim sendo, a capacidade de reaproveitamento daquele derivado ¢ uma vantagem
relativamente importante de alguns métodos de extragfo. Por sua vez, a forma lactonizada
representa uma perda irrerversivel (BYWOOD et al., 1977; WILDFEWER, 1985).

Existem pelo menos cingienta patentes relacionadas com a extrago de cefalosporina do
caldo fermentado. Os principais métodos descritos s#o: adsorgo em resinas nfo iBnicas
(HAMILL e CRANDALL, 1978; WILDFEWER, 1985, PRAVE et al., 1987); esterificagfo
extrativa (BYWOOD et al., 1977, WILDFEWER, 1985); e modificagio microbiana ou
enzimatica (WILDFEWER, 1985). O principio deste ultimo método ¢ a remogdio do grupo
aminico da cadeia lateral, utilizando-se um microrganismo ou enzimas, visando obter
derivados que possam ser extraidos do caldo fermentado com solventes orgdnicos e
transformados em 4cido 7-aminocefalosporinico (7-ACA) (Figura 4). Este método é
relativamente recente e estd sendo utilizado principalmente por companhias japonesas, tais
como: Asahi, Banyu, Nippon e Yamanouchi.

2.3 A cefalosporina C

A cefalosporina C é um antibi6tico da classe dos P-lactdmicos caracterizada pela presenca
de um anel diidrotiazinico, a cuja posig#o 7 esta ligada a amida do 4cido D-o-aminoadipico
(CRUEGER e CRUEGER, 1984). Ela tem caréter anfotérico, ¢ altamente solivel em 4gua e
bastante estivel na faixa de pH 2,5 a 8,0 (BYWOOD et al., 1977).

A cefalosporina C, bem como outras substincias naturais de estrutura similar, como a
cefamicina C, por exemplo, nfo tem atividade suficiente in vivo para ser utilizada
clinicamente. Isto se deve ao fato do substituinte natural ligado 4 posi¢do 7 do micleo
cefaloporfinico, a posig#o mais importante na determinagfio da atividade antibacteriana
(BOUCOURT, 1981; GILMAN, et al,1985), é a amida do 4cido D-o-aminoadipico
(Figuras 2 e 3), ou seus derivados muito proximos. Em todas as cefalosporinas uteis na
pritica médica, este radical foi substituido por outras estruturas (PRAVE et al,, 1987). A
cefalotina, primeiro derivado semi-sintético eficaz a chegar no mercado, apresenta uma
substituig3o na posigio 7 (Figura 3). Este antibiético iniciou a chamada 12 geragdo.

Na posi¢#o 3 da molécula (Figura 3) também podem ser inseridos varios tipos de radicais. A
maioria das cefalosporinas de 28 e 32 gerag3es apresentam esta caracteristica.

Finalmente, o derivado semi-sintético pode apresentar substitui¢do nas posigSes 3 (R2), 7
(R1) e 7 (R3), como ¢ o caso da cefoxitina, ou pode apresentar um Atomo de oxigénio no
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lugar do de enxofre existente no nicleo da molécula de cefalosporina C. Este ¢ o caso do
moxalactam (NEWALL, 1985).

A classificaclio das cefalosporinas em geragBes ¢ baseada nos espectros antimicrobianos
apresentados por elas, e ¢ amplamente aceita (GILMAN, et al., 1985).

No caso das classificadas como de 128 gerag¥o, embora tivessem espectro de agl#io mais
amplo que as penicilinas entfo existentes (final da década de 60), ainda eram ineficazes
contra certos géneros de bactérias, especialmente gram-negativas, como Pseudomonas,
Proteus, etc NEWALL, 1985). Além da cefalotina, fazem parte deste grupo, entre outras:
cefalexina, cefradina, cefazolina, cefradoxil, cefacetrila, cefaloglicina e cefapirina.

As cefalosporinas introduzidas no mercado no inicio da década de 70 sfio chamadas de 22
geraclo e, de maneira geral, superam muitas das limitagSes dos compostos mais antigos.
S#o exemplos principais a cefoxitina e a cefuroxima. No primeiro caso, a maior resisténcia
as P-lactamases ¢ atribuida ao grupo 7-o-metoxi, caracteristico das cefamicinas
(BOUCOURT, 1981; NEWALL, 1985, PRAVE et al,, 1987); no segundo, & func¢o sin-
oxima presente na cadeia lateral (NEWALL, 1985).

Q
Ry~N Ar___r_, °
1 H ' l
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Figura 3: Niucleo cefalospordnico com as posi¢3es que podem receber radicais
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Figura 4: Acido 7-aminocefalosporinico (7-ACA)
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Na segunda metade da década de 70, chegaram & pratica médica as cefalosporinas de 32
geragdo, que se caracterizavam pela alta eficdcia contra uma variedade muito grande de
bactéria gram-negativas (e positivas), como E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Providencia, Citrobacter, Proteus e Pseudomonas (BOUCOURT, 1981). Pela primeira vez
foi posstvel utilizar cefalosporinas ao invés de aminoglicosideos, comparativamente muito
mais toxicos. Os principais exemplos, neste caso, sfo a cefotaxima e a ceftazidina. Vale
ressalvar que, de maneira geral, as cefalosporinas de 32 geragio s3o menos eficazes contra
cocos gram-positivos que as de 12 geraglio (GILMAN, et al., 1985).

Antes de sofrer as alteragdes quimicas para dar origem aos varios compostos semi-sintéticos,
a cefalosporina C tem que ser hidrolisada 4 acido 7-aminocefalosporénico (7-ACA) (Figura
4).

Conforme j4 exposto, a preparagiio de cefalosporinas clinicamente Uteis exige a eliminago
da cadeia lateral do 4cido D-a-aminoadipico e sua susbtituigo por outro grupo. E provavel
que a configuragfio D tome a deacilagfio por via enziméatica mais dificil do que, por exemplo,
no caso da produgdo de icido 6-aminocefalospordnico (6-APA) a partir de penicilina G. Por
este motivo, até hoje, a rota mais praticada é a hidrélise quimica, que pode resultar em
perdas consideraveis (HAMILL e CRANDALL, 1978, HERSBACH et al, 1984,
SAVIDGE, 1984).

A hidrdlise enziméatica da cefalosporina C por amidases de Achromobacter, Brevibacterium
e Flavobacterium foi patenteada pela Merck (WALTON, 1966), mas esse processo ndo
logron sucesso comercial. A possibilidade de hidrolise enzimatica continua sendo
pesquisada ativamente por algumas industrias e, no Japdo, j4 é praticada em escala
comercial. Aparentemente, uma das vias mais eficientes descobertas até hoje usa enzimas de
Pseudomonas putida, cepa BN-188 de propriedade da Meiji Seika Co. (SAVIDGE, 1984).

Recentemente, ISOGAI et al (1991b) utilizaram o DNA que codifica D-aminodcido oxidase
e DNA gendmico que codifica cefalosporina acilase, respectivamente de Fusarium solani e
Pseudomonas diminuta, e construiram um novo operon hibrido de 7-ACA, controlado por
elementos regulatérios do gene de protease alcalina de A. chrysogenum. A seguir,
transformaram uma linhagem super produtora de cefalosporina C (BC 2116), que passou a
sintetizar e secretar pequena quantidade de 7-ACA. Apesar dos resultados nfo terem ainda
grande significado do ponto de vista comercial, foi a primeira vez que se conseguiu obter a
produgio de 7-ACA por um organismo vivo. Além disso, ficou demonstrada a possibilidade
de introduzir novas capacidades biossintéticas em microrganismos de uso industnal
combinando genes de fingo e bactéria.
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E importante ressaltar que diversas cefalosporinas, essencialmente as de uso oral, podem ser
sintetizadas a partir do Acido 7-amino-deacetoxicefalosporinico (7-ADCA) obtido pela
expansdo do 6-APA (BOUCOURT, 1981). A implantagfo comercial da transformacgdo de
penicilina em 7-ADCA se deu a partir de 1975 (KONING et al., 1975; CRUEGER e
CRUEGER, 1984) e, desde entfio, vem resultando no desvio de quantidades crescentes de
penicilina para esta finalidade (PRAVE et al., 1987).

Neste sentido, a empresa holandesa Gist-Brocades, maior produtora mundial de penicilina,
estd trabalhando intensamente com o objetivo de viabilizar a sinfese de cefalosporinas
injetaveis a partir do 6-APA (HERSBACH et al,, 1984).

O 7-ADCA pode ainda ser sintetizado por duas outras vias, nfo utilizadas industrialmente
por n3o serem competitivas com as demais: hidrogenago do 7-ACA, ou da cefalosporina C,
com subsequente hidrolise; e utilizac3o de linhagens mutantes de A. chrysogenum que sé
levam a biossintese até o estagio de deacetilcefalosporina C (HERSBACH et al,, 1984).

2.4 Analise das cefalosporinas

2.4.1 Colorimétrica

LUBBE et al, (1986), utilizaram um método cujo principio consiste na hidrolise enzimatica
das cefalosporinas (cefalosporina C, deacetil e deacetoxicefalosporina C) nos seus
respectivos &cidos que, na presenga de cloreto de mercirio, reduzem o acido molibdénio-
arsénico em azul de molibidénio. A enzima utilizada é uma "cefalosporinase” de
Enterobacter cloacae (tipo IV, Sigma). A leitura ¢ feita a 800 nm.

2.4.2 Microbioldgica

O microrganismo mais comumente empregado para a andlise das cefalosporinas ¢
Alcaligenes faecalis ATCC 8750 (SMITH et al., 1967, ZANCA e MARTIN, 1983; PEREZ-
MARTINEZ e PEBERDY, 1985). Esta bactéria apresenta sensibilidade dez vezes maior as
cefalosporinas do que & penicilina N (SMITH et al., 1967), o que provavelmente explica a
preferéncia por esta linhagem
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Outro microrganismo utilizado para este fim é E. coli Ess. Esta linhagem é super-sensivel
aos antibioticos P-lactdmicos de uma maneira geral e, portanto, torna-se necessdrio o
tratamento prévio das amostras com penicilinase para destruir a penicilina N e possibilitar
que a inibigfo da bactéria seja causada apenas pelas cefalosporinas (SHEN et al., 1986).

SHEN et al. (1986), utilizaram Pseudomonas aeruginosa Pss e Micrococcus luteus ATCC
381 para dosar as enzimas expandase e ciclase, respectivamente (Figura 2).

243 HPLC

Este tem sido o método mais empregado nos 1ulimos anos. A razfio para isto reside no fato
das analises poderem ser processadas mais rapidamenie e de se poder analisar a
cefalosporina C e cada um de seus intermediarios isoladamente.

A coluna mais utilizada para estas analises é a C 18 de fase reversa, de 30 cm (KENNEDY,
1978; DWYER, 1984) ou de 100 cm (WHITE et al., 1977). Pode ainda ser utilizada a
coluna CH 10 de 30 cm (ZANCA e MARTIN, 1983). O eluente pode ser a base de metanol
e hidréxido de tetrabutilaménio (KENNEDY, 1978), carbonato de amdnio (WHITE et al,
1977), tamp3o acetato de acetonitrila (ZANCA e MARTIN, 1983) e acetato de amdnio
(DWYER, 1984). O fluxo utilizado varia de 0,3 a 2,0 mi/minuto, a sensibilidade fica
tomo de 0,08 AUFS e a detecglo ¢ feita em 254 nm (WHITE et al.,, 1977, KENNEDY,
1978; ZANCA e MARTIN, 1983; DWYER, 1984).

2.4.4 Analise do crescimento

O método mais simples utilizado consiste em tomar um volume conhecido, centrifuga-lo por
10 a 15 minutos em cerca de 1000 g e calcular a taxa de crescimento dividindo-se o volume
do precipitado pelo volume de meio total (PAN et al., 1982; SHEN et al., 1986).

Outros métodos utilizados s#o o da absorbincia (SHEN et al., 1986; ZHANG et al., 1988), o
da determinacfio da quantidade de DNA (PEREZ-MARTINEZ e PEBERDY, 1985) e o da
estimativa do RNA (HEROLD et al., 1988). Estes ltimos autores argumentam que a
dosagem do RNA total ¢ um método mais apurado porque os meios de produgio de
cefalosporina C normalmente contém muitos sélidos em suspensdo, que vio sendo
consumidos & medida que caminha a fermentagfo, podendo causar problemas tanto no
método de centrifugacio quanto de densidade 6ptica. :

20



2.4.5 Analise de acucares

A quantidade de aguicares redutores presentes nos caldos fermentados ¢ medida por varios
métodos. Entre eles, os mais utilizados s3o o do ferrocianeto alcalino (PAN et al., 1982;
SHEN et al., 1986) e o do 4cido dinitrossalicilico (PLATT e FRAZIER, 1964).

2.5 Metabolismo do enxofre

As vias metabolicas do enxofre em leveduras e fungos, incluindo 4. chrysogenum, esto
esquematizadas na figura 5 e t&m sido alvo de numerosos estudos nos tltimos 30 anos,
principalmente no que se refere aos mecanismos de sintese da cisteina e metionina e 4
interconvers3o existente entre estas duas substancias. O grande interesse por este tipo de
estudo pode ser justificado em parte pelo aspecto econdmico, uma vez que a cisteina ¢
precursor da cefalosporina C (NOESCH et al., 1973; DREW e DEMAIN, 1975; QUEENER
et al., 1984).

Pode ser observado na figura 5 que as enzimas (1) sulfato permease, (2) sulfato
adeniltransferase ou ATP sulfurilase, (3) adenil-sulfato 5'-fosfotransferase, (4) adenosina 3'-
fosfato 5'-sulfatofosfato redutase e (5) sulfito redutase, s#o as responsaveis pela conversio do
sulfato exdgeno em sulfeto endégeno (QUEENER et al., 1984).

No primeiro passo de sulfeto a homocisteina, O-acetil-serina (OAS) ¢ produzida a partir de
acetil coenzima A e serina pela ag3o da serina transacetilase (enzima 6). A OAS condensa-
se com sulfeto para produzir cisteina, numa reagfio catalisada pela OAS-sulfridrilase
(enzima 7). A cisteina, por sua vez, condena-se com O-acetil-homosserina para produzir
cistationina. Esta reagdo é catalisada pela cistationina y-sintase (enzima 10). A cistationina é
convertida a homocisteina pela agfio da B-cistationase (enzima 11). A enzima homosserina
transacetilase (8) desempenha um papel chave na sintese da homocisteina uma vez que ela ¢
requerida para produzir O-acetil-homosserina a partir de acetil coenzima A e homosserina. A
O-acetil-homosserina ¢ utilizada nas duas vias de biossintese da homocisteina, ¢ o substrato
para a enzima 10 pa primeira via e ¢ também o substrato para O-acetil-homosserina
sulfridrilase (também chamada homocisteina sintase, enzima 9) na segunda via. Nesta
segundavia,ondeosulfetopassaahomocistelna,aenzima9catalisaacondensa¢£odo
sulfeto de hidrogénio com a O-acetil-homosserina. A homocisteina ¢ metilada para formar
metionina através da agdo de uma enzima muito complexa, homosteina metilase (enzima
12). Esta metilase utiliza NS-metiltetraidrofolato como doador de metil e ¢ ativada por
quantidades cataliticas de S-adenosilmetionina (QUEENER et al., 1984).
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A cistationina B-sintase e a y-cistationase (enzimas 16 e 17) convertem homocisteina a
cisteina e podem funcionar usando homocisteina produzida a partir do sulfeto via enzimas 8
e 9 ou homocisteina produzida da metionina via agdio seqiéncial de trés enzimas: S-
adenosilmetionina sintetase, 0 grupo de enzimas conhecido como S-adenosilmetionina
metiltransferases, e S-adenosil-homocisteina hidrolase (enzimas 13, 14 e 15). Devido a
mecanismos de regulagio, as enzimas 16 e 17 ndo degradam a homocisteina produzida pelas
enzimas 10 e 11. As enzimas 16 e 17, encontradas em todas as leveduras e fungos estudados
até o presente e ausentes na maioria das bactérias, ndo s#o produzidas sob condigBes que
permitam o funcionamento das enzimas 10 e 11 e vice-versa (QUEENER et al., 1984).

Anélises microbiolégicas e bioquimicas de mutantes de A. chrysogenum com metabolismo
do enxofre alterado indicam que as linhagens selvagens desta espécie provavelmente
apresentam trés mecanismos de regulago. Dois deles estdo relacionados com a conversio de
sulfato a cisteina, onde o controle ¢ exercido pela metionina. No terceiro, o O-acetilserina
induz as enzimas que convertem sulfato a cisteina (QUEENER et al., 1984).

A DL-metionina desempenha dois papéis fundamentais na via biossintética da
cefalosporina C: ¢ a principal doadora de tomos de enxofte e ¢ estimuladora (NOESCH et
al, 1973; DREW e DEMAIN, 1975). Estudando mutantes bloqueados e utilizando
norleucina, anlogo da metionina que ndo possui enxofre na molécula, esses ultimos autores
verificaram que a metionina exerce fungfo regulatoria sobre a sintese do antibidtico e que os
intermedidrios precisam ser comvertidos a metionina para que possam exercer seu papel
estimulatério.

Em Aspergillus nidulans, é possivel isolar mutantes para a via metabdlica do enxofre
utilizando-se analogos téxicos do sulfato, tais como cromato e selenato (ARST, 1968). Este
método aplica-se melhor a esporos uninucleados porém, no caso de muitas linhagens de 4.
chrysogenum onde as unidades formadoras de colGnias so também compostas por
fragmentos de hifas contendo ntimero variado de células, a porcentagem de sobrevivéncia ao
tratamento mutagénico precisa ser de 2% ou menos, para que se tenha a chance de isolar
mutantes adequados.

No caso de 4. nidulans, cujos esporos s3o uninucleados, o tratamento com luz ultravioleta &
feito de tal modo a se obter entre 10 e 20% de sobrevivéncia. A seguir, a suspensdo tratada ¢
transferida para os meios seletivos contendo metionina como fonte de enxofre e mais
selenato ou cromato de s6dio (ARST, 1968).

As linhagens resistentes ao cromato apresentam mutagdes no gene sB, que codifica a sulfato
permease (enzima 1 da Figura 5). Esses mutantes nfo conseguem absorver cromato e
selenato, o que determina a resisténcia. No caso do selenato, a resisténcia ocorre devido a
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lesdes no gene sB ou no gene sC que codifica a ATP sulfurilase (enzima 2 da Figura 5)
(BUXTON et al., 1989). Estes autores clonaram o gene sC de A. nidulans através da
complementagfo de uma linhagem mutante da mesma espécie, utilizando uma biblioteca
gendmica. Mostraram que plasmidios contendo este gene transformam mutantes sC-, tanto
de A. nidulans quanto de A. niger, e devolvem-lhes a capacidade de crescer em sulfato como
vinica fonte de enxofre. Dessa forma, o fato de se poder aplicar uma forte selegfio para sC e
sC- faz desse método um mecanismo simples e eficiente de introduzir fragmentos gendmicos
em qualquer linhagem de A. niger, inchiindo as de importincia industrial. Além disso, esse
sistema pode ser util para manipulages em outras espécies do género Aspergillus.

QUEENER et al., (1984) constataram que o mutante ACI-47 de A. chrysogenum, deficiente
para a enzima y-cistationase (passo 17 da Figura 5), cresce muito pouco em mejo minimo
liquido contendo metionina, S-adenosilmetionina, homocisteina ou cistationina como unica
fonte de enxofre. Os autores utilizaram meio liquido porque o 4gar contém quantidades

significativas de enxofre orginico ligado covalentemente de tal forma a suportar o
crescimento destas linhagens.

QUEENER et al., (1984) verificaram também que o mutante ACI-47 ¢ inibido por 2,6 mM
de selenato e, ao contririo do que ocomre com a linhagem selvagem, esta toxicidade nfo ¢
revertida com 0,1 mg/ml de metionina exégena. Também nio houve reduglo do efeito toxico
com a adigdo de cisteina e o aumento da concentrago desta substéncia nfo acarretou na
elevagiio nos niveis de protegio ao selenato. Estes resultados séo consistentes e apontam
para a existéncia de um mecanismo repressor mediado por metabélito de transulfurizagio
reversa em A. chrysogenum, processo onde a metionina ¢ convertida em cisteina (enzimas
10, 11 e 12 da Figura 5). A pequena reversdo da toxicidade ao selenato causada pela cisteina
em A. chrysogenum pode ser reflexo da pobre absorgfo deste aminodcido mas, com maior
probabilidade, deve significar que a S-adenosilmetionina ou a homocisteina,
preferencialmente A cisteina, s3o os co-repressores da transulfurizag3o reversa nesta espécie.

TREICHLER et al. (1978) trabaltharam com a linhagem 8650-S-, incapaz de assimilar
sulfato inorgdnico. J4 em outras fontes inorgdnicas tais como sulfito, tiossulfato e sulfeto, ela
consegue crescer normalmente. Além disso, a 8650-S- apresenta pequeno crescimento
residual e resposta claramente distingdivel as fontes de enxofre mais comuns, exceto sulfato
orgAnico. Em contraste, a linhagem selvagem apresenta crescimento residual vigoroso em
meio minimo desprovido de qualquer fonte intencional de enxofre, fendmeno que os autores
atribuiram a possivel existéncia de tragos do referido elemento presentes no meio liquido e
que nfo puderam ser eliminados.
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Figura 5: Vias do metabolismo do enxofre em leveduras e fungos
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2.6 Melhoramento genético de A. chrysogenum

A combinagiio entre selegdo de linhagens e desenvolvimento fermentativo permitiu que, nos
ultimos 30 anos, a cefalosporina C, presente em pequena quantidade nas culturas do isolado
original de Brofzu, alcangasse mais de 25 g/l nas linhagens utilizadas atualmente na
industria (CATALOGO PANLABS, 1989). Estes mutantes com alta produgo passam por
extensos programas empiricos de mutagio e selecdo que, apesar do sucesso, acabam
causando problemas pois, & medida que a produtividade aumenta, diminui a probabilidade
de se isolar mutfantes ainda melhores ¢ aumenta a dificuldade de identificar os isolados
obtidos contra o "background" da populagdo parental. Além disso, a fim de detectar um
evento relativamente raro, é necessario que se teste grande mimero de isolados (SMITH,
1985).

Somente a partir de 1985, com os trabalhos de SAMSON e seus colegas da empresa Eli
Lilly, foram utilizadas técnicas moleculares nos programas de melhoramento de A
chrysogenum. Sem duvida, esta estratégia apresenta algumas vantagens sobre os métodos
classicos, sendo as mais importantes o direcionamento dos objetivos a serem alcangados e a
necessidade de se testar normalmente apenas algumas dezenas de isolados para se obter
alguns com ganho de produtividade, contra os milhares exigidos nos programas de
melhoramento envolvendo as técnicas tradicionais (SKATRUD et al., 1989).

Apesar disso, as técnicas classicas foram utilizadas intensamente nos programas de
melhoramento durante os 20 anos que se seguiram ao inicio dos estudos genéticos de A.
chrysogenum e sfo empregadas até hoje, embora em menor proporgdo. LEIN (1983)
enumera varios exemplos de como os métodos classicos podem ser utilizados nos programas
de melhoramento, como eles podem contribuir para solucionar problemas que ocorrem nas
fermentag¢des e como eles podem proporcionar um uso mais elegante das técnicas modemas.

Como se vé, tanto as técnicas classicas quanto modemas sdo ferramentas de grande
importdncia nos programas de melhoramento, desde que aplicadas de maneira apropriada e
com objetivos claros.

E muito importante enfatizar que as técnicas de obtengZo e fusio de protoplastos foram de
extrema importdncia na realizagdo de cruzamentos intra-especificos de A. chrysogenum
(BALL e HAMLYN, 1978) bem como interespecificos e inter-genéricos (MINUTH e
ESSER, 1983). Foram e sio importantes nos trabalhos envolvendo transformag#o, uma vez
que este processo ¢ quase sempre conduzido com protoplastos. Assim, estas técnicas tém
grande valor tanto na aplicago dos métodos considerados classicos quanto modermnos, e por
isso serdo incluidas dentro deste topico.
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2.6.1 Técnicas classicas

Um dos métodos que possibilita o ensaio de um grande nimero de isolados consiste em
cultivar o fungo em meio sélido e identificar as coldnias mais produtoras por meio de ensaio
biol6gico, no qual o microrganismo teste é misturado ao meio e colocado sobre a superficie
da placa. Embora problemas associados com o efeito do tamanho da coldnia e a variago do
tempo de germinagdo fagam com que esse método tenha uma quantificagio nio muito
confisvel ele tem sido utilizado em varios programas de methoramento (SMITH, 1985).

TRILLI et al. (1978) desenvolveram um procedimento no qual colonias de A. chrysogenum
s#o crescidas na superficie de pequenos discos de Agar que, depois de incubados, sdo
transferidos para placas contendo o microrganismo teste, sendo a concentragdo de antibi6tico
determinada em fun¢o do didmetro do halo de inibigdo. Os criticos desse tipo de método
argumentam que as condi¢Bes de selegdo sdo muito diferentes das encontradas nos
fermentadores. Apesar do tamanho da area de inibig#o obtida nos discos de 4gar nem sempre
refletir a habilidade de produg#o do isolado em agitador, este método é muito witil na medida
em que elimina de 70 a 80% das coldnias com produgio baixa ou ausente. Além do mais,
trata-se de um método pré-seletivo que tem sido empregado em virios programas de
methoramento.

Uma estratégia alternativa para a selecio randomizada consiste em buscar mutantes com
producdo superior em varias linhas seletivas. Os métodos utilizados sfo a selegiio de
linhagens resistentes a precursores ou produtos téxicos, a andlogos que levam ao aumento da
produglo de algum interinediario da via biossintética, resisténcia a fons metalicos, reversio
de auxotrdficos, linhagens menos sensiveis & repressfo catabolica e alteragdes morfoldgicas,
entre outras (CHANG e ELANDER, 1979).

Dos véarios mutantes morfologicos testados por CHANG e ELANDER, aqueles que formam
colOnias menores e mais compactas em meio quimicamente definido foram os mais
promissores. Entre os 52 festados, 2 (4%) apresentaram niveis de produg¢fo superiores,,
confra os 0,2% conseguidos com método de selegdo ao acaso. Os autores justificaram a
inclusdo deste tipo de mutante no programa de melhoramento pelo fato de se ter observado
uma correlagio entre aumento de produg3o e redugiio do didmetro das coldnias e do
crescimento vegetativo na espécie A. chrysogenum. A linhagem 394-4 (Figura 1), por
exemplo, é um denivativo de crescimento menos vigoroso da ATCC 11550 (SKATRUD et
al., 1989).

Uma terceira estratégia de melhoramento é a recombinagd0. Como A. chrysogenum é um
fungo impetfeito e a sua relagdo com o estagio perfeito, Emericellopsis, ¢ desconhecida, a
manipulag3o genética dessa espécie fica restrita ao ciclo parassexual. O sigmficativo
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desenvolvimento dessas técnicas nos ultimos anos foi em grande parte possivel gragas &
utilizago dos métodos de fusio de protoplastos (PEBERDY, 1987).

A dificuldade em se recuperar heterocrios e dipldides, freqhentemente enfrentadas pelos
pesquisadores que utilizavam métodos convencionais, devia estar relacionada com a
organizagio da hifa, uma vez que a anastomose pode ser encontrada logo depois que as
linhagens sdo cruzadas. Porém, segmentos binucleados s3o raramente vistos. E possivel que
a presenca de um segundo micleo desestabilize 0 mecanismo que controla a relagio
proporcional entre genoma e massa citoplasmatica (PFEBERDY, 1987).

O género Acremonium n3o possui a maioria das estruturas e caracteristicas biologicas dos
Aspergilli e Penicillia, que t8m sido eficientemente explorados pelos geneticistas. Apesar do
Acremonium produzir conidios uninucleados, eles sfo formados em cabegas cobertas por
substincia limbosa e ndo se apresentam em conoditforos regulares, sendo,
conseqiientemente, muito dificil isolar conidios de conidiéforos isolados. Além disso, a falta
de pigmentagXo dos esporos impede que mutantes para coloragfio de conidios sejam
utilizados nos cruzamentos. Finalmente, oufra caracteristica negativa do Acremonium ¢é sua
baixa taxa de crescimento (PEBERDY, 1987).

Com as tentativas iniciais de se estabelecer o ciclo parassexual em A. chrysogenum,
utilizando-se técnicas naturais ou convencionais, provaveis heterocarios e um dipléide
estavel que segregou as marcas genéticas utilizadas foram obtidos por NUESCH et al.
(1973). Porém, BALL ¢ HAMLYN (1978) nio conseguiram isolar dipléide em 40
cruzamentos realizados. Obtiveram segregantes prototréficos instdveis e estdveis. Os
ultimos, quando expostos a agentes haploidizantes, ndo apreseniaram resposta. Esses
resultados e mais os obtidos utilizando fusdo de protoplastos permitiram aos autores concluir
que o estado diploide ¢ transitério e freqientemente seguido de uma ripida segragaclio
cromossdmica e possivelmente uma eficiente recombinagfo intracromossdmica, indicando
que parte dos segregantes isolados eram hapléides. ObservagBes mais recentes permitiram
concluir que os segregantes estaveis e instaveis provavelmente s3o recombinantes haploides
e aneupldides, respectivamente. Por essas razles, ¢ interessante que algumas coldnias
derivadas da purificagfo do heterozigoto sejam ensaiadas (PEBERDY, 1987).

Dos 40 cruzamentos que realizaram, BALL e HAMLYN (1978) selecionaram e ensaiaram
600 segregantes quanto & produgfo de cefalosporina C. Destes, um revelou produtividade
40% superior aos parentais e apresentou crescimento mais vigoroso em MC e aumento na
esporulago.

HAMLYN et al. (1985), utilizando fusdo de protoplastos, demonstraram que os
recombinantes instiveis heterozigotos podiam ser aneupléides e/ou dipldides e evidenciaram
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a existéncia de 8 grupos de ligag#io em A. chrysogenum. Uma freqiéncia alta de permuta
mitética também foi observada.

MINUTH e ESSER (1983) estudaram cinco espécies de fungos produtoras de p-lactdmicos a
fim de elaborarem técnicas de recombinagio parassexual para avaliarem os limites
apresentados pelas espécies e géneros com relagdio 4 transgressio. Utilizando técnicas de
fusio de protoplastos, eles isolaram variantes e heterocarios, dos quais foram obtidos
recombinantes nfo apenas de cruzamentos intraespecificos mas também dos cruzamentos
inter-especificos e inter-genéricos. Porém, o numero de recombinantes decresceu de 10*a
10° com o aumento da diversidade taxondmica. Caracteristicas morfolégicas, como por
exemplo conidiag#o e, até certo ponto, a habilidade de produzir antibidticos, podem ser
transferidas via fuso de protoplastos e subsequente recombinagfio parassexual.

Conforme enfocado anteriormente, as técnicas classicas foram intensamente utilizadas nos
programas de melhoramento de 4. chrysogenum e sdo excelentes ferramentas para

solucionar problemas que ocorrem nas fermentagdes e podem levar a um uso mais elegante
das técnicas modernas (LEIN, 1983).

2.6.2 Técnicas modernas

Recentemente, os estudos visando o entendimento dos mecanismos envolvidos na produgdo
de cefalosporina C tém sido conduzidos utilizando-se técnicas moleculares. Mais
especificamente, eles tém se centrado no isolamento e clonagem dos genes que codificam as
enzimas da via biossintética do antibidtico. Estas atividades deram novo impulso nos
programas de methoramento genético de A. chrysogenum.

SAMSON et al. (1985) cloraram, caracterizaram e obtiveram expresso em E. coli do gene
peb C de A. chrysogenum (Figura 2) que codifica a enzima isopenicilina N sintetase (IPNS).
Utilizaram os plamidios pIT 336 e pIT 337 que conticham marcas de resisténcia &
ampicilina e 4 neomicina. Empregando estratégia semelhante, CARR et al. (1986) e
RAMON et al. (1987) transformaram células de E. coli com o gene pch C de Penicilllium
chrysogenum e Aspergillus nidulans, respectivamente.

SAMSON et al. (1987) isolaram e purificaram a enzima deacetoxicefalosporina C sinfetase
(DAOCS), também denominada expandase (Figura 2). Verificaram que ela apresentava,
com mesma taxa, uma segunda atividade: a de deacetilcefalosporina C sintetase (DACS, ou
hidrolase) (Figura 2). Obtiveram uma seqiéncia parcial de aminoicidos desta proteina e,
com esta informagdio, conseguiram clonar e expressar o gene correspondente (cef EF) em E.

28



coli. Tanto a atividade DAOCS quanto a DACS foram encontradas no extrato celular da
bacténa, demonstrando a natureza bifuncional desta enzima de A. chrysogenum.

A incorporag3o do gene pch C, com seus fragmentos promotores, a um vetor em que ele
controlava a expressfo de um marcador dominante, no caso o gene Aph de E. coli que
codifica a enzima higromicina B fosfotransferase, facilifou a transformag3o integrativa tanto
em A. chrysogenum (SKATRUD et al, 1987) quanto em Aspergillus niger (KUCK et al,
1989). Os ultimos autores demontraram a eficiéncia do vetor construido (pMW 1) obtendo
cerca de 10.000 transformantes/ug de DNA.

JA no caso de A chrysogenum, a freqiéncia encontrada por SKATRUD et al. (1987) oscilou
entre 0,05 e 25 transformantes/pg de DNA e situou-se em torno de 7 nos trabalhos de
SMITH et al. (1992). Segundo os ltimos autores, a baixa freqiéncia de transformagfo nesta
espécie poderia estar relacionada ao padrio natural de expressdo do gene pch C, que ¢
altamente regulado (SMITH et al., 1990). Isto faz com que a express#o dos genes estruturais
seja eficiente apenas na Gltima fase de crescimento e nfo no estigio de regeneragdo dos
protoplastos (SMITH et al., 1992). Para reforgar esta idéia, os autores transformaram a
linhagem M8650 (Figura 1) com os plasmidios pIH2 e pIH3, que contém o gene hph unido
aos elementos promotores do gene pch C, e com o plasmidio p AN7-1, que possui a mesma
marca de resisténcia e promotores do gpd A, gene que codifica a glicose-6- fostato
desidrogenase de Aspergillus nidulans. Além dos padrles diferentes de integragdo,
verificaram que a freqdéncia de transformag3o foi cerca do dobro quando utilizaram o
plasmidio pAN7-1. Outra caracteristica deste vetor foi a presenga de um grande nimero de
transformantes abortivos (coldnias pequenas), fato que os autores atribuem ao alto nivel de
expressio do promotor gpd A antes de haver interferéncia com o processo de integragfo.

SHIRAFUIJI et al. (1979) isolaram vérios mutantes bloqueados na via biossintética da
cefalosporina C. Verificaram que um deles, o N-2 (Figura 1), acumulava o tripeptideo LLD-
ACYV (Figura 2) e concluiram que a les3o tinha ocorrido no passo seguinte da via.

CHAPMAN et al. (1987) obtiveram complementag¢#o da mutag#o existente na linhagem N-2
através da transformacdo com o plasmidio contendo o gene pch C num fragmento de 4,3 kb.
Estes resultados sugerem claramente que o aciimulo do tripeptideo LLD-ACV ¢é causado por
uma mutagZo de ponto.

RAMOS et al. (1986) sugeriram que essa mutag3o estaria localizada num gene regulador
uma vez que a linhagem N-2 havia perdido simultaneamente as atividades isopenicilina N
sintetase, isopenicilina N epimerase e deacetoxicefalosporina C sintetase (Figura 2). J&
RAMSDEN et al. (1989) verificaram tratar-se de mutagdo simples no nucleotideo 854 do
gene estrutural pch C que, por sua vez, altera o amino4cido 285 de prolina para leucina e
leva A produgfio de uma isopenicilina N sintetase inativa. Sugerem que esta enzima ou sen
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produto, a isopenicilina N, esta envolvida pa regulagio dos demais passos da via
biossintética da cefalosporina C.

SKATRUD et al. (1989) transformaram a linhagem 394-4, derivada da ATCC 11550
através de vérias etapas de mutagio e apresentando crescimento menos vigoroso (Figura 1)
utilizando o plasmidio pPS 56, que possui o gene hph e um fragmento de DNA de A
chrysogenum contendo o gene cef EF. Testes em escala piloto comprovaram a superioridade
de um dos transformantes, a linhagem LU4-79-6, que produziu 15% mais cefalosporina C
mesmo sendo cultivado em meio de fermentagdo desprovido de higromicina B. Os autores
enfatizam as vantagens de se ufilizar técnicas moleculares, empregando como principal
argumento o fato deles terem testado apenas 8 isolados para conseguir a linhagem LU4-79-6
contra milhares que normalmente s3o exigidos nos programas de methoramento envolvendo
as técnicas tradicionais.

BALDWIN et al. (1990) isolaram e caracterizaram a enzima ACV sintetase de A
chrysogenum (Figura 2). Como o processo de purificago desta enzima ¢ dificil e consome
muito tempo, HOSKINS et al. (1990) utilizaram método alternativo para localizar o gene
pchb AB: a introdugdo de seqiéncias que se inserem especificamente no gene alvo e,
conseqilentemente impedem sua expressio. Usando o plasmidio pPS 96, que contém o
fragmento de pch C oriundo do pIT 328 unido ao pUC 19 e ao Aph, eles transforamaram a
linhagem ATCC 11550 e verificaram que 4% das coldnias obtidas ndo possuiam atividade
ACV sintetase e eram incapazes de produzir cefalosporina C, evidenciando a insergio no
gene pchb AB. Para confirmar, os autores obtiveram reversfo da caracteristica quando a
seqdéncia sevalvagem foi introduzida nos transformantes. Constataram que o gene pchb AB
esta ligado ao gene pcb C e que eles possuem sentidos inversos de transcrig3o. A analise da
seqiiéncia de aminoacidos da enzima revelou haver regides de grande similaridade com as
peptideo sintetases responsaveis pela producio de tirocidina e gramicidina S em Bacilllus
brevis.

Utilizando como sonda heterdloga os genes pch AB e pcb C de Penicillium chrysogenum,
GUTIERREZ et al. (1991b) clonaram o fragmento equivalente de 4. chrysogenum e
transformaram a linhagem N-2, obtendo complementago. O gene pch AB de A
chrysogenum foi caracterizado e comparado com seu correspondente de P chrysogenum,
tendo revelado alta similaridade: 62,9%. Este trabalho confirmou a ligac#o entre os genes
pcb ABe pch C.

Os genes pch C e pen DE, que codificam respectivamente as enzimas isopenicilina N
sintetase e acil-CoA : 4cido 6- aminopenicildnico aciltransferase (converte isopenicilina N
em penicilina G). em P chrysogenum, estdo ligados (DIEZ et al., 1989) e foram utilizados
para transformar a linhagem N-2 de A. chrysogenum que, além de ter sua mutagio

complementada, passou a produzir penicilina G em meio suplementado com A4cido
fenilacético (GUTIERREZ et al., 1991 a).
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MATSUDA et al. (1992a) relataram a seqidéncia de aminoacidos da deacetilcefalosporina C
acetil transferase (Figura 2) de A. chrysogenum, enzima codificada pelo gene cef G,
determinada pela clonagem de ¢cDNA e expressio da proteina ativa em células de
Saccharomyces cerevisiae transformadas com um vetor de expressio contendo o referido ¢
DNA. Observaram que apesar da grande homologia que esta enzima apresenta com as
homosserina acetil transferase (Enzima 8, Figura 5) de Ascobolus immersus e S. cerevisiae,
essas atividades sdo exercidas por enzimas distintas.

Esta homologia também foi constatada por GUTIERREZ et al. (1992) que, ao
caracterizarem o gene cef G, verificaram que ele contém dois introns e codifica uma proteina
de 444 aminoacidos. Quando este gene foi introduzido no mutante ATCC 20371 de 4.
chrysogenum, deficiente para a enzima deacetilcefalosporina C acetil transferase, houve
complementagdo e a linhagem voltou a sintetizar cefalosporina C. Constataram que o gene
cef G estA ligado ao gene cef EF e obtiveram sua expressio heterloga em P. chrysogenum.

GUTIERREZ et al. (1992) enfatizaram que a otimizag#o da expressfio do gene cef G era de
extrema importincia para a produgio industrial de cefalosporina, uma vez que quantidades
significativas de deacetilcefalosporina C permanecem no meio de fermentagio sem serem
convertidas no produto final. De fato, MATHISON et al. (1993) verificaram que as
linhagens ATCC 11550 e ATCC 20371 apresentaram uma relagfo direta entre o niimero de
copias do gene cef G, os niveis do mensageiro cef G e a quantidade de cefalosporina C
sintetizada, o que reforga a hipétese de que a atividade acetil transferase ¢ fator limitante
pesta via biossintética. Apontam para a importincia de se investigar se este fendmeno
também ocorre nas linhagens utilizadas pela industria.

MATSUDA et al. (1992b) transformaram a linhagem 1S-5 de A. chrysogenum (Figura 1)
com o plasmidio pDATF 1 que contém o gene cef G com uma seqéncia de expressdo para
resisténcia 4 higromicina dentro de sua regifio codificadora. Ao entrar na célula, o plasmidio
inseriu-se mum local especifico do gene cef G causando nos transformantes a incapacidade
de produzirem deacetilcefalosporina C acetil transferase. Estes resultados confirmaram a
identidade do gene clonado e demonstraram que o gene cef G ¢ a tinica fonte desta atividade
enzimatica. Os autores também constataram ligag#o entre os genes cef EF e cef G.

Com exceglio do gene cef D (Figura 2), todos os demais genes das vias biossintéticas da
penicilina e cefalosporina j4 foram clonados. Anilises moleculares a nivel gen8mico revelam
quewdososgmclonadosatéomomentoocormmdefoma?%ad&EmA.
chrysogenum, foi constatada ligagio entre os genes pch C e pchb AB (G RRE?Z et al.,
1991b) e entre os genes cef EF e cef G (GUTIERREZ et al., 1992; MATSUDA et al., 1992b
e MATHISON et al., 1993), sendo que estes grupos estio localizados nos cromossomos V1e
I, respectivamente (SKATRUD e QUEENER, 1989). Foi observado também que os trés
genes envolvidos na biossintese da penicilina (Figura 2) estio agrupados em P.
chrysogenum (SMITH et al., 1990) e em Aspergillus nidulnans (MacCABE) et al., 1990).
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Devido 4 grande similaridade existente entre os genes pch C de A chrysogenum e P.
chrysogenum, CARR et al. (1986) propuseram que eles teriam originado a partir de um gene
ancestral comum. Também propuseram que a via biossintética teria surgido primeiro em
bactérias do género Streptomyces e depois teria sido transferida horizontalmente para os
fungos ha cerca de 370 milhdes de anos, divergindo separadamente nos dois grupos de
microorganismos. A comparagio do gene cef EF com seus correspondentes em
Streptomyces (cef E e cef F) reforgaram esta hipétese. Além do mais, hi um alto grau de
similaridade entre as seqiéncias de aminoacidos das respectivas enzimas e estes genes nos
fungos que nio possuem introns. A recente clonagem e sequenciamento do gene pch AB de
A. chrysogenum (GUTIERREZ ET AL. 1991b) e P chrysogenum (DIEZ et al., 1990)
indicam que eles provavelmente so originarios de bactérias, tendo em vista que as enzimas
por eles sintetizadas ndo apresentam introns e possuem seqiéncias de alia similaridade com
as tirocidina e gramicidina sintetases de Bacillus brevis.

Contrastando com os genes da via biossintética de outros fungos, os genes pen DE de P.
chrysogenum e cef G de A. chrysogenum possuem introns. Assim sendo, é provavel que eles
tenham sido recrutados do genoma do préoprio fungo. O curioso é que, apesar de nio ser
necessario que eles estejam agrupados para terem uma regulagdo coordenada, tanto o gene
pen DE quanto o cef G fazem parte de uma estrutura deste tipo. Isso pode indicar uma
importncia funcional. Talvez eles sejam regulados coordenadamente durante a idiofase
como conseqiéncia de seu contexto cromossdmico (MATHISON et al., 1993).

Muitos pesquisadores tém langado mio das técnicas moleculares para estudar outros pontos
importantes da produgdo das cefalosporinas. E o caso, por exemplo, dos trabalhos que
levaram 4 produg#o direta de 7-ACA (Figura 4) por linhagens de A. chrysogenum.

O passo inicial para alcangar estes resultados foi o isolamento de varias linhagens do solo
produtoras de cefalosporina acilase, entre elas Pseudomonas sp A 14, N 176 e V 22 ¢
Bacillus laterosporus J1 (ARAMORI et al., 1991). Na seqiéncia, ISOGAI et al. (1991a)
isolaram o cDNA da protease alcalina (Alp) de A. chrysogenum a partir de uma biblioteca
gendmica de cDNA da linhagem ATCC 11550. Utilizando este cDNA como sonda, eles
isolaram o gene de Alp de uma biblioteca gendmica de A chrysogenum. Sequenciaram o
gene e verificaram a introdugsio do cDNA da Alp em Saccharomyces cerevisiae levou &
secregdo de Alp ativa no meio de cultura.

Finalmente, ISOGAI et al.(1991b) utilizaram o gene que codifica a D-aminoécido oxidase
em Fusarium solani e o gene que codifica a cefalosporina acilase em Pseudomonas diminuta
V22, e construiram um novo operon hibrido de 7-ACA, controlado por elementos
reguladores do gene da Alp de 4 chrysogenum. A seguir, transformaram a linhagem BC
2116 (Figura 1), super produtora de cefalosporina C, que passou a sintetizar e a secretar
pequenas quantidades de 7-ACA. Concluiram que apesar destes resultados ndo terem ainda
grande significado comercial, foi a primeira vez que se conseguiu obter a produgio de 7-
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ACA por um organismo vivo. Além disso, ficou demonstrada a possibilidade de introduzir

novas capacidades biossintéticas em microrganismos de uso industrial combinando genes de
fungo e bactéria.

WHITEHEAD et al. (1990) desenvolveram um sistema homélogo de transformagio para 4
chrysogenum usando o gene nia D da via de assimilag83o do nitrato. Utilizaram o plasmidio
pSTA 700, com o qual obtiveram até 40 transformantes/pug de DNA. As coldnias foram
facilmente isoladas uma vez que o nimero de abortivos era nulo ou bem baixo. Este sistema
foi usado para introduzir marcas nfo seletivas para resisténcia ao benomil (pBT6) e &
higromicina B (pIH1) através de cotransformagdo. Com este método, em concentragdo
equimolar dos plasmidios, 27% dos transformantes nia D isolados eram também ben® e, no
outro caso, 23% eram também higR.

KIMURA et al. (1991) sequenciaram, e clonaram o gene que codifica a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de A. chrysogenum usando como sonda o gene correspondente de S
cerevisiae. Este fragmento foi unido ao gene hph de E coli, dando origem ao plasmidio pGH
2 . A transformagdo da linhagem ATCC 11550 com este vetor resultou em freqiéncia da
ordem de 5 transformantes/pg de DNA.

Através da cariotipagem eletroforética, WALZ e KUCK (1991) constataram que a linhagem
industrial de A. chrysogenum utilizada em seus estudos possuia um padrio cromossdmico
claramente distingiivel das parentais ATCC 11550 e 14553. Estes resultados indicam que
translocagdes ocorridas durante o processo de melhoramento genético devem ter levado a
rearranjos que, por sua vez, resultaram em cromossomos de tamanhos diferentes. Esta
interpretagdo é confirmada comparando-se a localizagdo dos genes IDNA e 8-tubulina nas
varias linhagens. Em fungf#o disso, especulam que estes rearranjos sfo responsiveis pelo
aumento da produgo de cefalosporina C nas linhagens utilizadas pela indistria. SKATRUD
e QUEENER (1989) e SMITH et al. (1991), utilizando outra técnica e linhagens diferentes,
chegaram a conclus3es similares.

Se, por um lado, essas alteragOes cromossdmicas trouxeram beneficios do ponto de vista
comercial, com relag3o aos estudos genéticos elas se mostraram obstaculos, tendo em vista
que as linhagens melhoradas podem ter problemas de regeneragfo da parede celular e,
frequentemente, apresentam menor eficiéncia de transformagdo (SKATRUD et al., 1897 e
ISOGAI et al., 1991b). CULLEN e BERKA (1987) enfatizam que a freqiéncia de
transformac3o para os fungos utilizados na industria é normalmente menor que 100/pg de
DNA, enquanto que para espécies ndo comerciais tais como N crassa e A. nidulans este
numero pode exceder a 5000/pug de DNA.
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2.7 Protoplastos

EDDY e WILLIAMSON (1957, 1959) foram os primeiros a utilizar o suco digestivo de
Helix pomatia como complexo litico para a obtengfio de protoplastos. Eles trabalharam com
Saccharomyces cerevisiae. Depois disso, outros pesquisadores utilizaram o mesmo
complexo enziméitico em outras espécies de levedura (DEUTCH e PARRY, 1974;
SHAHIM, 1971; PARTRIDGE e DREWE, 1974) e também em fungos filamentosos, tais
como MNeurospora crassa (EMERSON e EMERSON, 1958, BACHMANN e BONNER,
1959), Penicillium chrysogenum e Acremonium chrysogenum (FAWCETT et al., 1973),
Geotricum candidum (FERENCZY et al., 1974), Aspergillus niger (MUSILKOVA e
FENCL, 1968) e Penicillium purpurogenum (MUSILKOVA et al., 1969).

Boa parte dos pesquisadores que trabatham com fungos preferem utilizar complexos
enzimaticos obtidos a partir de microrganismos. Entre os varios exemplos encontra-se a
Zimoliase, derivada de Arthrobacter luteus (YAMAMURA et al., 1975), e enzimas liticas
isoladas de Trichoderma viride (De VRIES e WESSELS, 1973). Neste wltimo caso, os
autores verificaram que as enzimas possuiam trés componentes principais: S-glucanase (o
1,3-glucanase), R-glucanase (a-1,3-B-1,6-glucanase) e quitinase. Verificaram, ainda, que os
trés componentes foram necessarios para a liberagdo de protoplastos Schizophillum
commune.

HOUSSET et al. (1975), aumentaram a eficiéncia de produgdio de protoplastos em
Schizosaccharomyces pombe, adicionando o-1,3-glucanase e B-1,3-glicanase 4s enzimas
do suco digestivo de caramujo. MORRIS (1978) verificou que a adi¢do de glusulase ao
complexo litico proveniente de Trichoderma harzianum aumentou a velocidade de liberagdo
de protoplastos em Aspergillus nidulans. ANNE et al. (1976), obtiveram produgdo méaxima
de protoplastos em P. chrysogenum quando enzimas produzidas por Trichoderma foram
misturadas a uma preparago proveniente de Streptomyces gramineofasciens e uma celulase
comercial.

Complexos enziméaticos purificados e constituidos por diferentes polissacarases (celulase,
gumase, maltase, hemicelulase e quitinase) tém sido utilizados para a obtengdo de
protoplastos em diferentes espécies de fungos (EMERSON e EMERSON, 1958; DIATEWA
etal, 1981; HAMLYN et al , 1981).

PEBERDY et al. (1976), estudando os fatores que afetavam a liberagio de protoplastos em
varias espécies de fungos filamentosos, concluiram que maior eficiéncia era obtida quando
utilizadas culturas em fase exponencial de crescimento. Existem muitos trabalhos relatando a
influéncia desta varidvel, principalmente em leveduras (EDDY e WILLIAMSON, 1957,
BROWN, 1971; SHAHIM, 1971, DEUTCH e PARRY, 1974, STEPHEN e NASIN, 1981).
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MUSILKOVA e FENCL (1968), estudando 4. miger, constataram que a aerag#o é uma
varidvel muifo importante na liberag¥o de protoplastos. Conclufram, ainda, que o meio
residual de cultivo deve ser retirado da suspensfo de micélio, através da lavagem com
solugéio de alta press3o osmotica.

Para algumas espécies, a eficiéncia da produgdo de protoplastos pode ser aumentada
promovendo-se um pré-tratamento das células com certos tipos de substincias. Entre elas a
2-deoxi-D-glicose (FOURY e GOUFFEAU, 1973), o ditiotreitol, 2-mercaptoetanol ou
cisteamina (DOOLJEWAARD et al., 1973; FAWCETT et al., 1973; FINKELMAN et al,,
1980), e certos tipos de detergentes, tais como o desoxicolato, o laurilsulfato e o triton X-

100. Este ultimo foi apontado como o mais eficaz para Pythium sp (SIETSMA e BOER,
1973).

EMERSON e EMERSON (1958) trabatharam com N. crassa e observaram que protoplastos
obtidos a partir de conidios parecem ser menos uniformes que os obtidos a partir de hifas,
especialmente em baixas concentragdes de agticares e enzimas. GENTHNER e BORGIA
(1978) em Mucor racemosus ¢ BOS e SLAKHORST (1981) em A. nidulans e A. niger,
verificaram que a produg3o de protoplastos a partir de conidios resulta mais homogénea no
que se refere & composi¢io de organelas e, portanto, no seu desenvolvimento.

FAWCETT et al. (1973), verificaram que, assim como ocorre com as leveduras, 4.
chrysogenum necessitava de pré-tratamento com compostos tiélicos, cuja fungdo aparente é
reduzir as pontes dissulfiticas presentes na parede celular. Verificaram que o ditiotreitol foi
mais efetivo que o 2-mercaptoetanol. Os autores utilizaram o complexo enzimatico de Helix
pomatia como agente ltico e cloreto de sédio 0,7 M como estabilizador osmético. Para a

regeneragdo dos protoplastos, foi utilizado meio infusfo de cérebro e coragio contendo 2%
de sacarose e 0,8 M de cloreto de sodio.

HAMLYN et al. (1981), utilizaram pré-tratamento com ditiotreitol (0,01 M) e 0,7 M de
cloreto de sédio como estabilizador osmoético. Verificaram que a combinagio dos complexos

enzimaticos SP 234 e celulase CP foi a que proporcionou methor liberagfo de protoplastos
de A. chrysogenum.

A maionia dos protocolos para obtengdo de protoplastos em A. chrysogenum que tém sido
descritos nos ultimos anos emprega um pré-tratamento com 0,01 M de ditiotreitol, cloreto de
s6dio ou de potassio 0,7 M como estabilizador osmético, 0 complexo enzimatico Novozym
234 para a digestlo da parede celular e cloreto de sbdio ou sacarose 10,3% como
estabilizadores osmoéticos (DIEZ et al., 1987, GUTIERREZ et al., 1991a;, WHITEHEAD et
al. (1990) utilizaram para este fim um meio contendo 20% de sacarose.
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Com relagdo a eficiéncia de produgio, MINUTH e ESSER (1983) obtiveram entre 107 e 10°
protoplastos/g de micélio, enquanto que GUTIERREZ et al (1991a) conseguiram 4 x 10°
protoplastos/g de micélio.

A freqiiéncia de regeneragio dos protoplastos de A. chrysogenum é relativamente baixa
quando comparada com outras espécies de fungos filamentosos. MINUTH e ESSER (1983)
verificaram que ela se sifuava na faixa de 2 a 7% em meio tendo NaCl 0,6 M como
estabilizador osmético. Utilizando sacarose no meio de regeneragio, WHITEHEAD et al.
(1990) encontraram de 1 a 10% e SKATRUD et al. (1987) constataram freqiéncia média de
1,7%.

O surgimento e aprimoramento das técnicas de obtengfo de protoplastos possibilitaram o
desenvolvimento das técnicas de fus3o de protoplastos. LOPEZ-BELMONTE et al. (1966),
descreveram, pela primeira vez, como um evento raro, a fusio espontinea de protoplastos em
Fusarium culmorum. J4 a primeira tentativa de fusfo controlada foi feita por FERENCZY et
al. (1974) em Geotricum candidum, onde foi obtida baixa freqdéncia de coldnias
heterocarioticas. BINDING (1974), conseguiu um aumento na freqdéncia da fusdo de
protoplastos em Phicomyces blakesleeanus, utilizando 4gua do mar e Ca(NO;), tamponado
como agentes de fus3o. Neste caso, o autor observou que a freqiéncia de fusdo foi duas
vezes maior do que a obtida com a 4gua do mar e 37 vezes maior do que a obtida por
FERENCZY et al. (1974). Utilizando os mesmos agentes de fus3o, FERENCY et al. (1975)
obtiveram aumento de freqiéncia de fusio em Aspergillus nidulans.

CONSTABEL e KAO (1974), trabalhando com protoplastos de plantas, conseguiram
aumentar a freqdéncia de fusfo através do uso do polietileno glicol (PEG).

Em P. chrysogenum, ANNE e PEBERDY (1975) estudaram algumas vari4veis relacionadas
com o PEG e verificaram que a melhor concentragio foi de 30% (p/v) com um tempo de
exposigio de 10 minutos a 30°C. PEBERDY et al. (1976) encontraram freqiéncias de fusdo
1000 vezes maiores do que as relatadas anteriormente. A partir desses estudos, ANNE e
PEBERDY (1976), estabeleceram uma metodologia de fusio de protoplastos que pode ser
aplicada com sucesso a virias espécies de fungos. Utilizando mutantes auxotrdficos
complementares, eles realizaram fusdes intraespecificas e inter-especificas. Coldnias
heterocariéticas foram selecionadas em meio minimo e alguns diploides foram
caracterizados através da confirmagdo de prototrofia, volume e coloragio de esporos e
conteudo de DNA.

Em A. chrysogenum, as técnicas de fusdio de protoplastos foram ferramentas de grande
auxilio para a realizagio de cruzamentos intra-especificos que possibilitaram o completo
entendimento do ciclo parassexual nesta espécie (BALL e HAMLYN, 1978; HAMLYN et

al., 1985). Fusdes inter-especificas e intergenéricas também foram realizadas por MINUTH
e ESSER (1983).
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2.8 Benomil

O benomil (metil-1-(butil-carbamoil)-2-benzimidazol carbamato) pertence ao grupo dos
benzimidazdlicos, onde se incluem os tiofanatos, tiabendazois, mebendazdis, carbendazima
ou metil-2-benzimidazol carbamato (MBC) e vérios outros compostos. Estas substincias sdo
metabolicamente transformadas pelos animais, plantas e fungos em MBC (TUYL, 1977),
que tem sido apontado como o composto de papel principal no mecanismo de ago t6xica
destes fungicidas estruturalmente relacionados (SEILER, 1975). Esta idéia ¢ reforgada pela
constiatacfio de que alguns mutantes para benomil de 4. nidulans e N. crassa apresentam
resisténcia cruzada ao tiofanato e ao tiabendazol (HASTIE e GEORGOPOULOS, 1971;
TUYL et al., 1974; BORK e BRAYMER, 1974). MARTINEZ-ROSSI e AZEVEDO (1989)
também constataram este fendmeno e descreveram trés mutagdes que conferem niveis mais
elevados de resisténcia ao metil tiofanato e ao benomil do que aqueles descritos
anteriormente. Estas linhagens de A. nidulans também apresentam boa comdiagdo na

presenga dos fungicidas.

Por apresentar efeito haploidizante (HASTIE, 1970), o benomil tem sido eficazmente
utilizado na discriminagdo de linhagens haploides e diploides de varias espécies de fungos
filamentosos (KAPPAS et al, 1974, UPSHALL et al, 1977, UPSHALL, 1981,
BONATELLI Jr. et al; 1983; BRADSHAW et al,1983; MINUTH e ESSER, 1983;
VIALTA, 1987). :

TUYL (1977) e MORRIS (1986) demonstraram que a resisténcia ao benomil em A. nidulans
¢ determinada por pelo menos trés genes. Um deles (ben A4) confere alto nivel de resisténcia
e codifica os polipeptideos Stubulina 1 e Btubulina 2 (HASTIE e GEORGOPOULOS, 1971;
TUYL, 1977, SHEIR-NEISS et al,, 1978). Os outros dois (ben B e ben C) conferem
resisténcia menos pronunciada a este fungicida (TUYL, 1977).

Em M. crassa, BORCK e BRAYMER (1974) mostraram que a resisténcia ao benomil é
dominante em heterocarios formados entre linhagens resistentes e do tipo selvagem. Nesta
espécie, assim como em Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e A.
nidulans, muitas mutag8es conferindo resisténcia ao benomil foram mapeadas em genes
estruturais (ORBACH et al., 1986).

Estudando varias espécies de fungos, TUYL (1975) verificou que a fregi€ncia de mutagfo
para resisténcia ao benomil variou de 10 em Cercosporella herpotrichoides a 107 em
Cladosporium cucumerinum. A. nidulans apresentou freqiéncia de 5 x 107, enquanto que
para Penicillium expandum e A. niger elas foram 10 x 10”7 e 25 x 107, respectivamente.

TUYL (1975) constatou que a EDs; (concentragiio necessaria para reduzir o crescimento
radial da coldnia em 50%) das linhagens selvagens que utilizou em seu trabatho variou de
0,04 a 2,0 pg de benomil/ml, tendo sido 0,7 e 0,6 respctivamente para A. nidulans e A.
niger. Dentro de cada uma das espécies estudadas, o grau de resisténcia dos diferentes
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mutantes variou de baixos até altos niveis, tendo as médias das ED,; situado-se na faixa de
30 (4. nidulans) a mais de 500 pg/ml (4. niger).

MARTINEZ-ROSSI e AZEVEDO (1989) verificaram que os mutantes BEN-36, BEN-37 e
BEN-38 de A. nidulans apresentam EDs, de 32,0, 36,7 e mais de 160 pg/ml,
respectivamente.

Nos virios cruzamentos que realizaram utilizando técnicas de fusdio de protoplastos,
MINUTH e ESSER (1983) isolaram um recombinante de A. chrysogenum resistente ao
bepomil cuja produgdio de cefalosporina C foi cerca de 40% superior ao das linhagens
parentais. Os autores nfo conseguiram, porém, explicar tal fendmeno mas argumentaram
que devia se tratar de algo comparado & observagfio de que todos os variantes auxotroficos
apresentaram baixos niveis de antibiético.

Apesar de virias espécies de fungos filamentosos j4 terem sido transformadas com o gene de
resisténcia ao benomil isolados de N. crassa (plasmidio pBT 6), A. niger e A. nidulans
(ORBACH et al., 1986; RAMBOSEK e LEACH, 1987), nfo foi possivel enconirar na
literatura trabathos desta natureza com A. chrysogenum. Apenas WHITEHEAD et al. (1990)
utilizaram o plasmidio pBT 6 para cotransforma¢#o. Neste caso especifico, 0 marcador
seletivo (gene nia D) estava contido num outro plasmidio, o pSTA 700.

2.9 Higromicina B

A higromicina B é um antibidtico aminoglicosidico que inibe a sintese protéica em
procariotos e eucariotos (GONZALES et al., 1978). Os genes que conferem resisténcia a este
antibidtico foram isolados e caracterizados em Streptomyces hygroscopicus (ZALACAIN et
al., 1986) e E. coli (GRITZ e DAVIES, 1983; KASTER et al., 1983). Ambos os genes
inativam a higromicina B através de fosforilagdo (MALPARTIDA et al., 1983; GRITZ e
DAVIES, 1983). O gene conferindo resiténcia 4 higromicina B (hph) de E. coli foi utilizado
para construir vetores, entre outros, para E. coli (GRITZ E DAVIES, 1983; KASTER et al,,
1983). S. cerevisiae (GRITZ e DAVIES, 1983; KASTER et al., 1984), Aspergillus (PUNT
et al., 1987) e A chrysogerum (QUEENER et al., 1985). Por se fratar de uma marca
dominante de facil selegdo, o gene Aph tem sido muito utilizado nos trabalhos de
transformacio de A. chrysogenum, associado com outros fragmentos tais como o gene pch C
(SKATRUD et al., 1987, KUCK et al.,, 1989), o gpd A (SMITH et al,, 1992) e o gene que
codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (KIMURA et al., 1991).

No extenso trabalho desenvolvido por SMITH et al. (1992), 135 transformantes foram
isolados e testados com relag#o aos niveis de resisténcia 4 higromicina B. Cerca de 70%
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deles cresceu em mais de 1600 pg/ml da droga, 15% cresceu em até 1500 pg//ml, 14%
cresceu em até 700 pg/ml e apenas 1% cresceu em até 350 pg/ml. Por outro lado, a
linhagem parental (M 8650) foi incapaz de crescer na menor concentragio ensaiada (200
pg/ml). As conceniragdes de higromicina utilizada no processo de selegiio dos
transformantes variaram na faixa de 50 a 100 pg/ml. J4& SKATRUD et al. (1989) nfio
conseguiram isolar transformantes em 100 pg/ml de higromicina B. A linhagem que
utilizaram (394-4) mostrou-se extremamente sensivel & droga, o que obrigou os autores a
reduzir a concentrag8o para 15 pg/ml.

2.10 Alguns destaques da revisio

Assim como ocorreu com a grande maioria dos processos fermentativos tradicionais, o uso
de técnicas genéticas classicas, basicamente mutacdo e sele¢dio, possibilitou que a
cefalosporina C, presente em pequenas quantidades no isolado original de Brotzu,
alcangasse mais de 25 g/1 nas linhagens utilizadas atualmente na indistria (CATALOGO
PANLABS, 1989). Como destaca LEIN (1983), as técnicas classicas sfo ainda empregadas
e podem contribuir para solucionar problemas que ocorrem nas fermentagdes bem como para
proporcionar uma utilizagfio mais elegante das técnicas modernas. Estas, comegaram a ser
aplicadas em Acremonium a partir de 1985 com os trabalhos de SAMSON e seus colegas da
Eli Lilly e, sem duvida, apresentam algumas vantagens sobre os métodos classicos, sendo os
mais importantes o direcionamento dos objetivos a serem alcangados nos programas de
melhoramento e a necessidade de normalmente se testar apenas algumas dezenas de isolados
para se obter algum com ganho de produtividade, confra os milhares exigidos quando se
utiliza técnicas tradicionais. ISOGAI et al. (1991b) demonstraram a importincia que as
técnicas modemnas podem ter, obtendo, através da combinag#o de genes de fungo e bactéria,
uma linhagem de Acremonium que produz 7-ACA. Apesar de bastante estudado devido &
sua importincia comercial, Acremonium tem sua genética pouco conhecida quando
comparado com outros fumgos tais como Neurospora e Aspergillus.

A cefalosporina C possui o radical aminoadipil, que torna sua molécula anfotérica e solivel
em agua. Isto eleva os custos dos processos de separagfio e purificagdo, explicando, em
parte, o fato de seu prego final ser mais alto do que a penicilina G, uma vez que esta é
facilmente isolada do caldo fermentado por possuir cadeia lateral apolar (CRUEGER e
CRUEGER, 1984; BYWOOD et al,, 1977). A produg#o industrial das cefalosporinas de uso
oral a partir do 7-ADCA obtido com a expansio do anel de 6-APA teve seu inicio em 1975
e, desde entio, quantidades crescentes de penicilina vém sendo desviadas para este fim
(PRAVE et al., 1987). Neste sentido, a empresa Gist-Brocades, maior produtora mundial de
penicilina, est4 trabalhando intensamente com o objetivo de viabilizar a sintese das
cefalosporinas injetdveis a partir de 6-APA (HERSBACH, et al., 1984). Se isto for
conseguido e, como a principio parece, os pregos finais dos produtos forem reduzidos, a
viabilidade de se produzir cefalosporina C s6 sera mantida com a implantagio de medidas
que levam a uma redugo proporcional dos custos de produgio.
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3: MATERIAL E METODOS



3.1 Linhagens

Acremonium chrysogenum C-10. Esta cultura foi gentilmente cedida pelo Dr. Robert T.
Rowlands da PANLABS, empresa que desenvolven a linhagem num extenso programa de
methoramento genético ¢ que a depositou na American Type Culture Collection sob o
nimero 48272. Ela produz artrosporos unicelulares que podem ser classificados em dois
tipos: um grande e esférico que surge pela fragmentagio de hifas contendo células bastante
inchadas, e outro menor e elipsoidal formado a partir de células moderadamente inchadas
(MATSUMURA et al., 1980; PEBERDY, 1987). No entanto, a grande maioria, senfo todos
os artrosporos produzidos pela linhagem C-10 nos meios de cultura usados no presente
trabalho, sdo do primeiro tipo. Como foram encontradas dificuldades para se trabalhar
apenas com esporos, os inoculos utilizados nos experimentos continham também fragmentos
de hifa compostos por numero variado de células. Assim sendo, serd empregado o termo
unidade formadora de colénia (UFC) para designar o nimero de propagulos presentes nas
diversas suspensdes.

Alcaligenes faecalis ATCC 8750. Esta linhagem ¢ sensivel & deacetilcefalosporina C,
deacetoxicefalosporina C, cefalosporina C e penicilina N. Porém, no caso desta ultima
substincia, a sensibilidade apresentada é cerca de dez vezes menor, 0o que torna o

microrganismo apropriado para ser utilizado nos testes de dosagem das cefalosporinas
(SMITH et al., 1967).

Escherichia coli TG2. Esta linhagem ¢ rec-, resistente a tetraciclina e sensivel 4 ampicilina,
subsidncia & qual ela passa a ser resistente depois de transformada com o plasmidio pBT6

(Figura 6).

Escherichia coli DH5 a. Esta linhagem ¢é rec e hsdR. Ela passa a ser resistente &
higromicina B depois de transformada com o plasmidio pAN7-1 (Figura 7).
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B - pUC 12
[C3 - DNA de N, crassa contendo o %enc tub-2. AUG @ TAA sfo, respectivamente,
n

os cédons de iniciagdo e terminacdo

Figura 6. Mapa de restrig3o do plasmidio pBT6 (5,8 kb)

42



Sca I

Hind IIIX

, ~
ATCACC.ATG.€CT.GAA.CTC N
-

hph

hph = gene da higromicina B de E. coli

P gpd = promotor da glicose-6-fosfato desidrogenase de 4. nidulans

Figura 7: Mapa de restrig3o plasmidio pAN7-1

43



3.2 Meios de cultura

Com exceco da 4gua de milho, farelo € 6leo de soja, todos os componentes utilizados para a
formulacio dos meios s#io grau P.A.

3.2.1 Meio minimo - MM (SHEN et al., 1986)

Sacarose ‘ 20,0g
Nitrato de sédio 30g
Fosfato dibasico de potassio 05g
Fosfato monobésico de potassio 0S5¢g
Cloreto de potassio 0,5g
Sulfato de magnésio heptaidratado 05¢g
Sulfato ferroso heptaidratado 001g
Agua destilada ( q.5.p.) 1,01

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 N ou HCl 1,0 N. Quando utilizado sélido,
adicionou-se 15,0 g/l de agar.

3.2.2 Meio minimo sem Enxofre - MMS-

Sacarose 20,0 g
Nitrato de sodio 30g
Fosfato dibasico de potassio 05¢
Fosfato monobésico de potassio 05g
Cloreto de potassio 05g
Cloreto de magnésio hexaidratado 05g
Cloreto férrico hexaidratado 001g
Agua destilada (q.5.p) 1,01

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 N ou HC1 1,0 N. Quando utilizado sélido,
adicionou-se 15,0 g/1 de 4gar.

3.2.3 Meio completo - MC (SHEN et al., 1986)

Foi adicionado a 1 litro de Meio Minimo:

Extrato de levedura 40¢g
Peptona ‘ 408



O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 N ou HCl 1,0 N. Quando utilizado sélido,
adicionou-se 15,0 g/l de 4gar.

3.2.4 Meio de pré-fermentacio (SHEN et al., 1986)

Amido solivel 400¢g
Agua de milho ‘ 300g
Farelo de soja 100g
Carbonato de célcio 30g
Sulfato de amdnio 10g
Oleo de soja 24,0 ml
Agua destilada (g.s.p) 1,01

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 1,0 Nou HC1 1,0N.

3.2.5 Meio de fermentacio (modificade de SHEN et al., 1986)

Sacarose 360¢g
Glicose 270g
Extrato de levedura 200¢g
Sulfato de célcio 758
Carbonato de célcio 10,0 g
Sulfato de am8nio 80g
D,L-metionina 30g
Oleo de soja 30,0 ml
Agua destilada (g.5.p.) 1,01

O pH foi ajustado para 6,4 com NaOH 1,0 N ou HC1 1,0N.

3.2.6 Meio solido de producie

Sacarose 360g
Glicose 270¢g
Extrato de levedura 200¢g
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Sulfato de calcio 10g

Carbonato de calcio 10g
Sulfato de amdnio 80g
D,L-metionina 30g
Agar 150g
Agua destilada (g.5.p.) 1,01

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 1,0 Nou HC1 1,0 N.

3.2.7 Meio_de producio de micélio - MPM (QUEENER et al.,

1985)
Sacarose 316 g
Glicose 22 g
Agua de milho 05 g
L-asparagina (autoclavada separadamente) 758
Acetato de amdnio 022¢g
Fosfato monobasico de potassio 1508
Fosfato dibasico de potassio 210g
Sulfato de s6dio 0,75g
Sulfato de magnésio heptaidratado 0,18g
Cloreto de célcio 0,06 g
Soluglo de sais 1,0 ml
Agua destilada (g.s.p.) 1,0 ml
Solug#o de sais:
Sulfato ferroso amoniacal hexaidratado 150g
Sulfato de manganés tetraidratado 308
Sulfato de zinco heptaidratado 30g
Sulfato de cobre pentaidratado 08¢g
Agua destilada (q.s.p.) 1,01



3.2.8 Caldo soja tripticaseina ou "tryptic soy broth" - TSB

Peptona de caseina 170g
Peptona de soja 30g
Dextrose 258
Cloreto de sodio 50g
Fosfato dibasico de potassio 25g
Agua destilada (q.5.p.) 1,01

O pH foi ajustado para 7,3 com NaOH 1,0 N ou HC1 1,0N.

3.2.9 Agar soja tripticaseina ou "tryptic soy agar" - TSA

Ao meio TSB foram adicionadas 15 g/l de 4gar. O pH foi ajustado para 7,3 com NaOH 1,0
NouHCI1,0N.

3.2.10 Meio TSA S50%

Foi preparado de acordo com o item anterior, tendo sido acrescentado 50% da quatidade de
TSB. O pH também foi ajustado para 7,3.

3.2.11 Meio TSA com 10,3% de sacarose

Foi preparado de maneira idéntica 4 descrita no item 3.2.9, tendo sido acrescentado 103 g/1
de sacarose. O pH foi ajustado para 7,3 e a esterilago foi feita em autoclave a 0,5 atmosfera
por 30 minufos.

3.2.12 Meio completo com 10,3% de sacarose

Foi preparado conforme descrito no item 3.2.3, tendo sido utilizado 103 g/l de sacarose ao
invés de 20 g/1. O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 N ou HCl 1,0 N. A esterilizag8o
foi feita em autoclave a 0,5 atmosfera por 30 minutos.
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3.2.13 Mceio completo com 20% de sacarose

Foi preparado de maneira 1déntica 4 descrita no item anterior, exceto a quantidade de
sacarose que foi 200 g/l ao invés dos 103.

3.2.14 Meio LB (Luria Bertani Medium: MILLER, 1972)

Triptona 100g
Extrato de levedura 50g
Cloreto de sodio 10,0 g
Agua destilada (q.s.p.) 1,01

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 N ou HC1 1,0 N. Quando necessario, acrescentou-
se 1,5% de Agar. Apés esterilizagio, foram adicionados 100 pg/ml de ampicilina.

3.3 Solugdes

3.3.1 Solucido salina

Cloreto de sodio 88¢g
Agua destilada (q.s.p.) 1,01

3.3.2 Solucées de selenato de sédio

Foram preparadas em 4gua destilada e esterilizadas em filtro Millipore 0,2 pm nas seguintes
concentragSes: 5 mM, 40 mM, 1,25Me 2,5 M.




3.3.3 Soluciio de cromato de sédio

Foi preparada em agua destilada, na concentragio de 200 mM, e esterlizada em filtro
Millipore 0,2 pm.

3.3.4 Solucido de benomil

O produto utilizado foi o Benlate, preparado comercial contendo benomil [metil-1-(butil-
carbamoil)-2-benzimidazol-carbamato] e veiculo, na proporgdo 1:1.

A solugio foi preparada adicionando-se 60 mg de Benlate diretamente em 100 ml de etanol
absoluto, resultando numa concentragio final de benomil de 300 pg/ml. A solu(;ﬁo foi
estocada a 4°C.

3.3.5 Soluciio reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)

Acido 3,5-dinitrossalicilico 10,6 g
Hidroxido de sodio 298¢
Agua destilada 1416,0 ml

Dissolver a quente e adicionar:

Fenol fundido a 50°C 7,6 ml
Metabissulfito de sédio 83¢g

3.3.6 Solucio estabilizante de cor

Tartarato de sédio e potassio (KNaC,H,O4-4H,0) 15,1g
Tartarato de sédio e potassio anidro 123g
Agua destilada (q.5.p.) 101
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3.3.7 Tampie para protoplastos - TPC

Solugdo A: tampio fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0.

Solugdo B: cloreto de s6dio 3,2 M.

Solugfo C: sulfato de magnésio heptaidratado 0,08 M.

Depois de autoclavadas, as solugles A, B e C foram misturadas na proporgdo de 2:1:1,

respectivamente. Com isso, obtém-se o tampio fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, cloreto de
sodio 0,8 M e sulfato de magnésio 0,02 ML

3.3.8 Solucie de ditiotreitol 0,01 M

As solugdes 0,01 M de ditiotreitol foram preparadas em tampdo TPC (item 3.3.7) e
esterilizadas por filtrag3o.

3.3.9 Solucie de Novozym 234

As solugdes 2 mg/ml de Novozym 234 foram preparadas em tampio TPC (item 3.3.7) e
esterilizadas por filtrag3o.

3.3.10 Selucie de Lysing Enzymes (Novezym 234)

As solugdes 2 mg/ml de Lysing Enzymes foram preparadas em tampdo TPC (item 3.3.7) e
esterilizadas por filtrago.

3.3.11 Solucio NaCl 0.8 M

Cloreto de sddio 46,8 g
Agua destilada (q.5.p.) 101



3.3.12 Solucio estoque de Tris - HC11 M, pH 8.0

Tris 12,18
Agua destilada (g.5.p.) 100,0 ml

O pH foi ajustado com 4cido cloridrico concentrado. A seguir, foi esterilizada e mantida
a -20°C.

3.3.13 Solucdo estoque de Tris-HC1 1 M, pH 7,5

Preparada e estocada conforme o descrito no item antenor.

3.3.14 Solucio estoque de EDTA 0.5 M, pH 8.0

EDTA (sal dissédico) 168¢
Agua destilada (g.s.p.) 100,0 ml

O pH foi ajustado adicionando hidroxido de sédio em pastithas. Apds esterilizagdo, foi
mantida a -20°C.

3.3.15 Solucao estoque de NaCl S M

Cloreto de sédio . 292 ¢
Agua destilada (g.s.p.) 100,0 ml

3.3.16 Solucio estoque de SDS

SDS 200g
Agua destilada (g.s.p.) 100,0 ml
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Foi mantida a femperatura ambiente, sem ter sido esterilizada.

3.3.17 Solucio estoque de glicose 0.5 M

D-glicose anidra 90g
Agua destilada (q.5.p.) 100,0 ml

Foi esterilizada por filtrag3o e mantida a -20°C.

3.3.18 Soluciio 1 (Tris-HC1 25 mM, pH 8.0: EDTA 10 mM;
glicose S0 mM)

Fo1 preparada adicionando-se 2,5 ml da solugdo estoque de Tnis (item 3.3.12) e 2,0 ml da
solugiio estoque de EDTA (item 3.3.14) em um frasco, e completando-se o volume para 90
ml com 4gua destilada. Apbs esterilizaglio, foi estocada a 4°C. Somente antes de ser
utilizada, acrescentou-se 1/10 do volume da solugfo de glicose (item 3.3.17).

3.3.19 Solucdo 11

Hidréxido de sédio 08¢g
Agua destilada (q.5.p.) 95,0 ml

A solugdo foi esterilizada e mantida 4 temperatura ambiente. Antes de ser utilizada,
acrescentou-se 1/20 de seu volume da solug#o estoque de SDS 20% (item 3.3.16).



3.3.20 Soluciie II

Foram dissolvidas 40,8 g de acetato de sédio tnidratado em aproximadamente 30 ml de dgua
destilada, ajustando-se o pH para 4,8 com 4cido acético glacial. A seguir, o volume foi
completado para 100 ml e a solugfio estocada a 4°C (sem esterilizar).

3.3.21 Tampioe TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;: EDTA 1 mM)

Foi preparado adicionando-se 2,5 ml de solugo estoque de Tris (item 3.3.12) e 2,0 ml da
solugio estoque de EDTA (item 3.3.14) em um frasco e completando-se o volume para 100
ml. Apés esterilizagdo foi estocada a 4°C.

3.3.22 Tampio R (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5;: EDTA 0.1 mM)

Foi preparado adicionando-se 2,0 ml da solugo estoque de Tris (item 3.3.13) e 0,02 ml da
solugdo estoque de EDTA (item 3.3.14) em um frasco, e completando-se o volume para 100
ml. Apés esterilizagio foi estocada a 4°C.

3.3.23 Soluciio L (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0;: EDTA 1 mM;:
NaCl 150 mM)

Foi preparada adicionando-se 2,0 mi da solugfio estoque de Tris (item 3.3.12), 20 ml da
solugdo estoque de EDTA (item 3.3.14) e 3,3 ml da solugHo estoque de cloreto de sédio
(item 3.3.15) em um frasco, e completando-se o volume para 100 ml. Apés esterilizac¢o, foi
estocada a 4°C.

3.3.24 Tampio Tris de equilibrio

Tns 242g
Solug#o estoque de EDTA (item 3.3.14) 0,4 ml
Agua destilada (q.s.p.) 100,0 ml



O pH foi ajustado para 11,0 com acido cloridrico concentrado e a soluglio, esterilizada e
estocada a -20°C.

3.3.25 Tampiao Tris para estocagem

Tris 6,06 ¢

Solugdo estoque de EDTA (item 3.3.14) 0,40 ml
Solugo estoque de cloreto de sodio (item 3.3.15) 2,00 ml
Agua destilada (g.s.p.) 100,00 ml

O pH foi ajustado para 7,5 com 4cido cloridrido concentrado e a solugo, esterilizada e
estocada a -20°C.

3.3.26 Tampiao NCM (Tris 10 mM, pH 7,0; NaCl 0,8 M: CaCk

S0 m
Tris 0,121g
NaCl 4676 g
CaCl, 0735¢g

O pH do Tris foi acertado para 7,0 com HCI concentrado, acrescentou-se o NaCl e
completou-se o volume para 80 ml com agua. O CaCl, foi preparado em 20 ml de 4gua e
esterilizado separadamente, sendo adicionado ao restante da solug#o apenas no momento do
uso.

3.3.27 Tampdo CCM (Tris 10 mM, pH 7,0; NaCl 0,8 M; CaCl

50 mM; PEG 18 ou 50%)
Tris 0,012 g
NaCl 0,467 g
CaCl, 07358
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A solugio de Tris com NaCl foi preparada como no item anterior. O PEG 6000 (Sigma) foi
adicionado (1,8 g para 18% e 5,0 para 50%) e o volume completado para 9 ml. Aliquotas de
1 ml de uma solugfo previamente preparada de CaCl, 500 mM foram adicionadas aos
frascos acima somente na hora do uso.

3.3.28 Solucie clorofane

A 1 volume de cloroférmio, foi adicionado 1 volume de fenol contendo 0,05% (p/v) de
hidroxiquinolina e 0,5% (v/v) de B-mercaptoetanol. A esta solugdo foi adicionado igual
volume do tampdo Tris de equilibrio (item 3.3.24). Apos agitagdo por 30 minutos, a fase
aquosa foi retirada e desprezada. A fase fentlica foi acrescentada igual volume de tampao
Tris para estocagem (ifem 3.3.25). A mistura foi mantida a 4°C.

3.3.29 Seolucio clorefil

A 24 volumes de cloroférmio, foi acrescentado 1 volume de 4lcool isoamilico. A mistura foi
adicionado igual volume de tampdo TE (item 3.3.21). Apos agitagdo de 30 minutos, a fase
aquosa foi retirada e desprezada. A seguir, acrescentou-se novamenie tampio TE, e a
mistura foi mantida a 4°C.

3.3.30 Seoluciio estoque de RNAse (10 mg/ml)

Solugao HI (item 3.3.20) 0,17 ml
RNAse 0,10g
Agua destilada (q.5.p.) 100,00 ml

A solugio estoque foi fervida em banho-maria por 20 minutos e armazenada a -20°C.

3.3.31 Solucio de PEG 4000 a 40% (Tris S0 mM, pH 7.5;
sacarose 10.8%: CaCl, (50 mM)

Solugdo estoque de Tris (Item 3.3.13) 0,5 ml
Sacarose 108g
PEG 4000 (Sigma) 40g
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A soluglio foi preparada em frascos contendo 9 ml de Agua esterilizada. O CaCl, foi
acrescentado conforme indicado no ifem 3.3.27.

3.3.32 Soluciio Estoque de Higromicina B (Sigma)

Um total de 125 mg de higromicina B foi pesado e transferido para um frasco previamente
esterilizado, ao qual adicionou-se 4gua destilada esterilizada até completar o volume de 5
ml. A solugio foi dividida em lotes de 1 ml e mantida a -20°C.

3.4 Esterilizacdo e temperatura de incubacido

Excetuando-se o8 casos especificados de maneira diferente, todos os meios de cultura e
solugdes foram autoclavados a 1 atm por um periodo de 15 minutos.

Quanto as temperaturas de incubag3o, utilizou-se 25°C para as culturas de A. chrysogenum
e 37°C para A. faecalis e E. coli.

3.5 Curvas de resisténcia a luz ultravioleta

A partir de culturas incubadas 7 dias em tubos de MC inclinado, foram preparadas
suspensdes celulares adicionando-se 6 ml de solugo salina (item 3.3.1) em cada tubo e
raspando-se o micélio com a ponta da pipeta até que ele se desprendesse totalmente da
superficie do meio de cultura. Visando a obtengio de suspensdes com maior nimero de
unidades formadoras de coldnias (UFC), estas foram imediatamente transferidas para tubos
contendo pérolas de vidro e agitadas em Vortex por cerca de 1 minuto.

As suspensdes celulares obtidas com este procedimento, que continham entre 5,0 x 107 ¢ 1,0
x 108 UFC/ml, foram diluidas 1 vez em solugfio salina (item 3.3.1) na proporgo de 1:10 e
depois transferidas para placas de petri vazias esterilizadas, onde foram irradiadas por 30,
60, 90, 120 e 150 segundos com ldmpada emitindo luz ultravioleta (UV) de ondas curtas
(254 nm), colocada a uma altura de 22 cm. Volumes de 0,5 ml das suspensdes irradiadas
nos diferentes tempos, bem como das suspensdes ndo irradiadas, foram coletadas,
convenientemente diluidas em solug3o salina e semeadas em placas contendo MC. Apos 7
dias de incubagdo, as colonias foram contadas e a porcentagem de sobrevivéncia foi
calculada para cada um dos tratamentos, tomando-se como 100% o nimero de col8nias
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crescidas a partir das suspensdes nio irradiadas. Foram feitos 3 experimentos com 3
repeticdes para cada um dos tempos ensaiados.

3.6 Crescimento da linhagem C-10 em varios meios de cultura

Toda vidraria utilizada neste caso foi lavada 2 vezes com detergente, 10 vezes em agua de
torneira e mais 10 vezes em 4gua destilada, e seca em estufa cobertas com papel aluminio.

3.6.1 Em meio solido

3.6.1.1 Em diluicie para contagem

As suspensdes celulares foram preparadas e diluidas de acordo com o item 3.5. Aliquotas de
0,1 ml da diluig#o final foram transferidas para placas de petri contendo os seguintes meios:
MC, MM, MMS-, MMS" preparado com 4gua Milli-Q (MMS"MQ), MMS" contendo 10
mg/1 de D,L-metionina (MMS-M), MMS"MQ onde os 2% de sacarose foram susbstituidos
por 2% de lactose (MMS-MQ L), MMS-MQ onde os 2% de sacarose foram substituidos por
2% de glicose (MMS MQ G) e MMS"MQ onde utilizou-se 1% de sacarose e 1% de glicose
MMS-MQ SG).

As leituras foram realizadas apds 17 dias de incubagdo, contando-se o nimero de colénias e
calculando-se a porcentagem relativa de crescimento, tomando-se os resultados obtidos em
MC como 100%. Foram feitas 3 repeti¢des por tratamento.

3.6.1.2 Em inéculo por ponto

Esta técnica foi aplicada mergulhando-se um fio de platina numa suspensdo celular,
preparada como no item 3.5, e introduzindo-o nos mesmos meios empregados no item
36.1.1.

As leituras foram feitas com 10 ¢ 21 dias de incubag¥o, medindo-se 08 didmetros das
coldnias e calculando-se a porcentagem relativa de crescimento, tomando-se como 100% os
resultados obtidos em MC. Foram feitas 4 repeti¢3es por tratamento.
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3.6.2 Em meio liquido

Volumes de 5 ml dos meios MC, MM, MMS- e MMS- MQ, distribuidos em tubos de ensaio
de 20 ml, foram inoculados com suspensdes celulares obtidas de acordo com o descrito no
item 3.5, de tal forma a se obter uma concentragio final de 106 UFC/ml.

Apds 6 dias de incubagfio sem agitagHo, a leitura foi feita comparando-se os resultados
obtidos nos varios meios com os obtidos para MC. O teste foi feito em duplicata.

3.6.3 Em meio liquido com agitacao

Uma suspens?o de células foi preparada conforme indicado no item 3.5 e centrifugada a
3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado trés
vezes com solugfo salina. A seguir, a suspenso foi conveientemente diluida e utilizada para
inocular erlenmeyers de 250 ml contendo 25 ml de MM e MMS" na proporgiio de 106
UFC/ml. Ap6s 6 dias de incubagio a 25°C e 250 rpm, os contetidos dos frascos foram
filtrados em filtro Millipore de 0,45 pm.

Antes de serem utilizados, os filtros foram pesados secos, depois umidecidos e pesados
novamente tomando-se o cuidado de retirar o excesso de dgua. Os pesos secos e imidos
foram calculados pela diferenga entre os pesos secos e imidos dos filtros sem micélio e os
pesos secos e iimidos dos filtros contendo micélio, respectivamente. A secagem foi feita a
40°C por 72 horas.

Este teste foi conduzido em duplicata. Volumes de 1 m! do outro frasco contendo MMS-
foram utilizados para inocular os 4 frascos da etapa seguinte. Foram feitos 3 etapas.

3.7 Metodologia utilizada nos testes de producie de cefalosporina C

3.7.1 Acumulo de cefalosporina C em funcio do tempo

3.7.1.1 Pré-fermentaciio

Volumes de 2,5 ml de suspensdes celulares, preparadas conforme o descrito no item 3.5,
foram transferidas para frascos erlenmeyer sem aletas de 500 m! contendo 50 ml de meio de
pré-fermentagfio (item 3.2.4). A seguir, eles foram incubados por 54 horas a 25°C e 250
pm
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3.7.1.2 Fermentacdo

Aliquotas de 1,6 ml do caldo pré-fermentado foram utilizadas para inocular frascos
erlenmeyer sem aletas de 500 ml contendo 40 ml de meio de fermentag¥o (item 3.2.5). A
fermentag3o foi conduzida a 25°C e 250 rpm. Diariamente, do 12 ao 72 dia, 3 frascos eram
retirados e seus conteudos centrifigados 15 minutos a 3.000 rpm. Os volumes dos
precipitados foram medidos e transformados em porcentagem dividindo-se seus valores
pelos volumes dos tubos. Os dados assim obtidos foram utilizados como medida de
crescimento. Os sobrenadantes tiveram seus valores de pH medidos, sendo depois separados
e usados para as demais analises, descritas nos itens seguintes.

3.7.2 Dosagem da cefalosporina C

3.7.2.1 Método microbiolégice
* Curva padrdo

Foram preparadas solug8es contendo cefalosporina C (Sigma) com concentragBes variando
na faixa de 0,2 a 2,6 g/l. Aliquotas de 5 ul das mesmas foram transferidas para discos de
papel de filtro Whattman 44 com aproximadamente 6 mm de didmetro, os quais foram
mantidos 4 temperatura ambiente até que estivessem secos. Ent#o, eles foram transportados
para placas de petri contendo meio TSA 50% (item 3.2.10) em cuja superficie tinha sido
espalhada uma suspensfio contendo o microrganismo sensivel 4 cefalosporina C (4. faecalis
ATCC 8750). O espalhamento foi obtido utilizando-se o método do "swab", feito a partir de
culturas bacterianas crescidas em meio TSB (item 3.2.8) por um periodo de 4 horas (fase

exponencial).

Apds um perfodo de incubagdo de 18 horas, a leitura foi realizada medindo-se os didmetros
dos halos de inibig#o. Com estes dados, foi possivel obter a equaglio da reta de regresséo.

Foram feitas 3 curvas, sendo que cada uma delas com 4 repeti¢des por tratamento.
* Amostras

Os sobrenadantes dos caldos fermentados, obtidos conforme o descrito no item 3.7.1.2,
foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm. A quantidade de cefalosporina C presente
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nestas amostras foi ensaiada conforme o descrito no item anterior. O teste foi feito em
duplicata.

A cada teste de dosagem realizado, também foram ensaiadas trés concentragSes conhecidas
de cefalosporina C.

3.7.2.2 Dosagem por HPLC

* Padrio

Em soluglo 0,03% (p/v) de fosfato monobasico de potassio, foi acrescentado 0,01% (p/v) de
cefalosporina C (Sigma). Aliquotas de 10 pl desta soluglo foram injetadas nos sistemas
Varian 9010 e 9050 com integrador 4290. Utilizou-se coluna de fase reversa Lichrospher
(Merck) RP-18 (5 pm; 100 x 4,6 mm).

O tempo de retencio da cefalosporina C ¢ 7,30 minutos e sua detecgo ¢ feita a 254 nm com
sensibilidade de 0,020 aufs, com integragdo PW: 6, cs: 0,25 e AT:4.

A quantificagfio ¢ feita dividindo-se o valor da 4rea integralizada pela concentragio (em %).

O padro foi injetado em duplicata e considerado como tendo 82% de cefalosporina C na
forma 4Acida.

* Amostras

As amostras foram ensaiadas e quantificadas nas mesmas condig3es descritas para o padro.
Para se obfer a concentragio absoluta do produto nas amostras, os dados foram comparados
com os valores obtidos no padrio.

Foram feitas duas repetigdes por amostra.
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3.7.3 Determinacfio de acicares redutores pelo métedo do
acido dinitrossalicilico (DNS), (MILLES, 1959)

3.7.3.1 Determinacio de acucares redutores

* Curva padréo

O método DNS apresenta sensibilidade 6tima na faixa de 0,1 a 1,0 g/l. Assim sendo, a curva
padrio foi elaborada utilizando-se solugdes de glicose cujas concentragSes variaram dentro
desta mesma faixa, com intervalos de 0,1 g/1. A 1 ml de cada uma das solugSes, foi
acrescentado 1 ml de solugo reagente de DNS (item 3.3.5). A mistura foi mantida 5
minutos em banho-maria em ebuligfo e depois transferida para banho de gelo. A seguir,
foram adicionados 16 ml da solugo estabilizante de cor (item 3.3.6) e a leitura da densidade
ptica foi feita a 540 nm. Foram feitas 3 repetigSes por tratamento.

Com os dados obtidos foi feita a regressdo linear, encontrando-se assim a equago da reta.

E necessario que se faga uma curva padrio toda vez que for preparada uma nova solugo de
DNS.

* Amostras

A determinagio da quantidade de agticares redutores nas amostras foi realizada medindo-se
a densidade dptica a 540 nm, e introduzindo os valores obtidos na equagdo de regressdo
(item anterior).

As analises foram feitas em duplicata e, quando necessario, as amostras foram diluidas para
que as concentragBes de agiicares redutores se situasse na faixa de 0,1 2 1,0 g/l.

3.7.3.2 Determinacido de acicares redutores totais

* Curva de calibragdo

O primeiro passo para fazer a curva de calibragfio consiste em preparar uma solugfo de
sacarose com 3 g/1 e hidroliza-la acrescentando 4 mesma HCI 2 N na proporgdo de 2 ml para
2 ml. A seguir, a mistura é colocada em banho-maria em ebuligZo por 5 minutos, transferida
para banho de gelo e neutralizada com 2 ml de NaOH 2 N. Com este procedimento, a
solugdo final é diluida 3 vezes.
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Na etapa seguinte, a soluglio final foi utilizada para elaborar uma curva de calibraglio. O
procedimento adotado fo1 idéntico ao descrito no item 3.7.3.1.

Também neste caso, & necessario fazer uma curva de calibragfio toda vez que se prepara uma
nova solug#o de DNS.

* Amostras

A determinacBo foi feita medindo-se a densidade 6ptica em 540 nm e introduzindo os
valores obtidos na equagdo de regress#o (ifem 3.7.3.1).

As anilises foram feitas em duplicata e, quando necessario, as amostras foram diluidas para

que as concentragBes de agucares redutores totais se situasse na faixa de 0,1 a 1,0 g/1,
levando-se em consideracdo a dilui¢do de 1:3 proporcionada na etapa de hidrolise.

3.8 Curva do Halo de Inibicio em Funcio do Tempo de Incubacao

Suspensdes celulares foram preparadas de acordo com o item 3.5 e, com auxilio de uma alga
de platina, transferidas para placas de petri de 10 cm de didmetro contendo 20 ml de meio
sélido de produgio (Item 3.2.6) através de in6culo por ponto. Foram preparadas 12 placas,
cada uma delas contendo 2 in6culos.

A seghir, as placas foram incubadas e a cada 48 horas 2 eram retiradas e sobre elas vertidos
10 ml de meio contendo a bacténa teste Alcaligenes faecalis (Item 3.1). Apés permanecerem
18 horas a 37°C, as coldnias tiveram seus halos de inibigo medidos.

O meio utilizado como teste foi obtido adicionando-se 1 ml de uma cultura de 4. faecalis
crescida por 4 horas a 37°C em TSB (Item 3.2.8) a 9 m! de meio TSA 50% (Item 3.2.10)
mantido a 45°C em banho-maria.

3.9 Isolamento ao Acaso de Colonias com Maior Producdo de
Cefalosporina C em Meio Sélido

Seguindo metodologia descrita no item 3.5 suspensdes celulares foram preparadas,
irradiadas e diluidas até atingirem entre 50 e 100 UFC/ml. Aliquotas de 0,1 ml foram
transferidas para placas de petri de 10 cm de diimetro contendo 20 ml de meio s6lido de
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produgtio (ltem 3.2.6) e espalthadas com auxilio da alga de Digralsky. Apoés 5 dias de
incubagfio a 25°C, as placas foram replicadas utilizando-se canimbo de veludo e invertidas.
As tampas das mesmas foi acrescentado 1,5 ml de cloroformio e, decorridos 30 minutos, elas
foram abertas e mantidas assim por mais 15 minutos para que o cloroférmio evaporasse. Na
seqiéncia, 10 ml do meio contendo A. facaelis foram vertidos sobre as placas, conforme
descrifo no item anterior. Ap6s incuba¢¥o, os halos de inibic§o foram medidos e a
quantidade de cefalosporina C produzida, calculada através da comparago com uma curva
padrio (Ttem 3.7.2.1).

As coldnias cuja produgdio apresentou-se mais promissora foram isoladas voltando-se as
placas replicadas, mantidas em estoque a 4°C e posteriormente testadas em "shaker”.

Foram considerados promissores ("+") os isolados cuja produgfio excedeu o valor da média
da populagio acrescido de 1,96 multiplicado pelo desvio padrfio, conforme SIMPSON e
CATEN (1979).

3.10 Isolamento e Teste das Colonias_de Crescimento Vegetativo
Reduzido ‘

. Suspensdes celulares foram preparadas conforme o item 3.5, irradiadas por 120 s e diluidas
de modo a se obter de 1000 a 3000 UFC/ml. Aliquotas de 0,1 ml foram espalhadas em
placas de petri contendo MM (Item 3.2.1) e, depois de 10 dias de incubag#o, as colfnias de
crescimento compacto foram contadas, objetivando calcular sua freqiéncia, cultivadas em
tubo inclinado contendo MC (Item 3.2.3) e estocadas a 4°C.

Os mutantes foram testados exatamente como o descrito no item 3.9, exceto que as coldnias
foram inoculadas por ponto. Foram ensaiadas 10 col8nias por placa. Também neste caso, os
mutantes com halos de inibig#o maiores ("+") foram estocados para testes posteriores.

3.11 Teste dos Isolados "+"

Os isolados ao acaso classificados como "+" (Item 3.9) e os mutantes com crescimento
reduzido foram testados sob agitacio (ltem 3.7.1.2). Apos 6 dias de fermentagio foi feita a
retirada das amostras para analise
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O ensaio foi realizado com apenas uma repetigo por isolado. Em cada lote a ser fermentado,
cerca de 20% dos frascos era constituido por repeticBes da linhagem C-10, de tal forma que
apos testar todos os 152 mutantes, haviam sido feitas 42 repetices da C-10.

3.12 Teste dos Mutantes de Crescimento Reduzide "+" e dos Trés
Melhores Produtores entre os Isolados ao Acaso "+

Os mutantes morfologicos "+" (M-5, M-76 e M-90) foram classificados conforme o item 3.9.
Da mesma forma, os melhores produtores entre os isolados ao acaso "+" (A-79, A-818 e A-
1191) também foram identificados.

Os 6 isolados tiveram sua produgdo de cefalosporina C estimadas em "shaker" e comparada
com a linhagem C-10, seguindo metodologia descrita no item 3.7.1.2. Foram feitas 6
repeticBes por tratamento e as analises foram feitas no 62 dia.

3.13 Curvas de resisténcia ao selenato

3.13.1 Em MMS- contendeo D.l -metionina

Suspensdes celulares preparadas de acordo com o descrito no item 3.5, foram diluidas em
solugfio salina (item 3.3.1) até que concentragSes da ordem de 103 UFC/ml fossem obtidas.
Aliquotas de 0,1 m! da dilvig#o fina! foram entfo transferidas para placas de petri vazias
esterilizadas, sobre as quais adicionou-se MMS- a uma temperatura de 45°C e contendo 10
mg/1 de D,L-metionina e selenato de sodio nas seguintes concentragBes: 0,4, 0,8, 1,6, 3,2,
6,4,12,8, 25,6, 51,2 e 102,4 mM. Apds 10 dias de incubagiio, as colonias foram contadas e
a porcentagem de sobrevivéncia foi calculada para cada um dos tratamentos, tomando-se
como 100% o numero de colOnias crescidas nas placas contendo o meio de cultura sem
selenato de s6dio. Foram feitos dois experimentos com 3 repetigSes por tratamento.

Nas mesmas condi¢des, foi preparada uma placa com cerca de 106 UFC para cada um dos
tratamentos. Ap6s 10 dias de incubagio, o crescimento nas placas contendo selenato foi
quantificado comparando-se com o controle sem a droga. Nas placas onde cresceram
coldnias isoladas e vigorosas, elas foram contadas e suas freqiéncias calculadas.



3.13.2 Em MMS- sem D.L-metionina

Foi conduzido de maneira idéntica é descrita no item 3.13.1, excetuando-se o fato de que
peste caso utilizou-se 0,05, 0,1, 0,15,0,2, 0,3, 0,4 ¢ 0,8 mM de selenato de sédio.

3.14 Curva de resisténcia ao cromato de sédio

3.14.1 Em MMS- contendo 10 mg/l de D,L-metionina

Suspensdes celulares foram preparadas, diluidas e plaqueadas de acordo com o item 3.13.1.
As concentragdes de cromato de sédio ensaiadas foram 0,0025, 0,005, 0,010, 0,020, 0,040 e
0,080 mM.

As porcentagens de sobrevivéncia bem como o crescimento nas placas contendo 106 UFC,
também foram quantificadas de acordo com o item 3.13.1. O teste foi feito em duplicata.

3.15 Isolamento de mutantes espontineos resistentes ao selenato

Suspensdes celulares foram preparadas como no item 3.5 e aliquotas desta suspensio
contendo cerca de 106 UFC foram transferidas para placas de petri vazias, sobre as quais
adicionou-se MMS- a 45°C contendo 10 mg/l de D,L-metionina e selenato nas
concentragdes de 2,5 mM e 6.4 mM. Foram preparadas 7 placas com 2,5 mM e 6 placas
com 6,4 mM.

Apds 7 a 10 dias de incubago, as col8nias que apresentaram crescimento vigoroso foram
contadas, isoladas e as freqiéncias calculadas.

Alguns dos provaveis mutantes foram isolados através de estria por esgotamento em MMS-
contendo 6,4 mM de selenato e mantidos a 4°C no mesmo meio.
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3.16 Teste de confirmacfio de resisténcia ao selenato

Utilizando-se o método de estrias, todos os mutantes resistentes ao selenato foram
transferidos para placas de petri contendo MMS-, 10 mg/l de D,L-metionina e 3,2 mM de
selenato. Como controle foi utilizada a linhagem C-10 sensivel, inoculada no mesmo meio
de cultura com e sem a droga.

Apds 7 a 10 dias de incubagfio, as placas foram observadas com relaglio 4 presenga ou
auséncia de crescimento.

3.17 Caracterizacio dos mutantes resistentes ao selenato

Suspens@es celulares das linhagens foram preparadas de acordo com o descnito no item 3.3.

Com o auxilio de uma agutha de platina que foi mergulhada nas solugBes a cada
transferéncia efetuada, os indculos foram feitos, por ponto, em placas com MMS- (item
3.2.2) contendo 2 mg/1 de D,L-metionina e selenato nas seguintes concentragdes: 0,05, 0,1,
0,2,0,4,0,8¢e 1,6 mM

A leitura foi feita no 109 e no 170 dia de incubago, medindo-se o didmetro das coldnias. A
linhagem C-10 foi ensaiada nas mesmas condig es descritas para os mutantes. O teste foi
feito em duplicata.

3.18 Caracterizacio dos mutantes resistentes ao selenate quanto a
serem cromato sensiveis ou cromato resistentes

Este teste foi conduzido de maneira idéntica 4 descrita no item anterior.

O meio de cultura utilizado neste caso foi 0 MMS- (item 3.2.2) contendo 10 mg/l de D,L-
metionina e cromato nas seguintes concentrages: 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08 e 0,16 mM.
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3.19 Curvas de resisténcia ao benomil

Suspensdes celulares foram preparadas, diluidas e semeadas de acordo com o descrto no
item 3.13.1. O meio de cultura nestes experimentos foi MC e as concentragoes de benomil
ensaiadas foram 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 e 1,25 pm/ml.

As porcentagens de sobrevivéncia bem como o crescimento em placas contendo 106 UFC,
foram quantificados da mesma maneira descrita no item 3.13.1. Foram feitos 4 experimentos
com 3 repeti¢Bes por tratamento.

3.20 Isolamento de mutantes resistentes ao benomil

3.20.1 Espontianeos

Aliquotas contendo 106 UFC foram retiradas de suspensdes celulares preparadas como no
item 3.5 e transferidas para placas de petri vazias sobre as quais adicionou-se MC a 45°C
contendo benomil nas concentragdes de 1,125, 1,25 ¢ 1,375 pg/ml. Foram ensaiadas 7
placas por tratamento.

Apés 7 dias de incubagfo, as coldnias que apresentaram crescimento vigoroso foram
contadas, isoladas e as freqiiéncias calculadas.

Alguns dos provaveis mutantes foram isolados através de estria por esgotamento em MC
contendo 1,25 pg/ml de benomil e mantidos a 4°C no mesmo meio.

3.20.2 Induzidos

Este experimento foi conduzido extamente como descrito no item 3.20.1, excetuando-se o

fato das suspensdes celulares terem sido expostas por 110 s 4 luz UV colocada a 22 cm de
altura.
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3.21 Caracterizacdo dos provivels resisientes a0 benomil

As suspensdes bem como os indculos foram feitos de acordo com o descrito no item 3.17.

Utilizou-se o meio MC (item 3.2.3) contendo benomil nas seguintes concentrag@es: 0,5, 1,0,
1,25,1,5,2,0,3,0,4,0,50e 6,0 ug/ml.

A leitura foi feita no 90 e 160 dia de incubagdo, medindo-se os didmetros das coldnias e
considerando-se com 100% os valores obtidos no meio onde nio foi adicionado benomil.

A linhagem C-10 foi ensaiada nas mesmas condig3es descritas para os proviveis mutantes.
O teste foi feito em duplicata.

3.22 Resisténcia comparativa ao benomil em MC contendo 10.3%
de sacarose

Suspensdes celulares da linhagem C-10 e do mutante induzido BenR, foram preparadas
conforme descrito no item 3.5 e diluidas de tal forma a se obter suspensdes finais com 108
UFC/ml, das quais aliquotas de 1,0 ml foram transferidas para placas petri vazias. Sobre
estas placas, adicionou-se MC com 10,3% de sacarose a uma temperatura de 450C e
contendo as seguintes concentragdes de benomil: 0,5, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
6,0, 7,0 e 8,0. A leitura foi feita apés 7 dias de incubagfo.

Neste teste comparativo também foram incluidos protoplastos da linhagem C-10, obtidos
conforme descrigdo contida no item 3.26. Eles receberam tratamento idéntico ao das
linhagens C-10 e BenR,.

3.23 Curva de Resisténcia 3 Higromicina B de Micélio e Protoplastos
da Linhagem C-10

Aliquotas de uma solug3o de 25 mg/ml de higromicina B (Item 3.3.32) foram adicionadas a
frascos erlenmeyer mantidos a 45°C e contendo 100 mi de MC mais 10,3% de sacarose, de
forma a se obter as seguintes concentragdes: 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 pg/ml. Como controle
foi utilizado apenas MC + 10,3% de sacarose.
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A seguit, o conteido de cada um dos erlenmeyers foi vertido em 4 placas de petri contendo
aliquotas de uma suspens3o celular preparada de acordo com o item 3.5. Cada placa recebeu
cerca de 107 UFC.

O mesmo procedimento foi seguido para testar os niveis de resisténcia dos protoplastos, cuja
obteng¥o seguiu protocolo apresentado no item 3.26.

A leitura das placas foi feita apés 5 dias de incubag#o.

3.24 Isolamento dos Mutantes Resistentes 3 Higromicina B

3.24.1 Espontaneos

Aliquotas da solugdo estoque de higromicina B (Item 3.3.32) foram adicionadas a frascos
erlenmeyer mantidos a 45°C e contendo 100 mi de MC, de maneira a se obter a concentragio
final de 28 pg/ml. Como controle foi utilizado apenas MC.

O contetido dos erlenmeyrs foi vertido em placas de petri contendo cerca de 106 UFC. Apés

7 dias de incubagfo, as colOnias que apresentaram crescimento vigoroso foram contadas,
isoladas e suas freqiiéncias calculadas.

3.24.2 Induzidos

Este teste foi conduzido exatamente como no item anterior, excetuando-se o fato das UFC
serem sobreviventes de uma irradiag3o de 120 s com luz ultravioleta.

3.25 Caracterizacio dos Mutantes Resistentes 4 Higromicina B

Suspensdes celulares das linhagens foram preparadas de acordo com o ifem 3.5 e inoculadas
por ponto em MC contendo as seguintes concentragdes de higromicina B: 12, 24, 36, 48, 72,

96, 120 e 144 pg/ml. Foram feitas duas repeticdes por tratamento e as placas controle
continham apenas MC.
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A leitura foi efetuada apds 12 dias de incubaglo medindo-se o didmeiro das coldnias e
transformando-os em porcentagem, considerando como 100% os resultados obtidos em MC.

A linhagem C-10 foi ensaiada nas mesmas condigSes.

3.26 Obtencio de protoplastos

Frascos erlenmeyer aletados de 500 ml contendo 100 ml de MPM (item 3.2.7) foram
inoculados com 106 UFC/ml e incubados por 24 horas a 28°C e 200 tpm. A seguir, o
conteudo foi filtrado em filtro Millipore de 0,45 pm e o micélio retido foi lavado 2 a 3 vezes
com solugdo salina, sendo depois transferido para erlenmeyer sem aletas de 125 ml
esterilizado e tarado.

A este erlenmeyer, foi adicionado ditiotreitol 0,01 M (item 3.3.8) de tal forma a se obier uma
suspensdo final de 50 mg de micélio/ml. Apés incubagio de 90 minutos a 28°C e 150 rpm, o
conteudo foi filtrado em filtro Millipore de 0,45 um, e o micélio foi lavado 2 a 3 vezes com
tampio TPC (item 3.3.7) e transferido para erlenmeyer sem aletas de 125 ml.

A ressuspens8o foi feita em TPC contendo 2 mg/ml de Novozym 234 (item 3.3.9) ou seu
similar comercializado pela Sigma, Lyzing Enzymes (item 3.3.10), reduzindo-se para 25
mg/ml a quantidade de micélio contida na suspensdo. Depois de permanecer 150 minutos a
25°C e 150 rpm, a mistura foi filirada em Nylon Cloth de 100 pm e centrifugada por 3
minutos a 400 g. O sobrenadante foi desprezado e o pellet, lavado 3 vezes em TPC. A
ressuspensdo final foi feita em NaCl 0,8 M (item 3.3.11).

O nimero de protoplastos foi estimado em lAmina hematimétrica e, apos terem sido diluidos
na base 10 até 106, foram semeados em TSA e/ou MC, ambos contendo 10.3% de sacarose
(itens 3.2.11 e 3.2.12), a partir das menores diluigBes. Para se verificar a presenca de
fragmentos de hifas e esporos viaveis as dilui¢des de ordem maior foram semeadas em TSA
e/ou MC (itens 3.2.9 ¢ 3.2.3).

A técnica utilizada para a semeadura foi "pour plate” e a contagem das col6nias crescidas foi
feita apds 5 a 6 dias de incubago. O calculo do nimero de protoplastos viaveis foi feito
subtraindo-se do mimero de coldnias crescidas nos meios contendo 10,3% de sacarose, as
coldnias crescidas nos meios sem sacarose, e dividindo-se o resultado pelo mimero de
protoplastos estimado em lamina hematimétrica.

Foram efetuadas 2 repeti¢des para cada dilui¢Ao em cada tratamento.

70



3.27 Maxipreparacdo do plasmidio pBT 6

3.277.1 Obtencio do caldo

Frascos erlenmeyer de 500 ml contendo 125 ml do meio LB com 100 pg/ml de ampicilina
(item 3.2.14) foram inoculados utilizando-se 2 ml de uma cultura recente da E. coli TG2
contendo o plasmidio pBT 6. Apds incubagdo a 37°C e 300 rpm por um periodo de 16 horas,
500 ml da cultura foram centrifugados a 5.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as céhulas lavadas com 25 ml da solugio L (item 3.2.23) e divididas em trés
tubos de 40 ml.

3.27.2 Extracido (Método 1)

As células obtidas de acordo com o descrito no item anterior, foram adicionados 2,1 ml/tubo
de solugdo I (item 3.3.18). Apds vigorosa agitagdo por alguns segundos (Vortex), adicionou-
se 2,1 ml/tubo da solug3o I contendo 1 mg/ml de lisozima. Incubou-se no gelo por 25
minutos, agitando-se levemente de vez em quando.

Na seqiéncia, acrescentou-se 8,5 ml/tubo da solucio II (item 3.3.19), agitando-se varias
vezes por invers3o suave do tubo, e adicionou-se 6,4 ml da solugfo I (item 3.3.20),
agitando-se da mesma maneira. Apds centrifugago a 12.000 g por 10 minutos a 4°C, parte
do precipitado ndo sedimentou e foi eliminado por filirag3o em Nylon Cloth 100 pm. Ao
sobrenadante foi adicionado igual volume de isopropanol. A mistura foi mantida 5 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento mantido em dessecador por pelo menos 1 hora.

Depois, o sedimento foi ressuspendido em 2 ml de tamp3o TE (item 3.3.21) e tratado por 30
minutos a 37°C com 30 pl de solugio de RNAse (item 3.3.30). A solugdo resultante foi
adicionado 100 mM de NaCl e 1,5% de SDS, apds o que, agitou-se vigorosamente por
alguns segundos em Voértex.

A seguir, foram feitas trés extrag8es em clorofane (item 3.3.28), onde a interfase foi
desprezada apds a segunda etapa, e uma extragio em clorofil (item 3.3.29).

O NaCl foi ajustado para 300 mM e 2,5 volumes de etanol 100% foram adicionados. Ap6s
30 minutos de precipitagdo a 0°C, o sedimento foi coletado através de centnfugacdo a
12.000 g por 10 minutos a 4°C e lavado duas vezes com etanol 70% a -20°C, centrifugando-
oa 12.000 g por 2 minutos mas sem ressuspendé-lo. Depois de ter permanecido pelo menos
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uma hora no dessecador, o sedimento foi ressuspendido em 4 ml de tampfio R (item 3.3.22) e
estocado a -20°C.

3.27.3 Extracido (Método 2)

O procedimento foi idéntico ao do item 3.27.2, exceto que neste caso nfio houve tratamento
com RNAse e nem as efapas de extragdo em clorofane e clorofil, ou seja, ap6s a precipitagdo
com isopropanol, o material foi ressuspendido em 4 ml de TE e a seguir purificado em
gradiente de cloreto de césio.

3.27.4 Purificaciio em gradiente de cloreto de césio

Foi adicionado 1 g de cloreto de césio e 80 pl de uma solugdo 10 mg/ml de brometo de etidio
para cada mililitro da solug#io final obtida na etapa de extragdo. A mistura foi centrifugada a
1.900 g por 10 minutos e o sobrenadante transferido para tubos apropriados e centrifugado a
60.000 rpm (rotor VTi 80) por 20 horas a 20°C.

A banda inferior foi coletada com seringa adaptada & agulha de grosso cahbre (40,0 x 1,2
mm) ¢ o brometo de etidio removido adicionando-se 1 volume de butanol a 50%,
centrifugando-se a mistura a 12.000 g e desprezando-se a fase superior. Este processo foi
repetido até que ambas as fases estivessem limpidas.

O cloreto de césio foi retirado dialisando-se a amostra contra 4 litros de 4gua Milli-Q por 18
horas a 4°C. Este procedimento foi repetido por outras 24 horas e a pureza do material
determinada dividindo-se o valor obtido com a absorbdncia a 260 nm pelo valor a 280 nm. A
quantidade de DNA foi estimada multiplicando-se o valor da leitura a 260 nm por 50 e pelo
fator de diluig#o.

Um método alternativo ao descrito no paragrafo anterior foi também utilizado. Apds a
remogdo do brometo de etidio, o volume resultante foi medido, e a ele acrescentou-se 3
volumes de TE. A seguir, foi adicionado 1/10 do volume total de acetato de soédio 3 M e 2
volumes de etanol absoluto a -20°C, tendo a mistura ficado "overnight” a -20°C. Na
seqiiéncia, o material foi centrifugado durante 15 minutos a 12000 g e 4°C. O "pellet” foi
ressuspendido em etanol 70% e centrifugado como descrito. A ltima etapa foi repetida por
mais duas vezes e a ressuspensfo final foi feita em 200 pl de TE.



3.28 Transformacie da Linhagem C-10

3.28.1 Método 1

Protoplastos preparados e contados como indicado no item 3.26 foram lavados e
ressuspendidos em tampdo NCM (ltem 3.3.26) de tal forma a se obter 109 protoplastos/ml.
Aliquotas de 100 pl deste material foram transferidas para tubos Eppendorf, ds quais
ACFesEEHOU-80 10 11 de uma soluglio comendo entre 10 e 20 pg de DNA e 10 pl de tamplo
CCM (Item 3.3.27). Nos experimentos, utilizou-se tanto PEG tanto na concentragdo final de
18 quanto 50%. Controles sem DNA foram feitos em paralelo.

Apbs serem mantidos 20 minutos em banho de gelo, 500 ul de tampdo CCM foram
adicionados a cada um dos tubos, que permaneceram mais 20 minutos 4 temperatura
ambiente. Depois disso, 600 pl de tamp3o NCM foram acrescentados aos tudos e aliquotas
de 50 ou 100 pl desta suspensfo final foram transferidas para placas de petri vazias, sobre as
quais se colocou MC + 10,3% ou 20,6% de sacarose contendo benomil nas seguintes
concentragdes: 1,25, 1,50 e 1,75 pg/ml, quando o plasmidio utilizado era o pBT 6, e 24
pg/ml de higromicina B no caso do pAN7-1. Outra condigdo ensaiada foi adicionar as
drogas 24 horas depois do plaqueamento ter sido feito em MC contendo sacarose. Para tanto,
foi acrescentado o mesmo volume de meio contendo o dobro da concentragio das
substincias inibidoras.

A viabilidade dos protoplastos foi testada antes e depois do tratamenio com o PEG,
conforme descri¢do contida no item 3.26.

3.28.2 Método II (ISOGAI et al., 1991b)

Este teste foi conduzido de acordo com o descrito no item anterior excetuando-se as
condiges de transformago. Neste caso, aliquotas de 400 pl de uma suspensio contendo
cerca de 10® protoplastos/ml foram transferidas para frascos aos quais se acrescentou 20 pg
de DNA plasmidial e, apés 30 minutos em banho de gelo, mais 4 ml de uma solugio de
PEG 4000 a 40% (Ttem 3.3.31). O material foi deixado por 15 minutos & temperatura
ambiente, centrifugado durante 3 minutos a 400 g e ressuspendido em 1,2 ml de NaCl 0,8
M.



3.29 Analise Estatistica

3.29.1 Mann-Withney (ROSCOE, 1975)

Este teste nfo paramétrico foi utilizado para comparar a produgo de cefalosporina C entre a
linhagem C-10 e os mutantes resistentes ao selenato.

Os valores obtidos tanto para a populago A quanto para a B s¥o colocados em ordem
crescente numa vmnica coluna e ao menor deles atribui-se o valor 1. Os valores seguintes
recebem os valores 2, 3, 4, etc... Toda vez que um determinado valor tiver ocoméncia
repetida, eles s#o dispostos numa mesma linha da coluna.

A seguir, s#o calculadas as freqoéncias das populagdes A e B para cada linha da coluna, as
freqiéncias totais de A e B (f), bem como as freqdéncias acumuladas (fac).

Com os dados acima, calcula-se o valor de R (R = fac + 0,5 - {/2) para cada linha da coluna,
atribuindo-se o valor obtido para A ou B, dependendo de qual populagio ele provem. Dessa
forma, s#o obtidos o8 Ry ¢ Rp. Nas linhas onde ocorrem repetigBes, os valores sdo
proporcionalmente divididos entre R4 e Rp.

Depois, s#o calculados Uy e U, da seguinte forma:

Dy XD
UA=nAan+—2"__'2RB
Ny Xng
UB=DAXDB+‘_—_‘_‘-ERA
2

Onde:

ny = numero de individuos (ou amostras) da populagdo A
ng = numero de individuos (ou amostras) da populagio B
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Quando n > 20, os valores de U destribuem-se normalmente com média X e varifincia Y,
que s3o calculadas da seguinfe maneira:

np XDp np XN N3-N

2 N2-N 12

Onde:

N = miimero total de individuos (ou amostras: n, + np)
T = é calculado da seguinte maneira:
E3-E
T= P sendo E ¢ o ntmero de empates para uma determinada linha

Na sequéncia, calcula-se o valor Z = (n, - X)/Y e consulta-se a tabela para os valores de
significincia.

3.29.2 Kolmogorov-Smirnov (SIEGEL, 1975)

Este teste nfio paramétrico foi utilizado para comparar os valores obtidos para a produgio de
cefalosporina C da linhagem C-10 com aqueles observados para os isolados no método de
selegdo a0 acaso e os mutantes morfolégicos com crescimento reduzido.

Neste teste, as duas populagdes a serem comparadas podem ter tamanhos diferentes, desde
que tanto n; quanio n, sejam maiores que 40. A diferenca méxima entre as freqdéncias
cumulativas das amostras (D) ¢é calculada empregando-se a seguinte formula: D = maxima
1Smy(X) - 80X

Se o valor obtido para D for maior ou igual ao calculado na tabela de significincia, as
amostras devem ser consideradas diferentes.

Os valores de significincia para os niveis de 5 e 1% sdo calculados, respectivamente, pelas
expressoes (1) e (2).

(1) 1,36 (ny + ny/n; ,02)"2 (2) 1,63 (0, +nyn; ,ny)"
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3.29.3 Anilise de Varifincia

A anidlise de vanincia fol elaborada utihizando-se 0 modelo de expenimentos inteiramente
casualizados e a comparago das médias foi feita pelo teste de Tukey (PIMENTEL GOMES,
1984).
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4: RESULTADOS



4.1 Porcentagens relativas ¢ curva de sobrevivéncia da linhagem C-
10 a luz ultravioleta

Os tratamentos com UV foram conduzidos de acordo com o descrito no item 3.5. Os
resultados das porcentagens relativas de UFC sobreviventes s#o apresentados na tabela 1,e a
curva de sobrevivéncia é mostrada na figura 8.

Como pode ser observado na tabela 1, 30 segundos de exposi¢do 4 luz UV sdo suficientes
para matar em torno de 65% das UFC e com 150 segundos, a mortalidade ¢ total. A LDys da
C-10 situou-se em torno de 110 segundos. '

Tendo em vista que os mutantes induzidos serfio isolados a partir de 1 a 5% de sobreviventes
a luz UV, o tempo de exposigo a ser utilizado nestes casos sera de 110 a 120 segundos.

Tabela 1: Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades formadoras de col8nias
(UFC) da linhagem C-10 ao tratamento com huz UV

0 100,0 100,0 100,0 100,0 0
30 26,8 26,1 50,3 344 138
60 10,0 9,0 36,1 18,3 15,3
90 - 54 26,9 16,1 15,2

120 1,1 0 1,1 0,7 0,6

150 0 - 0 0 0
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Figura 8: Curva de sobrevivéncia da hnhagem C-10 a iz UV

4.2 Crescimento da linhagem C-10 em vairios meios de cultura

Os testes em meio solido foram elaborados de acordo com a metodologia descrita nos itens
3.6.1.1 € 3.6.1.2, e os resultados encontram-se sumarizados nas tabelas 2 e 3.

Observa-se que o crescimento da linhagem C-10 em MC e MM nio diferiu muito, e foi
praticamente igual nos meios MMS~, MMS- contendo 10 mg/l de D,L-metionina (MMS- M)
e MMS- preparado com agua Milli-Q (MMS- MQ). Os meios MMS- MQ L e MMS- MQ
G, que possuem respectivamente lactose e glicose como fonte de carbono, proporcionaram
crescimento menor. Ja no meio contendo glicose e sacarose (MMS- MQ SG), o crescimento
situou-se numa posiglo intermedidria ao MMS~ e MMS- MQ L ou MMS-MQ G.

Quando o crescimento fo1 medido pelo didmetro (tabela 3), verificou-se maior discrepincia
entre MC e MM. Nio houve praticamente diferenga entre os didmetros das col8nias
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crescidas em MM e MMS-. Com 21 dias de incubaglio, os meios MMS" M, MMS™ MQ ¢
MMS- MQ SG apresentaram resultados semelhantes, embora isto nfo tenha ocomdo em 10
dias. Também neste caso, 0s meios MMS- MQ L e MMS- MQ G proporcionaram 0s
menores crescimentos.

Também nio houve diferenga de crescimento quando o cultivo foi reatizado em MM e
MMS- liquidos. A metodologia seguida neste teste esta descrita no item 3.6.2.

Quando cultivada em meio liquido com agitaglio, conforme descrito no item 3.6.3, a
linhagem C-10 apresentou crescimento em MMS-™ mesmo apos 3 etapas de intculo (tabela
4). Neste caso, o desenvolvimento em MM foi maior.

Tabela 2: Niimero de colOnias crescidas da linhagem C-10 nos diferentes meios de cultura

MC 204,3 100,0
MM . 1960 95,9
MMS- 173,7 85,0
MMS- M* 175,7 86,0
MMS- MQ 1763 86,3
MMS-MQL 95,3 46,7
MMS-MQ G 52,3 25,6
MMS- MQ SG 132,0 64,6

* Para simbologia, consultar o item 3.6.1.1



Tabela 3: Médias dos didmetros (em mm) das col6nias da linhagem C-10 ap6s 10 e 21 dias
de incubagio em diferentes meios

MC 8,25 100,0 20,5 100,0

MM 6,50 78,8 13,5 65,8
MMS- 6,75 818 13,7 67,1
MMS- M* 7,75 93,9 12,2 59,7
MMS- MQ 6,00 72,7 12,2 59,7
MMS-MQL 4,00 48,5 10,5 51,2
MMS-MQG 4,00 48,5 11,5 51,6
MMS-MQ SG 3,75 45,4 12,2 59,7

* Para simbologia, consultar o item 3.6.1.1

Tabela 4: Pesos secos e tmmidos da linhagem C-10 crescida em meios de cultura liquido sob
agitac#o

12 MM 0,150 0,033
MMS" 0,045 0,007
2a MM 0,245 0,052
MMS- 0,039 0,004
3a MM 0,153 0,031
MMS- 0,024 0,004
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4.3 Producdo de cefalosporina C da linhagem C-10

4.3.1 Curva de acumulo em func¢ao do tempo

Seguindo metodologia descrita no item 3.7.1, foi tragcada a curva de acimulo de
cefalosporina C da linhagem C-10. Os métodos utilizados para a dosagem do antibiético
estdo descritos nos itens 3.7.2.1 e 3.7.2.2. A determinacdio da quantidade de agucares
redutores e agticares redutores totais foi conduzida de acordo com os itens 3.7.3.1 € 3.7.3.2,
respectivamente. O crescimento foi estimado segundo descrigdo contida no item 3.7.1.2.

Os resultados obtidos s3o apresentados na tabela 5 e na figura 9, onde pode ser observado
que o crescimento foi bem pronunciado nas primeiras 24 horas, tendo aumentado em menor
proporgdo até a 482 hora. Nesta fase, toda a glicose é praticamente consumida. Depois disso,

0 microrganismo comega a utilizar a segunda fonte de carbono (sacarose) e a produzir a
cefalosporina C.

Como pode ser observado, a concentragio do antibidtico aumenta até 144 horas de
fermentag#o, decaindo um pouco a partir deste ponto.

Ainda com relagio & cefalosporina C, nota-se que os valores obtidos com a dosagem
microbioldgica sfo superiores aos de HPLC.

No final da fermentacfio, as fontes de carbono estfio praticamente esgotadas e o pH, que
inicialmente estava em torno de 6,4, altera-se para 7,0.

Tabela 5: Dados referentes 4 curva de actiimulo da cefalosporina C em fungo do tempo

0 0 0 4,1@ 273 386 6,37
24 0,10 0 18,2 12,2 383 6.45
48 0,25 0,11 26,4 6,1 23 4 6,49
72 0,90 0,50 25,0 38 15,1 6,55
9% 1,60 0,97 23,5 1,6 10,6 6,50

120 2,00 1,35 19,3 2,5 3,9 6,84
144 2,80 2,16 17,9 1,9 1,7 6,91
168 2,50 1,92 16,8 2,6 0,8 7,02

(D) Dasagem microbiolégica com Alealigenes fascalis

@) Como o método uttlizado é baseado am centrifugacdo (itom 3.7.1.2), ests mimero refere-se aos sdlidos pn:mm.r no
meio da fermentacdo, qus vdo sendo consumidos com o avango do processo
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Figura 9. Curva de acimulo da cefalosporina C em fungfio do tempo

4.4 Curva do Halo de Inibicio em Funcio do Tempo de Incubacio

Este teste foi realizado de acordo com o item 3.8 e os resultados obtidos s#o apresentados na
tabela 6, onde observa-se que o meior crescimento ocorreu entre o 42 e o0 62 dia.




Tabela 6: Diimetro dos halos das colonias (em mm) nos varios intervalos de incubagiio

2 0,0 0,5 -
4 7,5 1,2 0,16
6 20,0 3,0 0,15
8 31,0 4,5 0,14

10 35,2 5.7 0,16

12 38,7 6,7 0,17

4.5 Producio em Meio Solido das Colonias Isoladas ao Acase

Seguindo metodologia descrita no item 3.9, estes testes foram elaborados e os resultados
obtidos estfio apresentados na tabela 7 e na figura 10, onde pode ser observada a grande
variag#o na produg#io de cefalosporina C mostrada pelos isolados apos 5 dias de incubagiio
em meio s6lido. A classificagfo dos individuos que apresentam maiores produgdes ("+",
vide item 3.9) foi feita somando-se ao valor da média (0,1396) o desvio padrio multiplicado
por 1,96, o que resultou no valor 0,24. Assim sendo, os isolados com produgdo de
cefalosporina C superior a este mimero foram considerados "+" e utilizados para testes
fermentativos em "shaker”. No total foram 54 individuos: 46 e 8, que produziram,
respectivamente, entre 0,24 ¢ 0,26 gl e entre 0,26 ¢ 0,28 g/1.

Tabela 7: Niveis de produgéo apresentados pelos isolados selecionados ao acaso apds 5 dias
de incubaglo

0,00 - 0,02 9 0,14 -0,16 271

0,02 - 0,04 37 0,16- 0,18 286
0,04 - 0,06 116 0,18- 0,20 180
0,06 - 0,08 143 0,20 - 0,22 124
0,08 - 0,10 171 0,22 - 0,24 87
0,10-0,12 212 0,24 - 0,26 46
0,12-0,14 298 0,26 - 0,28 8

Média = 0,1396 Desvio Padriio = 0,0532

* concentra¢des obtidas pela equivaléncia entre os didmetros dos halos
das coldnias e os didmetros verificados na curva padrio feita com
cefalosporina C.
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Figura 10: Niveis de produgfio dos isolados ao acaso

4.6 Isolamento de Colonias com Crescimento Reduzido

Seguindo metodologia descrita no item 3.10, foram isoladas 98 colonias com crescimento
compacto. A freqdéncia obtida foi 2,17 x 103,

A contagem em placas sem indugfio com ultravioleta também revelou freqiéncia de 3,05 x
104,

4.7 Testes Fermentativos com agitacdo dos Isolades "'+" ¢ Compa-
racdo com a linhagem C-10

Os 54 isolados "+" foram ensaiados com agitagho conforme metodologia descrita no item
3.11 e os resultados obtidos s§o mostrados na tabela 8 e na figura 11.
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A antlise estatistica dos resultados foi efetuada pelo teste de Kolmogorov-Smimov (Item

3.29.2) revelando que as duas populagdes n3o devem ser consideradas diferentes. A
diferenga méaxima foi de 0,074 e o valor de significAncia ao nivel de 1%, 0,335.

Mesmo_ assim, o8 54 isolados passaram por nova classificacio. Foram considerados como
"+" os individuos A-79, A-818 e A-1191, que produziram respectivamente 2,0, 2,06 e 2,14
g/

Tabela 8: Produglio de cefalosporina C (g/1) da linhagem C-10 e dos isolados ao acaso

0,55 1,29 1,66 0,62 1,25 1,54

0,63 1,33 1,69 0,77 1,25 1,55
0,72 1,33 1,71 0,81 1,26 1,55
0,84 1,35 1,80 0,85 1,28 1,56
0,91 1,36 1,82 0,89 1,29 1,57
0,97 1,36 1,94 0,93 1,29 1,62
1,05 1,38 0,96 1,32 1,65
1,08 1,40 1,04 1,32 1,66
1,10 1,44 1,06 1,33 1,67
1,16 1,45 1,08 1,35 1,73
1,16 1,45 1,08 1,37 1,78
1,19 1,49 1,10 1,38 1,79
1,19 1,51 1,12 1,41 1,87
1,21 1,51 1,13 1,44 1,87
1,22 1,53 1,17 1,45 1,91
1,24 1,57 1,17 1,48 2,00
1,26 1,58 1,21 1,50 2,06
1,27 1,64 1,24 1,52 2,14
Média = 1,3176 Média = 1,3748
Desvio Padrfio = 0,3107 Desvio Padréio = 0,3402
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Figura 11: Niveis de produghio da linhagem C-10 e dos isolados ao acaso "+"

4.8 Testes Fermentativos com agitacio dos Mutantes Morfolégicos e

Comparacido com a Linhagem C-10

Os 98 mutantes com crescimento radial reduzido foram ensaiados com agitagdo de acordo
com o descrito no item 3.7.1.2 e os resultados obtidos estdo apresentados na fabela 9 e na
figura 12. '

Os niveis de produgio destes mutantes foram comparados com os da C-10 (fabela 8). A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smimov (Item 3.29.2),
através do qual ficou demonstrado nfo haver diferenga significativa entre as duas
populagdes. A diferenga maxima foi de 0,160 e o nivel de significincia a 1%, 0,300.



Também neste caso, os mutantes passaram por classificagio. Foram considerados como "+
os individuos M-5, M-76 e M-90, que produziram respectivamente 2,44, 2,45 e 2,53 g/1.

Tabela 9: Produg#io de cefalosporina C (g/1) dos mutantes com crescimento radial reduzido

0,25 0,91 1,16 1,33 1,49 1,67 1,88

0,34 0,94 1,17 1,35 1,50 1,68 1,93
0,43 0,96 1,17 1,36 1,51 1,69 1,97
0,51 0,97 1,23 1,36 1,52 1,69 2,00
0,53 0,97 1,24 1,38 1,53 1,75 2,01
0,64 1,02 1,25 1,40 1,53 1,75 2,01
0,69 1,05 1,25 1,40 1,55 1,76 2,06
0,70 1,08 1,26 1,44 1,57 1,78 2.17
0,72 1,08 1,28 1,44 1,58 1,79 2,22
0,76 1,10 1,28 1,45 1,59 1,80 2,30
0,85 1,12 1,29 1,46 1,62 1,84 2,33
0,85 1,13 1,31 1,46 1,63 1,86 2,44
0,88 1,14 1,32 1,47 1,64 1,87 2,45
0,91 1,14 1,33 1,49 1,66 1,87 2,53

Média = 1,4083 Desvio Padrdo = 04755
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4.9 Comparacfo de Produciio enfre a Linhagem C-10 e seus Deriva-
tivos A-79, A-818, A-1191, M-5, M-76 ¢ M-90

Este estudo foi conduzido conforme metodologia descrita no item 3.12. Os resuliados
obtidos s#o apresentados na tabela 10. A anslise estatistica foi realizada de acordo com o
item 3.29.3 e encontra-se sumarizada na tabela 11. A comparagio das médias, com
diferenga minima significativa de 0,68, ¢ mostrada na tabela 12.

Como pode ser observado, apenas o derivativo M-76 teve produg#io significativamente
superior & linhagem C-10. Assim, dos 98 mutantes morfolégicos isolados, apenas 1
produziu mais cefalosporina C.

Tabela 10: Produgfo de cefalosporina C (g/l) da linhagem C-10 e alguns de seus mutantes e
derivativos '

0,82 1,27 1,08 0,82 1,17 1,23 1,26

0,90 1,41 1,13 1,00 1,61 1,39 1,55
1,15 1,46 1,13 1,25 1,91 2,04 1,55
1,33 1,64 1,32 1,39 2,15 2,45 1,87
1,49 1,85 1,47 1,58 2,20 2,53 2,01
1,68 1,87 1,82 1,66 2.41 2,72 2,30

Tabela 11: Analise de variincia dos dados da tabela 10

Linhagens 6 4374 0,729 5,08*

Residuo 35 5,022 0,143
C.V.=29,38%

* significativo ao nivel de 1%



Tabela 12: Comparag#io das médias pelo teste de Tukey

1,23 a*
1,28 a
136 a
1,58 ab
1,76 a b
A-818 1,91 ab
M-76 2,14 b

* linhagens com a mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5%

4.10 Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia e fregiiéncia de

provaveis mutantes da linhagem C-10 ao tratamento com
selenato

As porcentagens relativas de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao selenato foram obtidas em
MMS- contendo 10 mg/l de D,L-metionina, conforme metodologia descrita no item 3.13.1, e
os resultados encontram-se sumarizados na tabela 13. Com estes dados, foi tragada uma
curva de sobrevivéncia (figura 04).

A tabela 14 contém os resultados de crescimento em placas com cerca de 106 UFC bem
como as freqnéncias de provaveis mutantes crescidos nas varias concentragSes da droga,
enquanto que na tabela 15 podem ser observados os mesmos tipos de dados obtidos, porém,
em MMS".

Pelos dados expostos na tabela 13, pode ser verificado que, em MMS- contendo 10 mg/] de
D,L-metionina, ocorre grande redugdo no nimero de colOnias (cerca de 80%) na
concentragio de 0,8 mM de selenato. Porém, para elevar esta redugdo até 99%, ¢ necessario
50 mM da droga. Com relagio as placas de 106 UFC (tabela 14), a inibig#o total do
crescimento s6 ocorreu em 12,8 mM de selenato.

Quando utilizou-se MMS-, 0,05 mM de selenato j4 foi suficiente para causar inibic%o total
tanto nas placas contendo 106 UFC (tabela 15) quanto nas placas contendo colbmas
isoladas.

0
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Consultando-se a tabela 14, observa-se que as freqdéncias de provaveis mutanies variaram
de 10,52 x 106 até 18,02 x 106 nas placas contendo concentragBes intermediarias de
selenato (0,8 a 51,2 mM), tendo sido bem menores tanto em 0,4 mM (3,38 a 10-6) quanto em
102,4 mM (2,42 x 10-6). Quando a estimativa foi feita em meio sem D,L-metionina (tabela
15) as freqiéncias variaram entre 0,71 x 106 e 5,00 x 106,

Seguindo a metodologia descrita no item 3.15 foi montado um experimento objetivando o
isolamento de mutantes resistentes espontineos ao selenato. A freqiéncia, neste caso, foi de
9,84 x 10-6. ColOnias de crescimento vigoroso foram isoladas em diferentes concentragdes de
selenato, tanto a partir de MMS- quanto a partir de MMS~ contendo 10 mg/l de D,L-
metionina (tabela 16).

Os proviveis mutantes apresentados na tabela 16 foram ensaiados preliminarmente para
confirmagdo da resisténcia, conforme metodologia descrita no item 3.16, onde pode ser
constatado que todos eles cresceram em 3,2 mM de selenato, o que n#o ocorreu com a

linhagem C-10.

Tabela 13: Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades formadoras de colbnias
(UFC) da linhagem C-10 ao tratamento com selenato

0 100,0 100,0 100,0 0

0,4 446 47,1 458 1,7
0,8 17,0 21,3 19,1 3,0
1,6 14,9 14,4 14,6 0,3
3,2 13,6 121 12,8 1,0
6.4 2,0 8.2 5.1 4,4
12,8 0,9 6,9 3,9 42
25,6 0 5.1 2.5 36
51,2 0 1,7 0,8 1,2
102,4 0 0 0 0
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Figura 13: Curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao tratamento com selenato
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Tabela 14: Crescimento e freqdéncia de provaveis mutantes da linhagem C-10 em MMS" +
10 mg/l de D,L-metionina contendo vanas concentrag8es de selenato

0 P 1,33 NC
0,4 - 1,33 46 3,38
08 - 1,33 17,5 13,16
1,6 eee 1,33 17,0 12,78
32 T 1,33 15,5 11,65
6,4 +eem 1,33 24,0 18,04
12,8 1,33 18,0 13,53
256 1,33 16,5 12,40
516 1,33 14,0 10,52
102,4 1,24 3,0 2,42

+ = presenga de crescimento

- = crescimento apenas das coldnias resistentes
NC = ndo contado

Tabela 15: Crescimento e freqiiéncia de provaveis mutantes da linhagem C-10 em MMS-
contendo vérias concentragBes de selenato e 1,4 x 106 UFC/placa

0 + NC

0,05 - NC

0,10 - 7 5,00
0,15 - 5 3,57
0,20 - 5 3,57
0,30 - 1 0,71
0,40 - 3 2,14
0,80 - 3 2,14

+ = presenca de crescimento

- = crescimento apenas das colénias resistentes
NC = ndo contado
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Tabela 16: Condigdes de isolamento dos provaveis mutantes espontineos resistentes ao
selenato

16

SeR2 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 32
SeR3 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 32
SeR4 MMS" + 10 mg/l de D,L-metionina 6.4
SeR5 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 12,8
SeR6 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 12,8
SeR7 MMS" + 10 mg/l de D,L-metionina 51,2
SeR8 MMS- + 10 mg/l de D,I-metionina 51,2
SeR9 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 6.4
SeR10 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 32
SeR11 MMS- 12,8
SeR12 MMS- 1,6
SeR13 MMS- 3,2
SeR14 MMS- 32
SeR15 - MMS- 6,4
SeR16 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 32
SeR17 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 6.4
SeR18 a SeR32 MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina 6.4

* Os provdveis mutantes SeR1 a SeR30 foram isolados a partir de placas inoculadas com
10% UFC. Os provadveis mutantes SeR31 e SeR32 foram isolados de placas estriadas

4.11 Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia e freqiiéncia de
proviveis mutantes da linhagem C-10 ao tratamento com
cromato

Os mimeros, porcentagens relativas e curva de sobrevivéncia ao cromato da linhagem C-10
em MMS- contendo 10 mg/l de D,L-metionina, foram obtidos conforme metodologia
descrita no item 3.14.1 e os resultados s#o apresentados na tabela 17 e figura 14.

A inibigfo total do crescimento ocorre no intervalo de 0,020 a 0,040 mM {fanto nas placas
com in6culo para contagem (tabela 17) quanto nas placas contendo 106 UFC (tabela 183).
Na tabela 18, pode ser observado que a freqiiéncia de provaveis mutantes variou de 4 a
16 x 10-6.
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Um ensaio realizado utilizando-se as mesmas concentragbes de cromato e elevando-se a
quantidade de D,L-metionina para 100 mg/l (item 3.14.2), revelou a auséncia total de
crescimento nas placas de contagem, inclusive do controle, e crescimento reduzido nas
placas com 106 UFC (dados nfo mostrados). Outro ensaio onde foram utilizados 500 mg/l
de D,L-metionina e concentragBes maiores de cromato (item 3.14.2) mostrou resultados
semelhantes, tendo ocorrido crescimento apenas na placa controle contendo 106 UFC.

Tabela 17: Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades formadoras de coldnias
(UFC) da linhagem C-10 em MMS™ + 10 mg/l de D,L-metionina contendo varias
concentra¢Bes de cromato

0,0025 73,0
0,005 50,0
0,010 33,0
0,020 6,7
0,040 0

0,080 0

Tabela 18: Crescimento e freqdéncia de provaveis resistentes da linhagem C-10 em

MMS- + 10 mg/l de D,L-metionina contendo vérias concentragSes de cromato e
106 UFC/placa

0 -+ NC

0,0025 e 16 16
0,005 o 4 4
0,010 tome 8 8
0,020 toee 0 0
0,040 — 0 0
0,080 0 0

NC = nfio contado
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Figura 14: Curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao tratamento com cromato

4.12 Caracterizacdo dos mutantes resistentes ao selenato

A caracterizagio dos provaveis mutantes foi feita em MMS- contendo 2 mg//l de D)L~
metionina, conforme metodologia descrita no item 3.17.

Os 32 mutantes testados cresceram em todas as concentragBes de selenato utilizadas. O
ndice de inibigdo na mais elevada delas (1,6 mM) variou de 6 a 50%, sendo que para a
maioria das linhagens ele situou-se entre 20 e 30%.

A linhagem C-10 apresentou 100% de inibiglio em 0,1 mM de selenato.



4.13 Caracterizacio dos mutantes resistentes ao selenato quanto a
serem cromato sensiveis ou cromato resistentes

Estes testes foram feitos conforme o descrito no item 3.18.

Dos 32 mutantes resistentes ao selenato ensaiados, apenas 3 mostraram-se sensiveis ao
cromato, ou seja, apresentam lesfo no gene sC que codifica a ATP sulfurilase (enzima 2,
figura 5). Os demais mutantes s¥o resistentes s duas drogas, apresentando, portanto, lesfo
no gene sB que codifica a sulfato permease (enzima 1, figura 5) ou em ambos os genes.

Os mutantes resistentes tanto ao selenato quanto ao cromato apresentaram indices de
inibig#o que variaram de 5 a 30% na presen¢a de 0,16 mM de cromato.

4.14 Crescimento da Linhagem C-10 e dos Mutantes sC-1, sC-2 e sB-
em MMS- liquido sob agitacao

Este teste foi executado conforme o descrito no item 3.6.3 e os resultados obtidos estdo
expostos na tabela 19. Nao houve praticamente diferenga de crescimento entre os mutantes e
a C-10 nos dois meios ensaiados. O desenvolvimento em MMS- foi menor e sofren grande
reducdo, principalmente da 12 para a 22 etapa. Apesar disso, mesmo na 42 etapa, houve
crescimento em MMS- de todas as linhagens testadas.

Tabela 19: Peso seco (em mg) das linhagens crescidas em meio Hquido sob agitacio

i SRR RSN, SR ' SRR
12 118 99 102 98 113 100 67 113
28 153 11 88 9 46 12 135 12
32 145 9 115 14 127 15 140 17
42 165 7 126 6 125 2 141 7

*  sC-1=SeR8; sC-2= SeR21 e sB- = SeR1 (vide tabela 16)
#* oste mutante pode ser tanto sB- quanto sB-sC- (vide item 2.5).
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4.15 Comparaciao de producio entre a C-10 e os mutantes resistentes
ao selenato

O teste foi conduzido de acordo com a metodologia descrita no item 3.7. Os resultados
obtidos esto expostos na tabela 20 e na figura 15.

Como a distribuigéio das produgdes da linhagem C-10 e dos mutantes foram diferentes e nfio
pormais (figura 15), optou-se por utilizar o teste nfo paramétrico de Mann-Withney (item
3.29.1) para elaborar a analise estatistica dos dados obtidos. Procedendo-se desta forma,
foram encontrados os seguintes resultados: U, = 353,5; U =430,5; X =392, Y =61,00e Z
= 0,6311. Comparando-se o ultimo resultado com os valores da tabela, pode-se concluir que
nfo ha diferenca significativa entre os dois grupos analisados, ou seja, que os valores
comportam-se como se tivessem sido amostrados a partir da mesma populago.

Tabela 20: Produgfio de cefalosporina C (g/1) apresentada pela linhagem C-10 e mutantes
resistentes ao selenato, utilizando o método de dosagem por HPLC (item 3.7.2.2)

0,40 0,67 0,73 0,76

0,60 0,32 0,50 0,81
0,30 0,89 1,15 0,63
0,50 0,92 0,65 0,46
1,20 0,88 1,14 0,63
1,00 1,00 0,80 1,13
0,93 0,63 0,99 1,02
0,96 1,10 0,81 0,85
0,77 1,20 0,80 0,73
0,72 0,97 1,29 0,82
0,30 1,00 0,94 0,99
0,72 0,90 1,27 1,04
0,75 1,10 0,73 0,70
0,34 0,74 0,77 0,80

(*) cada valor é a média de duas repeticdes
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Figura 15: Distribuig#o dos valores apresentados na tabela 20

4.16 Porcentagens relativas, curva de sobrevivéncia e freqiiéncia de

proviveis mutantes da linhagem C-10 ao tratamento com
benomil

As porcentagens relativas de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao benomil foram obtidos

seguindo a metodologia descrita no item 3.19. Os resultados s3o apresentados na tabela 21 e
a curva de sobrevivéncia, na figura 16.

Pode ser constatade que a imbigdo total do crescimento ocorre entre 1,00 e 1,25 pg/m), fato
que também foi verificado no caso das placas contendo 106 UFC (tabela 22).
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O processo de obtengfio e isolamento de provaveis mutantes espontineos e induzidos foi
conduzido utilizando-se as metodologias descritas nos itens 3.20.1 e 3.20.2,
respectivamente. A freqiéncia de provaveis mutantes induzidos pode ser calculada em 12,92
x 105, e foi cerca de 26 vezes superior ¢ dos espontineos, estimada em 0,49 x 10%. Foram
isolados 13 provaveis mutantes induzidos e 4 espontineos, todos a partir de placas contendo
1,25 pg/ml de benomil.

Tabela 21: Porcentagens relativas de sobrevivéncia das unidades formadoras de col6mias
(UFC) da linhagem C-10 ao tratamento com benomil.

0 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 0

0,25 79,0 98.4 89,5 - 89,0 9.7
0,50 76,3 78,1 90,2 - 81,5 75
0,75 60,0 70,0 52,8 - 60,9 86
1,00 0 0 - 88,9 296 513
1,25 0 0 0 0 0 0

- = n#o ensatado
100
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Figura 16: Curva de sobrevivéncia de linhagem C-10 ao tratamento com benomil
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Tabela 22: Crescimento da linhagem C-10 em MC contendo varias concentragbes de beno-
mil

0

0,25
0,50
0,75
1,00
1,25 - -

+ 4+ + + +

* Foram utilizadas placas contendo cerca
de 108 UFC

+ = presenga de crescimento

- =aquséncia de crescimento

4.17 Caracterizacdo dos provaveis mutantes resistentes ao henomil

A caracterizaclo dos provaveis mutantes foi conduzida conforme descrigfio apresentada no
item 3.21. ’

Das 11 linhagens ensaiadas, 7 apresentaram altos niveis de resisténcia. Nesses casos, a
inibigio variou de 20 a 60% na concentrago de 6,0 pg/ml de benomil. Os outros 4 mutantes
tiveram seu crescimento totalmente inibido com 4,0 jig/ml da droga, indicando um nivel de
resisténcia intermediario tendo em vista que a linhagem C-10 apresentou 100% de inibigdo
com 1,0 pg/ml.

4.18 Resisténcia ao benomil em MC contendo 10.3% de sacarose

Utilizando os procedimentos descritos no item 3.22, foi feita uma comparaciio de
crescimento entre a linhagem C-10, seus protoplastos e um de seus mutantes resistentes, em
MC + 10,3% de sacarose contendo varias concentragBes de benomil.

Os resultados obtidos s¥o apresentados na tabela 23, onde pode ser observado que os
protoplastos foram um pouco mais sensiveis ao benomil que as formas celulares normais (C-
10), apesar de terem seu crescimento totalmente inibido com 1,5 pg/ml da droga. Conforme
o esperado, o mutante cresceu em concentragdes bem mais elevadas de benomil.
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Tabela 23: Crescimento comparativo em MC + sacarose contendo varias concentragdes de
benomil

+
+ + + +
+ + +
+
L}
+ + +
+
-+

]
]
]
'
1
]
'
»

1.25
1,50
175
20
30
4,0
5,0
6.0
7.0 S A

8.0

* _ crescimento de poucas colbnias com didmetro inferior a 1 mm
+ = presenca de crescimento

+ 4+ + + + + + + + +
+ 4+ + + + + + + +
]

]
]
i
i
]
1 ]
]
]

- = quséncia de crescimento

4.19 Resisténcia_a Higromicina B em MC contendo 10.3% de
Sacarose

Utilizando a metodologia descrita no item 3.23, foi feita uma comparagio de crescimento
entre micélio e protoplastos da linhagem C-10, em varnias concentrag8es de higromicina B.

Os resultados obtidos estdo dispostos na tabela 24. Os protoplastos tiveram seu crescimento
totalmente inibido com 20 pg/ml da droga, tendo sido um pouco mais sensiveis que o
micélio, cuja concentragio de inibig#o foi 24 pg/ml
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Tabela 24: Crescimento comparativo de micélio e protoplastos da linhagem C-10 em MC +
10,3% de sacarose

0 o+ o+ o+ + + + +
2 + + + o+ + + + +
4 + + o+ - + + o+ o+
8 + o+ - - + o+ o+ -
12 + - - -8 oy -
16 . 2 + - - . %
20 S - - - . %S
24 - - - - - -

* Desenvolvimento de algumas colénias com didmetro de aproxima-
damente 1 mm e crescimento residual ralo

** Apenas crescimento residual ralo

+ = presenga de crescimento

- = auséncia de crescimento

4.20 Isolamento de Mutantes Resistentes a Higromicina B

Os provaveis mutantes espontdneos foram isolados de acordo com os procedimentos
descritos no item 3.24.1. A freqiiéncia de mutantes foi de 0,026 x 10-4.

Foram isolados 8 provaveis mutantes a partir de 16 placas contendo um total de 1,91 x 107

UFC cada e estocados a 4°C para serem caracterizados posteriormente quanto aos niveis de
resisténcia.

Seguindo metodologia descrita no item 3.24.2, os mutantes induzidos tiveram sua freqaéncia
estimada em 3 x 10-6, Neste caso, foram isolados 6 mutantes para testes futuros.

4.21 Caracterizaciio dos Mutantes Resistentes 4 Higromicina B

Este teste foi realizado conforme descngﬁo contida no item 3.25 ¢ os resultados estdo
dispostos na tabela 25.
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Os dados revelam que trés mutantes espontineos (4, 6 ¢ 7) apresentam ED;, (concentragio
necessana para reduzir o crescimento radial da col8nia em 50%) na faixa de 72 a 96 pg/ml
de higromicina B. Outros trés (3, 8 e 5), tém ED,, entre 24 e 48 pg/ml. A ED,, do mutante 1
ocupou posi¢do intermediaria com relag@o aos dois grupos anteriores, situando-se entre 48 e
72 pg/hnl, enquanto o mutante 2 revelou a maior ED,: entre 120 e 144 pg/ml.

Com excegdo do isolado 1, cuja ED,, ficou entre 24 e 36 pg/ml, os demais mutantes tiveram
suas ED,j acima de 72 pg/ml. O mutante 2 foi o que mostrou a maior ED;;: entre 120 e 144
pg/mol.

J4 a linhagem C-10 teve seu crescimento totalmente inibido por 24 pg/ml da droga.

Tabela 25: Crescimento (em %) da linhagem C-10 e seus mutantes resistentes 4 higromicina

1 100 100 95 80 70 35 0 0 0
2 100 100 95 89 89 84 74 68 42
3 100 87 75 62 21 0 0 0 0
4 100 96 87 82 69 61 43 43 43
5 100 76 57 28 0 0 0 0 0
6 100 100 100 94 83 67 44 39 17
7 100 82 77 77 68 59 36 23 4
8 100 91 %0 77 50 14 0 0 0
Induzidos

1 100 78 57 36 18 4 0 0 0
2 100 9% 91 §7 83 69 52 52 48
3 100 100 84 78 73 69 61 60 58
4 100 86 82 82 73 68 54 32 27
5 100 100 95 86 76 67 47 43 43
6

100 92 79 75 71 62 58 54 33
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4.22 Protoplastizacie da lichagem C-10

Utilizando a metodologia descrita no item 3.26, foram realizados varios testes visando
estabelecer o procedimento que proporcionasse methor rendimento e, a0 mesmo tempo,
maior viabilidade.

4.22.1 Teste com a enzima

Este teste foi conduzido com o intuito de verificar possiveis diferengas de atividade entre a
enzima Novozym 234 e sua similar comercializada pela Sigma, Lysing Enzymes. A
regeneracio dos protoplastos foi conduzida em TSA contendo 10,3% de sacarose, e os
resultados obtidos estio sumarizados na tabela 26.

Tabela 26: Dados referentes 4 obtenglo de protoplastos utilizando enzima de duas proce-

déncias

Novozym 234 1,50* 10,11 0,68 4,60 3,92
Lysing Enzymes 2,96 532 1,87 3,32 1,45

* 0s dados sdo médias de dois experimentos

4.22.2 Teste com meios diferentes

Foram testados os meios TSA ¢ MC contendo 10,3% de sacarose como estabilizador
osmotico. O objetivo neste caso foi observar se os meios propiciavam regeneragdes
diferenciadas dos protoplastos, que deveriam refletir-se no tamanho das colénias, e se
mfluenciavam na viabilidade dos protoplastos. A tabela 27 contém os resultados obtidos.
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Tabela 27: Dados referentes a obtengo de protoplastos utilizando meios diferentes

MC 2,06 6,20 0,82 3,55 2,73

TSA 1,55 7,60 0,68 3,04 2,36

4.22.3 Testes com MC contendo 20% de sacarose

Os resultados obtidos estdo expostos na Taela 28, onde observa-se que nio houve diferenga
entre as duas situa¢Bes ensaiadas.

Tabela 28: Produgdio de protoplastos em MC contendo diferentes concentragSes de sacarose

10,3 4,99* 10,70 2,17 4,67 2,50
20,0 4,99 10,77 2,17 4,68 2,51

* Este teste foi feito em paralelo com o experimento n@ 4, apresentado na tabela 29

4.22.4 Protoplastizacio Utilizando MC + 10,3% de Sacarose
como Estabilizador Osmético

Estes testes foram realizados seguindo metodologia descrita no item 3.26. Os resultados
obtidos estio sumarizados na tabela 29.
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Tabela 29: Produciio de protoplastos apresentada pela linhagem C-10 em MC + 10,3% de

sacarose

0,63 2,09 0,25 0,84 0,59

]
2 0,96 7,01 0,39 2,84 2,45
3 2,07 4,48 0,97 1,96 0,99
4 4,99 10,70 2,17 4,67 2,50
5 3,34 12,37 0,65 2,01 1,36
6 3,71 6,64 2,06 3,68 1,62
7 2,23 3,33 1,81 2,72 0,91
8 0,43 5,23 0,19 1,75 1,56
9 2,32 8,69 0,92 3,45 2,53
10 0,73 1,07 0,71 1,07 0,36
11 0,74 2,90 0,27 1,25 0,98
média 0,94 2,38 1,44

Pelos dados apresentados na tabela 29, observa-se que a quantidade de micélio presente nos
ensaios pode ser considerada baixa (média de 0,94). A quantidade de protoplastos obtida foi
de 2,38 (média) e a viabilidade média situou-se em 1,44.

4.23 Preparaciio do plasmidio pBT 6 em larga escala

Seguindo a metodologia descrita no item 3.27, foram feitas trés prepara¢des do plasmidio
pBT 6. Os resultados encontram-se sumarizados na tabela 30.

Tabela 30: Dados relativos 4s preparagdes do plasmidio pBT 6

1 6;0930 0,1960 0,0950 0,4745 20632 196,0
2* 0,1520 2,2520 1,1060 0,0675 20362 11260
3+ 0,6610 3,2050 1,7510 0,2062 18304 16025

* . Extra¢do conduzida com o método I (item 3.27.2) e cloreto de césio retirado por didlise

* . Extragdo pelo método 2 (item 3.27.3 e cloreto de césio retirado conforme o descrito no ultimo
parégrafo do item 3.27.4
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Comparando-se os resultados da preparagio 1 e 2, elaboradas utilizando-se a mesma
metodologia, observa-se alta similaridade no grau de pureza do material (R2) e grande
diferenc¢a na concentragdo final do mesmo.

J4 a preparagdo 3 apresentou concentrag3o final de DNA maior que a preparagio 2; apesar
de estar com grau de pureza inferior.

4.24 Transformacio

Utilizando metodologia descrita nos itens 3.28.1 e 3.28.2, foram realizados 13 testes
objetivando transformar a linhagem C-10 com o plasmidio pBT6. Os resultados obtidos s3o
apresentados na tabela 31. Apesar dos esforgos, nenhum transformante pdde ser isolado.

Também nHo foi obtido sucesso nas varias tentativas de transformar a linhagem C-10 com o
plasmidio pAN7-1. Neste caso, os testes foram efetuados utilizando-se metodologia descrita
no item 3.28.1. As condigdes utilizadas foram 10,3% de sacarose no meio de regeneragio,
PEG 50%, in6culo de 50 ou 100 pl/placa e adig%o de higromicina B 24 horas apds o indculo.

Tabela 31: Condigdes utilizadas pafa transformag3o com o plasmidio pBT 6

1 Item 3.28.1 10,3 18 100 e 200 IeA
2 Item 3.28.1 10,3 50 100 e 200 IeA
3 Item 3.28.1 10,3 18 10, 50 e 100 A
4 Item 3.28.1 10,3 50 10, 50 ¢ 100 A
5 Item 3.28.1 20,6 18 10, 50 e 100 A
6 Item 3.28.1 20,6 50 10, 50 e 100 A
7 Itemn 3.28.1 10,3 18 50 e 100 A
8 Item 3.28.1 10,3 18 50 e 100 I
9 Item 3.28.1 10,3 50 50 e 100 I
10 Item 2.28.2 10,3 40 50 e 100 A
11 Item 2.28.2 10,3 40 50 e 100 I
12 Item 3.28.1 10,3 18 100 A
13 Item 3.28.1 10,3 50 100 A

*] = benomil adicionado junto ou imediatamente apés o inéculo

A = benomil adicionado 24 horas apos o indculo
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5: DISCUSSAO



5.1 Crescimento da linhagem C-10 em virios meios de cultura

Uma das melhores fontes de carbono para se cultivar A. chrysogenum em meio solido é a
sacarose. Isso explica o fato de seu crescimento em MMS- contendo lactose e em MMS-
contendo glicose ter sido menor que em MMS- (tabelas 2 e 3). Confirmando isso, observa-se
que a linhagem C-10 apresenfou desenvolvimento intermedidrio quando o meio teve
sacarose e glicose em sua formulagio (MMS- MQ SG).

O crescimento da linhagem C-10 em meio minimo sélido sem fonte de enxofre (MMS-),
mesmo elaborado com 4gua Milh-Q (MMS- MQ) ou em meio minimo contendo apenas
metionina como fonte de enxofre (MMS- M), foi praticamente idéntico ao observado para
MM (tabelas 2 e 3). As coldnias desenvolvidas nestes meios também n3o puderam ser
distingtiidas morfologicamente.

Como o Agar contém quantidades significativas de enxofre orgdnico ligado covalentemente
de tal forma que pode suportar o crescimento de linhagens de A. chrysogenum (QUEENER
et al., 1984), os testes seguintes foram realizados em meio liquido.

Os primeiros testes em meio liquido foram conduzidos em tubo de ensaio sem agitagdo. Os
resultados (n3o mostrados) confirmaram aqueles obtidos em meio sélido, ou seja, o
crescimento vigoroso foi verificado mesmo nos meios sem adig#o proposital de enxofre. Este
fendmeno foi observado em outras linhagens de 4. chysogenum por TREICHLER et al.
(1978), segundo os quais o crescimento ocorreria devido a tragos do elemento presentes no
meio. Outra possibilidade que deve ser cilada é a presenca de estoques intracelulares que
seriam utilizados pelo microrganismo nestes casos de privagdo de enxofte. Obviamente, os
dois fatores podem estar atuando em conjunto.

Tais hipoteses foram reforgadas quando os testes de crescimento foram conduzidos em meio
Hquido sob agitagio (tabela 4). Apesar dos resultados obtidos em MMS- terem sido
proporcionalmente menores do que em MM, pode ser observado que o crescimento ocorreu
mesmo apés trés etapas consecutivas de inéculo.
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5.2 Produciie de cefalosporinag C

5.2.1 Curva de acimulo

Sendo um metabélito secundario tipico, a cefalosporina C comega a ser produzida logo apés
a etapa de crescimento, ou seja, na idiofase. Observando-ge a tabela 5 e a figura 9, verifica-
se que a concentracdo do antibidtico aumentou até 144 horas de fermentag3o, diminuindo
um pouco a partir deste ponto.

O fato dos valores obtidos com a dosagem microbioldgica terem sido superiores aos de
HPLC deve-se basicamente & especificidade deste ultimo método, que mede apenas a
cefalosporina C produzida. Apesar de ter sido empregada uma linhagem de Alcaligenes
Jaecalis especial para as analises microbiologicas (Item 3.1), outras moléculas da via
biossintética tais como a deacetil e a deacetoxicefalosporina C, e a propria penicilina N
(figura 2), sfo capazes de inibir o crescimento da bactéria, interferindo no resultado.

Como o tempo de 144 horas foi aquele onde a cefalosporina C estava presente em maior
concentrago, ele foi escolhido para a realizagio dos festes de produgo futuros, tanto para a
propria C-10 quanto para seus mutantes e derivativos.

As demais varidveis comportaram-se da maneira esperada para processos dessa natureza. O
crescimento atingiu seu maximo apos 48 horas, perfodo em que foi consumida a maior parte
da glicose presente no meio, uma vez que ela é a fonte de carbono preferencial (Jtem
2.2.3.1). Na idiofase foi consumida a sacarose de tal forma que no final da fermentagio as
fontes de carbono estavam praticamente esgotadas e o pH, que inicialmente estava em 6.4,
alterou-se para 7,0. O valor do pH final nio foi mais baixo que o inicial devido 4 presenca de
carbonato de calcio no meio de fermentagdo, substincia que apresenta um efeito tampio
(Item 2.2.3.5).

5.2.2 Produtividade da linhagem C-10

No caso de fermentagBes conduzidas com agitagio, SHEN et al. (1986) constataram que a
linhagem C-10 produzia 18 g/l de cafelosporinas. Como os autores fizeram a dosagem
utilizando método microbiolégico, parte desta quantidade corresponde aos intermediArios.
Supondo que 80 a 90% deste total seja cefalosporina C, isso resultaria numa produgdo de
14,4 a 16,2 g/l.. Como estes valores sdo muito superiores aos encontrados no presente
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trabalho (tabela S) imimeros testes foram realizados visando reproduzir ou pelo menos
aproximar-se dos resultados preconizados na literatura.

Apesar do meio de fermentacfo utilizado para fazer a curva de actumulo j4 ter sido aquele
que demonstrou methores resultados dentre varios ensaiados (Item 3.2.5), imimeros outros
meios ainda foram experimentados sem que fosse obtido algum sucesso (resultados ndo
mostrados). Além dos meios, foram alteradas as condi¢des tais como a agitagiio, temperatura
e pré-indculo. Mais uma vez, nenhum ganho de produg#io foi conseguido. Mesmo processos
conduzidos em fermentador, onde os controles s3o mais efetivos, a agitag3o e a aeraglio mais
eficientes ¢ o pH pode ser mantido no ponto ideal durante todo o tempo, nfo revelaram
resultados mais promissores (dados nio mostrados).

Com esses resultados, ficou evidenciado que a baixa produtividade estaria associada a
linhagem C-10 e n3o ao processo. Assim sendo, uma nova ampola liofilizada da cultura foi
pedida 4 ATCC.

Virios testes foram efetuados com a nova amostra, porém os indices de produtividade
situaram-se nos mesmos niveis encontrados anteriormente.

Como a ATCC nfo realiza testes de produtividade nas culturas que mantém em deposito,
haveria ainda a possibilidade da linhagem ter perdido sua caracteristica de produgdo durante
os varios anos de estocagem, ou ja ter sido depositada desta maneira. O passo seguinte foi

tentar conseguir a linhagem da PANLABS, empresa que a desenvolveu num extenso
programa de melhoramento.

O contato inicial na PANLABS foi feifo com o Dr. Christopher Ball e, em seguida, com o
Dr. Robert T. Rowlands, que gentilmente providenciou o envio da linhagem C-10 mantida
no banco de culturas da empresa. Além da cultura, o Dr. Rowlands enviou o procedimento
para reativago da mesma e o protocolo para fermentago com agitag#o, utilizando-se meio
complexo.

Durante a reativagdo da primeira ampola recebida, constatou-se a baixissima viabilidade da
cultura; nenhuma coldnia se desenvolveu nas placas de dilvigdo. Apenas algumas coldnias
cresceram nas placas inoculadas com aliquotas retiradas de meio liquido contendo todo o
liofilizado de uma segunda ampola e que foi mantido por 7 dias a 25 C e 120 rpm.

Mesmo com a baixa viabilidade, os testes fermentativos foram realizados seguindo ianto o
protocolo recomendado pelo Dr. Rowlands quanto aqueles desenvolvidos na Codetec. Mais
uma vez, o8 melhores resultados foram conseguidos utilizando-se o meio descrito no item
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3.2.5., tendo a produgiio apresentado niveis similares aos da linhagem da ATCC. A obtengio
de resultados t4o mferiores aos esperados podena ser consequéncia da baixa viabilidade. Ou
a liofilizagdo teria sido conduzido de maneira inadequada, destruindo a maior parte das
células com boa produgio e, de alguma forma , selecionando aquelas com baixa produgio,
ou todo esse processo teria ocorrido por deficiéncia na estocagem das ampolas liofilizadas.
Ou ainda, poderia estar ocorrendo uma associagdo dos dois fatores.

Esses resultados foram passados para o Dr. Rowlands que, mais uma vez demonstrando
muito interesse, gentilmente enviou mais duas ampolas liofilizadas da linhagem C-10.
Segundo ele, essa nova amostra tinha passado por varios testes, estando com 6tima
viabilidade e produzindo os 10 a 12 g/1 de cefalosporina C anteriormente mencionados.

De fato, a manipulag3o da nova amostra revelou boa viabilidade, tendo uma das col8nias
com crescimento vigoroso sido isolada e submetida aos testes fermentativos. Porém, a
produgdo novamente situou-se nos patamares anteriores.

Como os testes tinham sido conduzidos com o microrganismo isolado de uma tnica coldnia,
suspeitou-se que este procedimento poderia ter acarretado na selegio de um clone cuja
capacidade de produgfo havia sido perdida. Com o objetivo de comprovar tal suspeita, cerca
de 30 coldnias de diferentes didmetros foram isoladas e submetidas aos mesmos testes. A
analise dos respectivos caldos fermentados mostroun que os niveis de produgdo eram os
mesmos constatados anteriormente, bem aquém dos 10 a 12 g/1 (dados nfio mostrados).

A discrepincia observada entre os resultados obtidos e os esperados aponta para a hipotese
de perda da caracteristica de produgio, que pode ter ocorrido em algum ciclo de liofilizagdo
ou em algum ponto dos longos anos de estocagem, provavelmente anterior ao seu dep6sito
na ATCC. Por problemas semelhantes estdo passando outros grupos de pesquisadores da
Califérnia (DEMAIN, A. L. ; comunicagio pessoal) e de Cuba (VALLIN, C.; comunicagdo
pessoal), fatos que vém reforgar a hipétese proprosta.

E importante salientar que a linhagem C-10 foi utilizada industrialmente no inicio dos anos
80, tendo sido em seguida substituida por linhagens superiores. Somente alguns anos depois
ela foi depositada na ATCC. E justamente neste infervalo entre o final de sua utilizagfo
comercial e transferéncia para a ATCC que a C-10 deve ter sofrido algum problema que
provocou a redugo nos seus niveis de produgio, visto que culturas oriundas das duas fontes
ndo foram capazes de produzir cefalosporina C nas quantidades observadas na época de sua
utiliza¢¥o industrial (10 a 12 g/1).
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Outra evidéncia que reforga esta hipétese ¢ o fato do proprio Prof. DEMAIN ter afirmado ao
Dr. VALLIN que os resultados relacionados 4 produgdo de cefalosporina C das linhagens C-
10 e CW-19 e contidos no trabalho realizado por seu grupo (SHEN et al., 1986) estavam
superestimados.

E extremamente dificil apontar qual fendmeno genético seria o responsavel pela queda na
produgio porém, conforme discutido anteriormente, ele deve ter sido fruto dos varios ciclos
de liofilizaglo ou da estocagem. MacDONALD (1968) e BALL (1973) trabalharam com
linhagens de Penicillium chysogenum e explicaram o surgimento de derivativos com
produgio reduzida por ocorréncia de mutagles associadas 4 estocagem. O ultimo autor
ressalta ainda a falta de dados na literatura relativa 4 ocorréncia dessas variagdes.

Mesmo tendo constatado que a linhagem C-10 produz cerca de 2 g/l de cefalosporina C, ela
continuou a ser a cultura de maior produtividade disponivel em cole¢des de culturas e
portanto um excelente ponto de partida para um programa de melhoramento genético.

Uma sondagem na literatura disponivel revelou que, além da transformagéo com vetores
contendo genes da via biossintética da cefalosporina C, trés procedimentos cldssicos
pareceram sef mais promissores para se conseguir isolados com ganho de produgdo. Sdo
eles: mutagio e selegdo da colBnias através de halo de inibigdo, selegdo de colOnias com
crescimento vegetativo reduzido, e obteng%o de revertentes para a via do enxofre, uma vez
que este elemento esta presente na molécula de cefalosporina C e apresenta importante papel
em sua sintese.

Definidas as estratégias, os estudos foram realizados e a discussfo dos resultados obtidos
esta exposta nos itens seguintes.

5.2.3 Producio dos isolados ao acaso

5.2.3.1 Em meio solido

A ampla variagdo de producgio de cefalosporina C observada nos 1988 individuos estudados
(labela 7 e figura 10) ¢ uma ocorréncia caracteristica de trabalhos desta natureza,
especialmente naqueles envolvendo metabdlitos secundarios. SIMPSON e CATEN (1979)
verificaram fendmeno semelhante em linhagens de Penicillium chrysogenum e
estabeleceram um método de classificagiio baseado na distribuigdo dos valores de
produtividade da populagio (ftem 3.9.).
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A aplicaclio deste método nos isolados da linhagem C-10 resulton na classificagio de 54
mdividuos "+" , que foram separados e ensaiados sob agitaco.

5.2.3.2 Em meio liquide sob agitacio

Os 54 individuos classificados como "+" tiveram seus niveis de produgdo ensaiados sob
agitagao (fabela 8 e figura 11). Conforme discutido no caso da produgio em meio sélido,
houve ampla variago dos niveis de produgdo tanto nos isolados ao acaso quanto na
linhagem C-10.

Como o numero de isolados era grande e nenhum deles apresentou produgdio que se
destacasse, optou-se por classificar os individuos "+" entre os 54. Assim, somente os 3
isolados (A-79, A-818 e A-1191) passaram para a fase seguinte de testes (ftem 4.7.). Eles
produziram respectivamente 2,00, 2,06 e 2,14 g/l de cefalosporina C. Visando eliminar a
possivel interferéncia de varidveis associadas & distribuigo natural dos niveis de
produtividade, foi escolhido para efeito de comparagio o individuo da C-10 que apresentou
maior produgio (1,94 g/1, vide tabela 8).

Os resultados referentes a esta comparagfo s3o apresentados na tabela 10 e a analise
estatistica na tabela 11. A comparagio das médias (tabela 12) mostra que nenhum dos
isolados (A-79, A-818 e A-1191) apresentou produgdo significativamente superior a
linhagem C-10.

Os resultados aqui obtidos contrastam com os de CHANG e ELANDER (1979), que
conseguiram isolar 4 individuos com produgio superior dentre os 2000 ensaiados. Esta
diferenga pode se dever ao fato dos autores empregarem outra linhagem de A. chrysogenum
em seus estudos, a diferenga do método de sele¢do, ja4 que eles ensaiaram as 2000 colSnias
sob agitagio, e/ou talvez ao proprio critério de classificagfio empregado.

Com relagfio a diferenga de linhagens, deve ser enfatizado que, normalmente, quanto maior a
producdo da linhagem, maior é também a dificuldade de se conseguir isolados superniores.
Pode ser que CHANG e ELANDER (1979) tenham utilizado linhagens com produgfo bem
inferior 4 apresentada pela C-10.
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5.2.4 Producio dos mutantes com crescimento reduzido sob
agitaciio

A populagfo destes mutantes apresentou distribuigiio cujo desvio padrdo (0,4755, vide
tabela 9 e figura 12) foi maior que o apresentado pela C-10 (0,3107, vide tabela 8). A média
também foi um pouco maior: 1,4083 contra 1,3176.

Apesar dessas diferengas, a comparagiio da produgio de cefalosporina C entre as duas
populagSes demonstrou nio haver diferengas significativas entre elas (item 4.8.).

O emprego do método de classiﬁcap.’io de SIMPSON e CATEN (1979) identificoun 3
individuos "+" (M-5, M-76 e M-90) cujos niveis de produgdo foram comparados com o
isolado da C-10 que apresentou maior produgio (1,94 g/I). Os resultados estdo sumarizados
na tabela 10 e a analise estatistica na tabela 11. Através da comparacdo das médias na tabela
12, verifica-se que apenas o mutante M-76 apresentou produgfo significativamente superior
4 linhagem C-10. Em seus estudos, CHANG e ELANDER (1979) conseguiram 2 destes
mutantes com ganho de produgfo entre os 52 que testaram, freqiiéncia superior 4 encontrada
no presente trabalho. As razes para esta diferenca devem ser as mesmas discutidas no item
anterior.

A superioridade do mutante morfologico M-76 pdde ser confirmada em mais trés ensaios
(dados nio mostrados), apds os quais seus niveis de produgio baixaram para o patamar da
linhagem C-10. Como este fendmeno ocorreu de forma abrupta, é provavel que a
instabilidade presente estivesse relacionada com fatores genéticos e nfo ambientais, uma vez
que estes ultimos caracterizam-se por causarem flutuagdes na produgéo.

SKATRUD e QUEENER (1989), SMITH et al. (1991) e WALZ e KUCK (1991), utilizando
métodos diferentes, constataram que linhagens indusiriais de A chrysogenum possuem
padrdo cromossdmico claramente distingdivel das parentais, indicando que translocagdes
ocorridas durante o processo de melhoramento genético devem ter levado a rearranjos que
provavelmente s#o responsaveis pelo aumento de produgio nestas linhagens. Tendo isto em
vista, é possivel que o mutante M-76 tenha sofrido algum rearranjo que o tornou melhor
produtor, porém instavel geneticamente. Dessa forma, em poucos ciclos houve um retorno 4
estabilidade que acabou proporcionando a diminuigdo da produgdo aos niveis da linhagem
C-10.

Outro fendmeno apontado como causador de instabilidade em varias linhagens industriais ¢
a heterocariose (HAAS et al., 1956, REUSSER et al., 1961; BONATELLI e AZEVEDO,
1974). Entretanto, este tipo de ocorréncia em A. chrysogenum fica minimizado pelo fato de
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ger dificil encontrar céimlas binncleadas apos anastomose de hifas nesta espécie (PEBERDY,
1987). O autor sugere que a presenga de um segundo nicleo desestabiliza o mecanismo que
controla a relagio proporcional entre genoma e massa citoplasmatica.

HA ainda a possibilidade da instabilidade ter sido causada por fatores extranucleares,
conforme constatado por MAYNE et al. (1971).

5.3 Isolamento de mutantes resistentes

5.3.1. Ao selenato e/ou cromato

Conforme exposto po item 2.5., 0s mutantes resistentes ao selenato podem apresentar lesBes
no gene sB, que codifica a sulfato permease (enzima 1 da figura 5), e/ou no gene sC, que
codifica a ATP sulfurilase (enzima 2 da figura 5). Os mutantes resistentes também ao
cromato apresentam lesdes no gene sB. J4 os mutantes resistentes ao selenato e sensiveis ao
cromato apresentam lesSes apenas no gene sC.

A relagdo existente entre resisténcia ao selenato e/ou cromato e as lesdes nos genes sB e sC
faz deste método uma excelente maneira de se isolar mutantes deficientes para a via
metabdlica do enxoffe.

Comparando-se os niveis de resisténcia obtidos em MMS- contendo 10 mg/l de D,L-
metionina (tabela 14) com os obtidos em MMS- (fabela 15), constata-se enorme
discrepincia, ou seja, em MMS- o crescimento foi totalmente inibido numa concentrago de
selenato 256 vezes menor. Esses resultados revelam claramente que a D,L- metionina
aumenta a resisténcia da linhagem C-10 ao selenato e concordam com o observado por
QUEENER et al. (1984), onde uma outra linhagem de A chrysogenum (M-8650) teve sua
toxicidade revertida com 100 mg/1 de metionina.

No caso da curva de sobrevivéncia com coldnias isoladas (tabela 13 e figura 13) a
resisténcia foi ainda maior, tendo ocorrido crescimento em até 51,2 mM da droga.

Os niveis de tolerdncia ao selenato apresentados pela linhagem C-10 em MMS- contendo 10
mg/l de D,L-metionina s3o muito mais elevados que o3 encontrados para espécies de
Aspergillus (ARST, 1968, BUXTON et al., 1989), onde a faixa inibitonia de crescimento
situa-se em torno de 0,05 mM.
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A freqiéncia de provaveis mutantes resistentes variou de 2,42 x 106 a 18,02 x 106 em
MMS- contendo 10 mg/1 de D,I-metionina e de 0,71 x 10-6 a 5,00 x 106 em MMS- (fabelas
14 e 15). Embora nfo tenha sido possivel encontrar na literatura relatos que permitissem
uma comparac3o destes dados, as frequéncias podem ser consideradas como relativamente
altas uma vez que n#o houve tratamento com agentes mutagénicos.

A caracterizag3o dos provaveis mutantes (tabela 16) foi conduzida em MMS- contendo 2
mg/l de D,L-metionina. A concentragfio deste aminodcido foi definida apds a realizagdo de
varios testes preliminares (resultados nio mostrados) onde foi necessirio adequar
paralelamente as concentragdes de selenato. Optou-se por utilizar MMS- contendo menor
concentragio de D,L- metionina porque, neste caso, a concentragdo de selenato necessiria
para inibir totalmente o crescimento das linhagens sensiveis passou a ser 0,1 mM e nfio mais
os cerca de 12,8 mM (iabela 14) ou de 51,2 mM (tabela 13). Conforme j4 discutido, a
redugio da concentragdo de D,L-metionina no meio eleva a sensibilidade do microrganismo

4 droga.

Conforme pode ser observado no item 4.12., as 32 linhagens ensaiadas cresceram mesmo na
concentragdo mais elevada de selenato (1,6 mM) enquanto que a C-10 apresentou 100% de
inibic%o ja4 em 0,1 mM da droga. Estes resultados permitem que se possa afirmar com
seguranga que todas as linhagens ensaiadas s#o resistentes ao selenato, apresentando
portanto lesdes nos genes sB e sC, ou em apenas um deles.

A caracterizaglo dos mutantes resistentes ao selenato quanto a serem cromato sensiveis ou
cromato resistentes revelou que, dos 32 mutantes ensaiados, apenas 3 mostraram-se
sensiveis 4 droga (Item 4.13.), ou seja, apresentam les3o apenas no gene sC que codifica a
ATP sulfurilase (enzima 2 da figura 5). Os demais mutantes s3o resistentes as duas drogas,
apresentando, portanto, les#o apenas no gene sB que codifica a sulfato permease (enzima 1
da figura 5) ou em ambos os genes. Estes resultados est3o de acordo com aqueles obtidos
para Aspergillus nidulans (ARST, 1968) e para Aspergillus niger (BUXTON et al., 1989).

Comparando com os resultados obtidos com o selenato, a concentragio de cromato
necessaria para inibir totalmente o crescimento da linhagem C-10 em MMS- contendo 10
mg/l de D,L-metionina foi bem menor (0,040 mM, vide tabela 17). JA a frequéncia de
provaveis mutantes (4 x 106 a 16 x 10-6, vide item 4.11.) foi semelhante 4 constatada para os
mutantes resistentes ao selenato.

A inibigdo de crescimento detectado principalmente nas placas de in6culo pouco denso
quando a concentragio de D,L-metionina foi elevada de 10 para 100 ou 500 mg/ (item
4.11)), pode se dever a um efeito inibitorio observado por TREICHLER et al. (1978) em
mutantes de A. chrysogenum que utilizam eficientemente sulfato morg&mco para produzirem
cefalosporina C. Porém, para comprovar tal suspeita, mais estudos seriam necessarios.
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Conforme discutido no item 5.1, a linhagem C-10 foi capaz de crescer em MMS- Hquido
mesmo apos 3 etapas de in6culo, fato que reforgou a existéncia de tragos de enxofre no meio
e/ou a manutengdo de estoques intracelulares do referido elemento. Testes semelhantes
conduzidos com dois mutantes resistentes apenas ao selenato e um mutante resistente ao
selenato e ao cromato revelaram resultados idénticos. Mesmo apresentando deficiéncia na
metabolizagfo do sulfato, as linhagens conseguiram crescer afé¢ a quarta etapa de indculo
(tabela 19). Obviamente, o8 resultados agora obtidos nio descartam as hipoteses propostas

mas revelam gue o enxofre armazenado pelas células ou contido em tracos no meio encontra-
se muma forma mais reduzida que o sulfato, como por exemplo o sulfeto, na forma

fosforilada (figura 5), ou ainda na forma orginica, uma vez que os mutantes com les3o no
gene sB slio incapazes de absorver o sulfato do meio extracelular ¢ 03 mutantes com lesdo
apenas no gene sC conseguem incorporar o sulfato externo mais ndo metaboliza-lo. Apesar
da existéncia de tragos de enxofre orginico ou sulfato fosforilado no MMS- ser menos
provavel que a presenga de sulfeto, por exemplo, intracelularmente, a estocagem de qualquer
uma dessas formas ¢ perfeitamente possivel.

O fato dos mutantes sC crescerem em MMS- inviabiliza a obteng#o de revertentes e a
complementagfo da marca via transformag#o com o plasmidio pANDY 1, na medida em
que torna-se impossivel estabelecer um meio de seleg@o. Dessa forma, uma outra etapa
inicialmente proposta nfo pdde ser concluida: o teste de produgdo dos revertentes e dos
transformantes.

Todavia, a comparagdo entre a produgdio apresentada pela linhagem C-10 e a de seus
mufantes foi realizada (tabela 20 e figura 15), revelando nfo haver diferenga significativa
entre as duas populagdes. Do ponto de vista biolégico, tais resultados poderiam ser
justificados pela presenga de D,L-metionina no meio de fermentagio, facilmente
metabolizada pelos mutantes que nio conseguem absorver ou metabolizar os ions sulfato.
Aparentemente, este desvio n3o estd proporcionando dificuldades para o microrganismo,
nem com relagdo ao crescimento e nem com relagdo a produgo de cefalosporina C. A
utilizagio de estoques intracelulares nio pode ser descartada.

5.3.2 Ao benomil

Através da curva de sobrevivéncia da linhagem C-10 ao benomil (tabela 21 e 22 e figura 16)
foi observado que a inibigéo total do crescimento ocorreu na faixa de concentrago entre 1,00
e 1,25 pg/ml Estes valores foram superiores aos 0,50 a 0,75 pg/ml apresentados por
algumas linhagens de Aspergillus niger FERREIRA, 1991).
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A frequéncia média de provaveis mutantes induzidos resistentes ao benomil (12,92 x 106)
for 26 vezes maior que a dos espontineos (0,49 x 106) e semelhante & dos mutantes
resistentes ao selenato, estimada em 10,87 x 105,

A frequéncia dos provaveis mutantes resistentes ao benomil estimada neste trabalho foi
superior as obtidas por TUYL (1975) nas espécies Aspergillus nidulans, (0.5 x 105),
Aspergillus niger (2,5 x 106) e P. chrysogenum (1,0 x 10-6). O fato da linhagem C-10
apresentar frequéncia mais alta de mutantes, em parte pode ser devido as suas UFC serem
compostas principalmente por fragmentos de hifas contendo de 1 a mais de 10 células,
enquanto que nas espécies de Penicillium e Aspergillus as UFC s3o compostas basicamente
por conidios que, mesmo sendo multinucleados, nio atingem a proporgio de micleos
encontrada nos fragmentos de hifa.

A constatacdio de que existem dois niveis distintos de resisténcia nos mutantes de
Acremonium chrysogenum, sugere a ocorréncia de um fenénemo semelhante ao observado
em Aspergillus nidulans. Nesta espécie, hA pelo menos trés genes que determinam a
resisténcia ao benomil (TUYL, 1977, MORRIS, 1986), sendo que um deles (ben A) confere
alto nivel de resisténcia e codifica os polipeptideos P-tubulina 1 e 2 (HASTIE e
GEORGOPOQULOS, 1971, TUYL, 1977, SHEIR-NEISS et al., 1978), e os outros dois (ben
B e ben C) conferem resisténcia menos pronunciada a este fungicida (TUYL, 1977).

TUYL (1975) constatou que dentro de cada uma das espécies que estudou, o grau de
resisténcia dos diferentes mutantes variou de baixos até altos niveis, tendo as médias das
EDq, situado-se na faixa de 30 pg/ml para A. nidulans a mais de 500 pg/ml para A. niger.

O teste comparativo, cujos resultados estdo sumarizados na tabela 23, revelam que os
protoplastos da linhagem C-10 foram um pouco mais sensiveis ao benomil do que as formas
vegetativas. Como era de ser esperar, 0 mutante resistente cresceu em concentragdes bem
mais elevadas. A sensibilidade um pouco mais acentuada dos protoplastos provavelmente
deve-se a sua maior fragilidade.

5.3.3 A higromicina B

Os protoplastos também foram mais sensiveis a higromicina B, tendo crescido até 16 pg/ml,
do que as formas vegetativas, que foram capazes de crescer até 20 pg/ml (tabela 24). Em
fungdo desses resultados, a concentragio de antibidtico a ser utilizada no meio de selegdo

dos tansformantes sera 24 pg/ml, enquanto que no caso do isolamento de mutantes, onde s3o
utilizadas as formas vegetativas, a concentrago sera de 28 pg/ml.



A sensibilidade apresentada pela C-10 ¢ consideravelmente maior que a constatada por
SMITH et al. (1992) para a linhagem M 8650, cujos transformantes foram isolados em meio
contendo cerca de 100 pg/ml de higromicina B, e relativamente proxima & que SKATRUD
et al. (1989) observou para a linhagem 394-4, que teve seu crescimento inibido totalmente
com 15 pg/ml e foi considerada extremamente sensivel.

A frequéncia dos proviveis mutantes espontineos resistentes a higromicina B foi estimada
em 0,026 x 10-6 (item 4.20.), valor 20 vezes menor que o obtido para o benomil (item 5.3.2)

e cerca de 380 vezes menor que o constatado para o selenato (item 5.3.1.). JA a frequéncia de
provaveis mutantes induzidos pdde ser calculada em 30 x 10-7, valor 115 vezes maior que
dos espontineos.

A caracterizagdo dos provaveis mutantes revelou que a maioria deles tem EDs, acima de 72
pg/ml (tabela 25), enquanto que a linhagem C-10 teve seu crescimento totalmente inibido
com 24 pg/ml. Assim sendo, pode-se afirmar com seguranca que as 14 linhagens testadas
s3o realmente resistentes 'a higromicina B.

SMITH et al. (1992), trabalhando com a linhagem M-8650, obtiveram 135 transformantes
para resisténcia a higromicina B. Todos eles cresceram em 350 pg/ml, sendo que 70% deles
foi capaz de crescer em mais de 1600 pg/ml. Estes resultados também sdo superiores aos
constatados para os mutantes aqui testados e confiram a maior sensibilidade da linhagem
C-10.

5.4 Protoplastizacio

Uma vez estabelecido o protocolo inicial para a obtengfo de protoplastos, varios testes foram
realizados com o intuito de definir a enzima a ser utilizada, o meio de cultura e o
estabilizador osmético.

Por ter apresentado melhores resultados tanto com relag@io ao numero de protoplastos
produzidos quanto & viabilidade dos mesmos (tabela 26), a enzima Novozym 234 foi
escolhida em detrimento de sua similar comercializada pela Sigma. B importante enfatizar
que as diferencas aqui observadas nio estdo necessariamente relacionadas com a
procedéncia das enzimas. Com maior probabilidade, elas devem refletir diferengas dos lotes

de produgo.



Ja a opgdo por utilizar MC ao invés de TSA foi mais dificil, visto que os resultados tiveram
valores bem mais préximos. Houve uma diferenca de apenas 16% na viabilidade (tabela 27).

Como h4 na literatura relatos da utilizagio de vérios estabilizadores osméticos para A.
chrysogenum, entre eles a sacarose (DIEZ et al. 1987; GUTIERREZ et al. 1991 a) e cloreto
de s6dio (FAWCETT et al. 1973; HAMLYN et al. 1981), alguns testes preliminares foram
realizados (dados n#to mostrados) com o objetivo de definir o estabilizador mais apropriado.
Também foi incluido nestes testes o sorbitol nas concentra¢des de 0,15, 0,30 ¢ 0,50 M.

O cloreto de sodio 0,8 M foi aquele que permitiu a regeneragdo do maior mimero de
coldnias, porém, somente algumas delas apresentaram bom desenvolvimento. A maioria das
coldnias apresentou crescimento radial menor que 1 mm. A sacarose a 10,3% e o sorbitol a
0,30 ou 0,50 M apresentaram indices de regeneragfo semelhantes. Houve superioridade da
sacarose com relagio ao vigor das coldnias crescidas e, por isso, ela foi escolhida. Além
disso, seu prego ¢ bem menor.

Uma vez que WHITEHEAD et al. (1990) utilizaram sacarose a 20% em seus experimentos,
optou-se por testar as duas concentragdes (tabela 28). Os resultados foram praticamente
idénticos e, obviamente, a concentracio de 10,3% foi adotada para a realiza¢do dos
experimentos futuros.

Observando-se dos dados obtidos nos vérios testes donde foi utilizada a sacarose a 10,3%
com estabilizador osmoético (tabela 29), constata-se que a quantidade de micélio presente nos
ensaios pode ser considerada relativamente baixa, fato que traz uma contribuigfo positiva em
experimentos dessa natureza.

J4 o baixo niumero de protoplastos vidveis traz uma contribuigio que constrasta com a
anterior. Porém, este problema fica de certa forma minimizado pela alta eficiéncia de
protoplastiza¢do apresentada pela linhagem C-10, que situou-se na faixa de 1,0 a 4,0 x 109/g
de micélio. Estes resultados estio bem préximos dos 4,0 x 109 protoplastos/g de micélio
descritos na literatura (GUTIERREZ et al. 1991 a).

Ainda com relag3o ao nimero de protoplastos viaveis, o resultado aqui obtido (média de
1,44) foi um pouco inferior a0 encontrado por SKATRUD et al. (1987) com a linhagem
ATCC 11550, cuja média de 13 ensaios foi 1,7%s, e situou-se dentro da faixa de 2,0 a 7,0%
observada por MINUTH e ESSER (1983).



A vinbilidade dos protoplastos em A chrysogenum pode ser considerada baixa quando
comparada com ouiras espécies de fungos filamentosos, como por exemplo Aspergillus
niger e Aspergillus awamori, cujos valores situam-se na faixa de 7,5 a 19,0% (VIALTA,
1987).

5.5 Preparacio do plasmidio pBT6

A alta similaridade no grau de pureza observada entre as preparagdes 1 e 2 (fabela 30) era
esperada uma vez que o método empregado nos dois casos foi o mesmo. A grande diferenca
que estas prepara¢des apresentaram com relagfio 4 quantidade de DNA produzida deve-se,
provavelmente, a algum problema ocorrido na etapa de produgo, extragio ou purificag3o.

Ja a preparag@o 3 apresentou concentragfio final de DNA maior que a preparagdo 2, apesar
de estar com um grau de pureza inferior. Essas disparidades podem ser explicadas pelas
diferancas contidas nas metodologias empregadas para cada um dos casos. A auséncia de
tratamento com RNAse e das etapas de extragdo com clorofil e clorofane, deve ter
proporcionado menor perda de DNA na preparagio 3, mas impediu que impurezas fossem
retiradas.

5.6 Transformacio

Apesar das varias tentativas realizadas (tabela 31), niio foi possivel isolar transformantes
resistentes ao benomil. Talvez resida nesta dificuldade a raz3o pela qual nio puderam ser
encontrados na literafura relatos de transformago de linhagens de A. chArysogernum onde este
marcador tenha sido utilizado, excetuando-se o trabalho de WHITEHEAD et al. (1990),
onde o plasmidio pBT6 foi usado num sistema de co-transformagio. J4 em outras espécies
de fungos filamentosos tais como Aspergillus niger e Aspergillus nidulans, hA varios relatos
de transformag3o com o gene de resisténcia ao benomil isolado de Neurospora crassa
(ORBACH et al., 1986; RAMBOSEK e LEACH, 1987, FERREIRA, 1991).

Aldm disso, o ndo surgimento de transformantes poderia resultar do baixo nimero de
protoplastos viiveis (média 1,44; vide tabela 29) ou do fato de linhagens de uso comercial
como a C-10, que ja passaram por extensos programas de melhoramento genético, estarem
mais sujeitas a apresentar problemas de regeneragfo da parede celular e frequéncia de
transformag¢3o bem mais baixa (CULLEN e BERKA, 1987, SKATRUD et al. 1987,
ISOGAI et al., 1991b).
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Ao contrario do que ocorre com o benomil, a marca de resisténcia & higromicina B tem sido
utihzada com sucesso na transformag3o de vanas linhagens de 4. chrysogenum (SKATRUD
et al., 1987, KUCK et al. 1939; KIMURA et al. 1989; SMITH et al. 1992), apesar de sua
frequéncia ser considerada relativamente baixa, situando-se na faixa de 0,05 a 25
transformantes por micrograma de DNA (SMITH et al. 1992).

Mesmo utilizando o gene da higromicina B como marcador (plasmidio pAN7-1), ndo foi
possivel isolar transformantes nas varias tentativas realizadas. Além das justificativas acima
apontadas, o insucesso desta nova empreitada faz com que seja necessario contar, de
maneira mais incisiva, com a possibilidade da existéncia de problemas em um ou mais
passos do procedimento técnico empregado.
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6: CONCLUSOES



Deos resultados obtidos no presente trabatho, as seguintes conclusdes podem ser apresenta-
das:

a) A hinhagem C-10 de A. chrysogenum e os mutantes resistentes ao selenato e/ou cromato
dela derivados so capazes de crescer em meio liquido desprovido de qualquer fonte in-
tencional de enxofre, mesmo depois de quatro etapas de inéculo. Estas mutagdes nio alte-
raram 08 niveis de produg#o de cefalosporina C.

b) Os niveis de produgiio venficados para a linhagem C-10 foram bem inferiores aqueles
preconizados pela literatura. E provavel que esta queda na produgio deva-se a alguma
mutacio ocorrida durante os longos anos de estocagem.

¢) O unico individuo com produgdo superior obtido entre os mutantes isolados ao acaso e
morfoldgicos perdeu esta caracteristica abruptamente apos trés ensaios, caracterizando a
ocorréncia de algum tipo de instabilidade associada a fafores genéticos.

d) Os niveis de tolerdncia ao selenato apresentados pela linhagem C-10 s3o muito mais ele-
vados do que os observados em espécies do género Aspergillus, tornando-se menores &
medida que diminui a concentragdo de metionina no meio.

e) A inibi¢#o de crescimento detectada para concentragdes mais elevadas de metionina é um
fendmeno que j4 foi anteriormente observado em A. chrysogenum e pode refletir uma uti-
lizag&o mais eficiente do sulfato inorgénico.

f) A existéncia de dois niveis de resisténcia ao benomil em A. chrysogenum, sugere ocor-
réncia de fendmeno semelhante ao observado em Aspergillus nidulans, espécie onde
existern pelo menos trés genes que conferem resisténcia a esta droga.

g) A super-sensibilidade 4 higromicina B apresentada pela linhagem C-10 de 4. chrysoge-
num foi observada apenas em uma outra linhagem, a 394-4.

h) A luz ultravioleta mostrou-se um excelente agente indutor tanto para as muta¢des que
conferem resisténcia ao benomil quanto & higromicina B.

1) O baixo nimero de protoplastos viaveis apresentado pela hnhagem C-10 ¢, de certa forma,
compensado pela alta eficiéncia de protoplastiza¢do.



7: RESUMO



O objetivo inicial do presente trabalho foi elevar os ndveis de produgdo de cefalosporina C da
linhagem C-10 de Acremonium chrysogenum para que eles fossem comparaveis aos citados
na liferatura, que situam-se na faixa de 10 a 16 g/l. Apesar das inimeras fentativas,
constatou-se produgdo bem inferior, cerca de 2 g/l. Foram empregadas duas estratégias de
melhoramento: mutag3o e selego de isolados com maior produgio em meio sélido, e
mutantes morfolégicos com crescimento vegetativo reduzido. No primeiro caso n#o foi
possivel isolar qualquer coldnia com produgfo superior. Ja utilizando a segunda estratégia,
foi isolado o mutante M-76, cuja superioridade foi confirmada em apenas trés ensaios
subseqientes. A queda abrupta em seus niveis de produgio reforgou a hipétese de
instabilidade devido a alguma causa genética. Mutantes resistentes ao selenato foram
isolados e caracterizados com relago 4 tolerincia ao cromato. A maioria dos mutantes de
Acremonium chrysogenum apresentaram les3o no gene sB ou nos genes sB e sC. Somente
10% dos mutantes apresentou les3o apenas no gene sC. Todos os mutantes obtidos foram
ensaiados quanto & produgdo de cefalosporina C e mostraram-se idénticos 4 linhagem C-10.
Tanto a linhagem C-10 quanto seus mutantes resistentes ao selenato t&ém sua resisténcia 4
droga reduzida quando D,L-metionina ¢ adicionada ao meio de cultura e s3o capazes de
crescer em meio desprovido de qualquer fonte intencional de enxofre, mesmo apds quatro
etapas de inoculo. Esta ultima caracteristica impediu o isolamento de revertentes dos
mutantes sC- e a complementa¢3o da marca através da transformag#o heterdloga com o gene
sC de Aspergillus nidulans, contido no plasmidio pANDY 1. Mutantes resistentes ao
benomil foram isolados e caracterizados. Os induzidos apresentaram freqiéneia 26 vezes
maior que os espontineos. Eles exibiram dois niveis distintos de resisténcia, sugerindo a
ocorréncia de mais de um gene que confere resisténcia a esta droga. A linhagem C-10 teve
seu crescimento totalmente inibido por 20 pg/m! de higromicina B e, comparando-se com os
dados disponiveis na literatura, ela pode ser considerada super-sensivel & droga. Os
mutantes resistentes induzidos dela isolados apresentaram freqiiéncia 115 vezes maior do
que os espontdneos. Assim como ocorreu com a C-10, seus mutantes também mostraram-se
mais sensiveis 4 higromicina B do que os mutantes de outras linhagens de 4. chrysogenum.
A protoplastizagio da linhagem C-10 mostrou que a quantidade de micélio presente nas
amostras tratadas com Novozym 234 é relativamente pequena (média de 0,94%) e o nimero
de protoplastos produzidos ¢ grande (de 1,0 a 4,0 x 10%/g de micélio). Apesar disso, a
viabilidade obtida pode ser considerada baixa (média de 1,44%). O estabilizador osmético
que se revelou mais apropriado para os testes foi a sacarose a 10,3%. Finalmente, também
foi objetivo do presente trabalho transformar a linhagem C-10 com o gene tub-2 de N. crassa
(plasmidio pBT6) e com o gene hph de E. coli (plasmidio pAN7-1). Porém, com as técnicas
aqui empregadas, nfo foi possivel isolar transtormantes em nenhum dos dois casos.



8: SUMMARY



The first aim of the present work was to improve cephasporin C titre of Acremonium
chrysogenum strain C-10 in shake - flasks condition in order to reach between 10 and 16 g/},
levels that have been found by other authors. Attemps were carried out but the antibiotic titre
stayed at the same level, about 2 g/l. Two procedures were used in order to improve
cephalosporin C titre in strain C-10: mutation and selection based on antibacterial activities,
and isolation of morphological mutants that form smaller, compact colonies on a chemically
defined medium. None improved mutant was isolated when the first procedure was
employed. However, one morphological mutant (M-76) showed a higher level of
cephalosporin C production. After three fermentation cicles, the M-76 titre decreased
abruptly showing that this phenomenon is probabily related to genetics factors. Selenate
resistent mutants were isolated and their levels of resistence to the drug was studied. They
were also investigated about being cromate sensible or cromate resistent. Only ten percent of
the selenate resistent mutants was cromate sensible and therefore showed lesions in the gene
sC enconding sulphate adenyltransferase. The cromate resistent mutants have lost their
sulphate permease and/or sulphate adenyltransferase activities due to lesons in gene sC, or
both sC and sB. All the isolated mutants have their cephalosporin C titre tested but none of
them had its titre improved. The selenate resistent mutants and the strain C-10 showed a
decrease in their resistence levels when methionine was added to the medium. They also
were able to grow in liquid midium without any intencional source of sulphur, even after
four inoculation steps. So, it was impossible to isolate revertents for sC- mutation and to

complement this mark through a heterologous transformation using the gene sC from
| Aspergillus nidulans (plasmid pANDY-1). Benomyl resistent mutants were also isolated.
Those obtained by UV treatment showed frequences 26 times higher than the spontaneous
one. They exhibit two different levels of resistence, suggesting the occurence of more than
one gene responsible for benomyl resistence. Strain C-10 can be considered super-sensible to
hygromycin B because its growth was completely inhibited by 20 pg/ml of the antibiotic.
The resistent mutants isolated after being induced by UV light showed a frequence 115 times
higher than the spontaneous one. Like it was observed to C-10, the resistent mutants also
were more sensible to hygromycin B than mutants isolated from other strains of Acremonium
chrysogenum. During the protoplastization tests, it was observed that samples treated with
Novozym 234 contained few micelium fragments (average of 0,94%) and a high number of
protoplasts (between 1,0 and 4,0 x 109/g of micelium). The best osmotic estabilizer was
sucrose 10,3%. Finally, attemps to transform protoplasts of strain C-10 using the gene fub-2
from Neurospora crassa or the gene hph from E. coli have failed. Neither benomyl nor
hygromycin B resistent mutants were isolated from the selective media.
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