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Resumo

A cefamicina C é uma cefalosporina natural produzidr Streptomyces clavuligerute
grande importancia na industria farmacéutica, éstan antibiotico beta-lactamico que atua
como um inibidor da sintese da parede celular. Adienpossuir atividade contra bactérias
Gram-negativas, a cefamicina C é resistente a @gd@mzimas beta-lactamases responsaveis
pela resisténcia a acdo das penicilinas. Tendoista as restritas informacdes na literatura
sobre as etapas do processo industrial de prodisg&efamicina C, torna-se indispensavel o
estudo dos processos de producdo e separacdo aegiidtico para que seja possivel
disponibilizar sua tecnologia ao setor produtivo.p@sente trabalho buscou desenvolver
protocolos alternativos para isolar e purificar postos que apresentam atividade
antibacteriana produzidgsor Streptomyces clavuligerd8SM 738 como a cefamicina C e
penicilinas.

A sequéncia de etapas de purificacdo utilizadadandsssertacdo constou de: 1)
Microfiltracdo do caldo para a separacéo de cékilsdlidos insolaveis; 2) Ultrafiltracdo para
a separacdo de subprodutos de alto peso molecatan proteinas e enzimas; 3) Utilizacédo
de processo de adsor¢cdo com resina néo ionicacparhcacdo do caldo e finalmente a
hipotese de trabalho desta dissertacdo foi deaaplim processo de adsorcéo por troca idnica
para a separacdo de compostos com atividade aetilba@, os quais podem ser a Cefamicina
C e a Penicilina N. Cabe ressaltar que a cefam{€indo esta disponivel no mercado, sendo
restrita as industrias que detém a tecnologia deygéo. Se utilizou o metodo biologico teste
de atividade bacteriolégica com a bactéescherichia coliESS comtra beta-lactamicos
totais.

Analises realizada por RMN mostram que a utilizagaamicrofiltracdo e ultrafiltragéo
sao fundamentais como etapas iniciais de purifwagddsegunda etapa de purificagdo com
resina nao idnica (Amberlite XAD-4) mostrou suai@incia na retencédo de pigmentos, e por
fim, com este caldo clarificado, foi possivel sepatuas fracdes majoritarias e bem definidas
com atividade antibacteriana, através da utilizagaoresina de troca anidnica (QXL da
Amershan), utilizando como eluentes NaCl esCBONa. As analises realizadas por RMN-
'H mostraram que a primeira fracdo pode representaplécula de uma cefalosporina, tal

como é a cefamicina C, dentre outros compostos.
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Abstract

The cephamycin C is a natural cephalosporin pralbgeStreptomyces clavuligerus
of great importance in the pharmaceutical indugtrig ap-lactam antibiotic that acts as an
inhibitor of the cellular wall synthesis. Besidesre activity against Gram-negative bacteria,
the cephamycin C is resistant to the actionfdéctamase enzymes responsible for the
resistance to penicillin. The information availabfe the literature, on the stages of the
industrial production process of cephamycin C iarsely found, studying the production
process and the antibiotic separation is essettiglrovide technology to the production
section. The present study aimed to develop aligmarotocols to isolate and purify
composites produced I8treptomyces clavuligerdi3SM 738, such as the cephamycin C and
penicillin, which present antibacterial activity.

The sequence of purification stages proposed i3 thork consisted of: 1)
Microfiltration of the broth for the separating lseind insoluble solids; 2) Ultrafiltration for
the separation of high molecular weight sub proslustich as proteins and enzymes; 3) Use
of adsorption process with non ionic resin for thveth clarification; and 4) Finally, the
hipotese this work, the adsorption process by ierithange, for the separation of composites
with antibacterial activity, such as cephamycin @ &enicillin N. On the other hand,
cephamycin C is not available in the market, beesiricted to the industries that possess the
production technology. The biological method of ickofor the bacteriological activity test

was theEscherichia colESS bacteria against @Hllactams.

RMN-'H analysis showed that the use of the microfiratand ultrafiltration are
essential as first purification stages. The secpudfication stage with non ionic resin
(Amberlite XAD-4) showed to be efficient on retaigi pigments, finally, with this clarified
broth, it was possible to separate two major ant defined fractions with antibacterial
activity, by the use of an anion exchange resin I(QX Amershan), utilizing NaCl and
CH3COONa as mobile phase. Analysis by RNN-showed that the first fraction can

represent a cephalosporin molecule, such as cemla@yamong others compounds.
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1. INTRODUCAO

Os antibidticos sao substancias quimicas produzdasnicrorganismos que
em baixas concentragcdes combatem o crescimentotaes anicrorganismos patogénicos. Os
antibioticos sdo produtos do metabolismo secundégidungos filamentosos e bactérias do
grupo actinomicetos (Madigan, 2004).

As enfermidades infecciosas tiveram influéncia demi determinante na
evolucdo da Historia do Homem e continuam sendeoireipal causa da mortalidade no
mundo. A partir da Segunda Guerra Mundial, centeleasagentes antimicrobianos foram
descobertos e ao longo dos anos foram desenvoleminpostos mais potentes, seguros e
efetivos, ndo s6 contra bactérias, mas tambémacuittrs, fungos e parasitas.

Entretanto, os seres humanos na ambicdo de melasraondicdes de vida,
modificaram o0 meio ambiente de tal forma que cagase torna mais facil a instalacéo de
microrganismos patogénicos, geralmente em comuesdadneraveis. Como resultado, o uso
indiscriminado dos antibiéticos tornou-se um fatevante para o crescente problema global
relacionado ao avanco da resisténcia bacterianardibsoticos (Shinohara et £004).

Devido a isso, iniciou-se a procura de novos agefaemacologicamente
ativos obtidos por triagens a partir de fontes naagy como fermentacdo de microrganismos e
de extratos de plantas, que levou ao descobrintentouitos compostos clinicamente usados
no tratamento de doencas.

O primeiro antibiético natural descoberto foi a ipdima por Alexander
Flemming em 1928. A partir dos estudos sobre éstaftos descobriu-se, casualmente, a
destruicdo de colbnias de bactérias pela acdo ddungo o qual pertencia ao género
Penicillium, do qual se deriva o nome penicilina, dando-sgdrd uma nova etapa na historia
da humanidade.

Este antibidtico beta-lactamico continua sendo asnmportante composto
depois de mais de 80 anos de uso e, assim comodeenvados, é usado contra agentes
antibacterianos com poucos efeitos colaterais (ld£ed al. 1980).

No entanto, existe um grande numero de patogenpazes de produzir
enzimas chamadas beta-lactamases, dentre os qudgestacamEscherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Haemophilus influenzderoteus vulgaris Essas enzimas degradam esses
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antibioticos ao hidrolisar o anel beta-lactamicerapdo uma substancia inativa contra
doengas.

Os compostos beta-lactamicos sdo os mais impaostamibioticos para uso
clinico como agentes antimicrobianos. O papel ingmde destes compostos é a toxicidade
seletiva como inibidores da biogénese do peptidsooth na parede celular bacteriana de
organismos patogénicos. (Rodriguez gt2408).

Pelo menos 70 dos aproximadamente 100 antibidtisados no tratamento de
infeccdes humanas séo derivados de substanciaszpaad pelo génerStreptomycegPrasad
et al.1999). As espécies do gén&treptomyceséao bactérias miceliais que crescem na terra
com um ciclo de vida complexo, produzindo uma exttmaria diversidade de metabdlitos
secundarios, biologicamente ativos, com signifioagaedica e industrial (Harrison et
al.,1971).

Durante as pesquisas na busca de novos antibidtarasn isolados de
microrganismos capazes de produzir inibidores déa-lbetamases, dentre eles, o
actinomicetdStreptomyces clavuliger€oleman et al., 1994). Culturas desse microrgamis
produziram metabdlitos secundarios, tais como defaenC e penicilina N.

Uma interessante e especial propriedade das céfi@asié sua excepcional
resisténcia a degradacdo por beta-lactamases. énia C é importante no mercado
mundial por ser matéria prima para a produgdo déiatcos utilizados no tratamento de
infec¢cdes. Outro composto de importancia mundial &cido clavulanico que associado a
outros beta-lactamicos, como a ampicilina e amlx&i permitem que estes antibidticos
recuperem sua eficicia e amplie o espectro de acao.

As cefamicinas isoladas no inicio da década deef®Merck & Co Inc. e pela
Eli Lilly & Co, pertencem a uma importante clasgecompostos com atividade antibiotica de
amplo espectro contra bactérias, incluindo um grandnero de microrganismos resistentes a
cefalosporinas e penicilinas. O crescente interdaseindustrias farmacéuticas pelos varios
antibiéticos beta-lactamicos nas ultimas décadasetagido o aperfeicoamento dos métodos
de producao através da modificacdo das caractadstio processo de producao, linhagem
microbioldgica e das técnicas de separacao e diicpg@io. A separacao desses antibidticos,
pode envolver varios métodos de extracdo e putdizagque tém um importante papel no
custo do processo (Ghosh et al.,1996).

A presente dissertacdo de mestrado buscou desenvaim protocolo
alternativo para purificar e separar compostos tiviost produzidos porStreptomyces

clavuligerus
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho de dissertacaafpartir de uma sequéncia
de operacgdes unitarias quais sejam: microfiltraglmafiltracdo e adsor¢cdo ndo especifica
de caldo de cultivo détreptomyces clavuligerudMS 738, utilizar a adsorgcéo por
cromatografia de troca i6nica para separar compasin atividade biolégica contra a
bactériaEscherichia colESS. Para isso, as seguintes etapas foram desielagolv

- Isolamento e purificagdo, dos compostos presemtesolucdo obtida, aplicando-se a
adsorcéao por troca ibnica em coluna de leito fitizando a resina QXL;

- Avaliacéo de diferentes eluentes na separac&ordpostos bioativos;

- Avaliacdo das caracteristicas quimicas dos cotopagparados no processo de adsorgcéo
por troca ionica;

- Verificacéo da estabilidade dos compostos separad
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibiéticos

Em 1928, Alexander Fleming observou que o cresdioneta bactéria
Staphylococcus aurewsa inibido por colonias de fungos que haviamammado a placa de
Petri. O fungo foi identificado comdPenicillium notatum e o componente ativo,
posteriormente isolado, foi denominado como pengi(Arnold et al 1999). De inicio, a
descoberta ndo despertou interesse até a eclos8egimda Guerra Mundial, em 1939. A
partir dessa situacdo, com a finalidade de eviéadgs desnecessarias dos soldados, foram
entdo ampliadas as pesquisas com relagéo a prodagiocomposto. Em 1940, um grupo de
cientistas da Universidade de Oxford, chefiadohboward Florey e Erns Chain, retomou as
pesquisas de Fleming e conseguiram produzir pewcpara fins terapéuticos em escala
industrial, inaugurando uma nova época para a nmedidenominada a era dos antibidticos.

Reacdes inibidoras similares entre colénias em reéiomlo sdo comumente
observadas em microbiologia e 0 mecanismo de #&ib& conhecido como antibiose. Os
antibioticos sdo relativamente dificeis de sererscaleertos, e poucos possuem valor
medicinal ou comercial, sendo produzidos princigadta por fungos filamentosos e por
bactérias do grupo actinomicetos (Madigan, 200dhnds estas bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Cerca de 60 % do total de antda$tproduzidos no mundo séo antibiéticos
beta-lactamicos (Ghosh et,a996).

Muitos antibioticos exibem efeitos colaterais t@&i@m seres vivos e 0 UsO na
area clinica requer que eles sejam monitorados poecisdo em fluidos biologicos.
Semelhantemente as determinacfes precisas de @oodlg; antibidticos em caldos de
fermentacdo microbianos € um aspecto critico nagsso industrial. No passado, 0s
antibioticos eram monitorados em fluidos biolégicealizando-se varias diluicbes e medindo
a acado inibitéria em vitro. Tais técnicas de ensaasomem tempo e ndo permitem a

quantificacao das perdas destes metabdlitos giNitsson-Ehle et al., 1983).
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2.2 Streptomyces clavuligerus

Os actinomicetos do génes&treptomycetem grande habilidade para produzir
metabolitos secundarios sendo responsaveis petigio de mais de 80% dos antibidticos
utilizados. Dentre este grupo, a espéeSieeptomyces clavuligeruproduz mais de 20
metabolitos secundarios, incluindo muitos antibiigi beta-lactdmicos como cefamicina C,
isopenicilina N, penicilina N, acido clavulaniceatetoxicefalosporina C e outros.

O Streptomyces clavuligery€oleman et al., 1994) € um grupo de bactérias
que forma filamentos ramificados, com caractelstide bactérias e fungos (Borém, 1998).
Por tanto,é uma espécie da bactéria gram-positiva que fongiramente descrita por
Higgens e Kastner (1971), ao isolar uma amostraofle de América do Sul. O nome do
actinomiceto refere-se a forma de sua esporulagdiorolamento de extremidades em forma
de ramos “clavula” e do sufixo “igerus”, sendo sesgoros cinza com tons esverdeados.

Segundo Coleman (1998&}reptomyces clavuliger#suma espécie da bactéria
Gram-positiva que foi primeiramente descrita pogddins e Kastner (1971), ao isolar uma
amostra de solo de América do Sul. O nome do auviteio refere-se a forma de sua
esporulacdo com rolamento de extremidades em falenaamos “clavula” e do sufixo
“igerus”, sendo seus esporos cinza com tons esmeode Esta bactéria cresce em forma
filamentos ramificados, e possui caracteristicabalgérias e fungos (Borém, 1998)ma
importante caracteristica é que esta espécie mapaz de assimilar glicose como fonte de
carbono, pois ndo possui um sistema de transpergicbse (Ilves e Bushell, 1997). Além
disso, possui todas as enzimas do ciclo de urgagee incomum para um procarionte.

Em 1973, Brown detectou um potente efeito inibidte um caldo de
Streptomyces clavuligeruslo qual um composto foi isolado e identificadanooacido
clavulanico, e sua molécula registrada em 1976.uAdgactinomicetos produtores de
compostos beta-lactamicos descritos na literatéica Streptomyces catley&treptomyces

lactamdurangKern et al., 1980); Inamine et al., (1976).

2.3 Antibidticos beta-lactamicos

Os antibidticos beta-lactamicos sdo peptideos meadibs que atuam como
inibidores da biossintese do peptidoglicano emébiast procariontes, afetando a integridade
da célula (Liras et al., 1999). Sdo denominados-laetamicos por apresentarem na sua
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estrutura molecular um anel de mesmo nome e vedosgilizados como matéria-prima na
producéo via sintese quimica de antibidticos séméticos (Vandamme et al,1984).

Uma grande variedade destes compostos pertencanbessma familia de
moléculas foi descoberta nas ultimas trés décdtmas et al., 2006)O grande sucesso dos
beta-lactdmicos no tratamento de infec¢Bes € devisioa alta eficiéncia e baixa toxicidade
(Brakhage et al, 1998), sendo de grande interdgsecc Qualquer alteracdo no anel beta-
lactamico destes compostos resulta na perda ddaates antibacteriana. Produzidos tanto por
eucariontes como procariontes, a estrutura basicaailoria de compostos beta-lactamicos é
formada por trés aminoacidos como precursores.odcid-aminoadipico (La-AAA), L-
cisteina e L-valina, ligados entre si, e formandwo piclizacdo a estrutura do anel beta-
lactamico. A estrutura da penicilina é formada ptalo 6-aminopenicilanico (6-APA) mais
um residuo acila e a estrutura das cefalospororasatia pelo Acido 7-aminocefalosporinico
(7-ACA) (Figura 2.1).

¢ PENICTLINAS

I _______________ |
AMINOACIDOS : i = = s |
: oy -1
ESSENCIAIS : Rﬁ('}’ N —‘l".3 T\ s
: i 7 i T, 1
: — N3 CH
H Q ; 0/ + ? !
H :-.-.............-.-"-I ‘, 1
HZN\i/\/\H/OH Residuoacila | COOH :
CO.H 0 ity -
R - Acido 6-aminopenicilanico (6-APA)
L-g-aminoadipico
H SH
HaNaZ _ * CEFALOSPORINAS
g’ OH o momm—mmmmm - 1
; i Ry H |
L-cisteina i ! : - S I
HN H oy =~ [
| N 7 |r> 2 I
: | 8 Ns 4) 1
: |
N coz o OOH o) R,
Lovalina Cadeia do Acido 7-aminoadipico : COOH :

Acido 7-aminocefalosporinico (7-ACA)

Figura 2.1. Penicilinas e cefalosporinas, geradas a partiios aminoacidos essenciais. (O’ Sullivan et al.,
Jensen et al., e Demain et al.).

Os compostos beta-lactamicos sado geralmente deemataromatica podem-se

comportar como um acidou como uma bas@ois 0 grupo amino presente na sua estrutura
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em solugédo aquosa com um pH abaixo do ponto ismeléte comporta como um &cido, e o
grupo carboxilico do anel beta-lactamico se congpooimo &nion em solugdo aquosa heutra,

0 gque os torna compostos anfotéricos (Figura 2.2).

NH, N NH," Ht ?le
— I — -
H-{:-COOH H-‘iI-COO- H-?-COO
R R R
Q>0 Carga total = 0 Q<0
BAIXO pH PONTO ISOELETRICO ALTO pH

Figura 2.2. Carateristicas anfotéricas dos compostos be@etamicos.

De acordo com a estrutura quimica, os antibiotizia-lactamicos podem ser
classificados em cinco subclasses. Todos essesgyrapm excecdo dos monobactamicos,
possuem um sistema de anéis biciclicos. Segundstratiga as classes se dividem em
penicilinas, cefalosporinas, clavams, carbapenenmorobactamicos (O’Sullivan et al.,
1980). No ano 2006 Liras e colaboradores separaes eompostos em dois grupos
majoritarios: compostos beta-lactamicos conven@om@ado convencionais.

Os compostos convencionais séo:

> Penicilinas

A estrutura deste composto consiste em um nucleilo “penam” formado
por um anel beta-lactdmico condensado a um aneinde membros que contém um atomo
enxofre conhecido como tiazolidina (Figura 2.3pgado ao grupo amino na posicao seis do
nacleo ha um grupo amino. O nucleo da penicilinambim €& chamado de &acido 6-
aminopenicilanico (6-APA).

O arranjo bi ciclico de anéis é fundamental paedivadade, conferindo uma
grande tensdo ao sistema: quanto maior a tenséar, aratividade e também a instabilidade.
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Figura 2.3. Estruturas principais das penicilinas e dasefalosporinas. O anel beta-lactamico mais o anel
tiazolidinico formam um nucleo penan, em penicilina. O anel beta-lactamico mais o anel diidrotiazina
formam o nucleo cefems em cefalosporinas.

Uma modificacdo ou alteracdo vinculada na cadeimaadipil, ligada ao
carbono seis do anel beta-lactamico (Figura 2e$ulta em compostos com diferentes
propriedades antibacterianas e farmacoldgicas. tdfrisquatro classes de penicilinas:
penicilinas padrdo, penicilinas antiestafilococicgmi penicilinas penicilase-resistentes,
resistente a acdo da penicilinase produzidas $&phylococcus aurelysaminopenicilinas
(administravel por via oral, ativas contra Gramate@s:E. col) e carboxipenicilinas (ativas

contraPseudomonas aeruginosanenos ativas contra Gram-positivas).

1S H d
. / ",,/ HZN\(\/-\H/H'—-—‘-I/\S}/ CH,
- COOH 0 0/_ N A oHy
COQH "COOH
(a) (b)

Figura 2.4. (a) Férmula estrutural das penicilinas, (b) peicilina N apresenta uma cadeia aminoadipil .

As penicilinas padrédo séo representadas pela peai€& ou benzilpenicilina
(Figura 2.5 (a)) e pela penicilina V (Figura 2%). A penicilina G revolucionou o tratamento

de uma grande variedade de infec¢cdes causadasagéribs do génerStaphylococcysas

17



quais, até o momento, ndo possuiam tratamentoaBshebtico exibe baixa absor¢cado quando
administrado por via oral, por ser inativado peloocsgastrico no estbmago.

H

N =S
O O//—N /
’ CO,H
(b)

Figura 2.5. (a) Penicilina G e (b) Penicilina V.

Logo se aperfeicoaram o0s métodos naturais de dimenips primeiros
antibidticos, surgindo os antibioticos sintetizadodaboratorio e, com isso, iniciou-se a fase
industrial da producdo de antibidticos. A penialiv foi desenvolvida para suplantar a
desvantagem da benzilpenicilina. Existem outrasicperas naturais ou intermediarias

isolaveis como a isopenicilina N ou penicilina N.
> Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo moléculas que contém um mtckfem” formado por
um anel beta-lactamico e um anel de seis membnasjado dihidrotiazina. (Figura 2.3).

As cefalosporinas séo produzidas por diferentegcgsp de actinomicetos ou
bactérias filamentosas e fungos, apresentando unbrde acdo comum, como também

precursores biossintéticos semelhantes (Aharon@wik, 1992).
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Uma modificacdo das cefalosporinas dao lugar ammgeinas. Apresenta-se
na Figura 2.6 (a) a estrutura geral de uma cgfalos'a. O nudcleo principal de uma
cefalosporina é chamado acido 7-aminocefalospad@ACA), e os diferentes grupos R1,
R2 e R3 ligados a molécula produzem uma variedadaliférentes cefalosporinas. As
modificagdes na posicéo sete do anel beta-lactadatErminam o espectro antibacteriano, e
a mudanca na posicdo trés do anel diidrotiazinicadificam a farmacocinética e o
metabolismo do medicamento (Pumarola 1987).

A cefalosporina foi descoberta em 1949 e sua estruguimicamente
caracterizada como cefalosporina C em 1955 (Figugdb)) sendo originalmente, isolada do
fungo Cephalosporium acremoniufewton et al., 1955). Esta cefalosporina aprestarte

atividade contra certas bactérias Gram-negativam@n et 311999).

R, H
H - T LS
R
1 N -

3

N 4/
0 0 CH,R;
COOH
(@)
(l

L

.

H
= .5
HDJ\l/\/\F(N\?_T/
MH, 0 D/—H 2 D\H/BH3
0
0 OH

(b)

Figura 2.6. (a) Formula estrutural geral das cefalosporina (b) cefalosporina C.

Outras cefalosporinas como as cefabacinas saozdadgupor bactérias Gram-
negativas e frequientemente apresentam um grupdldo(r€@HO) ligado ao carbono sete
(Liras et al, 2006).

Além dos compostos beta-lactamicos classicos, magauturas de compostos
beta-lactamicos né&o-convencionais foram descobestasracterizados desde 1970. Estes

antibioticos também geram um grande interesseifi@ne industrial, e por iSso 0s processos
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produtivos, a rota biossintética e mecanismos gmwetenvolvidos na biossintese pelos
microrganismos produtores estdo sendo atualmevestipados. Como exemplo pode-se citar
0s carbapenens, as clavamas e os monolactamicesloDe natureza do segundo anel, os
precursores e a rota biossintética destes compséatsliferentes das classicas penicilinas e
cefalosporinas, 0 que sugere que esses composte der uma origem evolutiva diferente
(Liras 2006).

> Carbapenems

Produzidos por diferentes géneros 8teptomycessomo a Streptomyces
cattleyae Streptomyces olivace(®’ Sullivan). Ligado ao anel beta-lactamico gstésente o
anel penem. Este anel possui cinco membros e cant@dtomo de carbono na posi¢cdo um,
substituindo o 4tomo de enxofre, comumente enadmtreos antibioticos beta-lactamicos

convencionais (Figura 2.7).

COOH

Figura 2.7. Férmula estrutural dos carbapenens.

Os carbapenems possuem amplo espectro de aca&stédeis frente a maioria
das beta-lactamases e capazes de inibir a bicssigéepeptideoglicano, sendo a tienamicina
um modelo de estrutura desta familia.

De todos os antibioticos beta-lactamicos, os caha&ms possuem 0 espectro
de atividade mais amplo e por isso sdo utilizadogatamento de infeccdes polimicrobianas,
dispensando, assim, a utilizacdo de dois ou maibi@icos (Kropp et al., 1985). Existem

dois carbapenens disponiveis: o imipenem e meropene
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> Clavamas

As clavamas geralmente tém uma estrutura de acielibd, sendo semelhante

ao anel das penicilinas.
Na molécula do acido clavulanico, produzido Btneptomyces clavuligerus

e em outras clavamas, o segundo anel é denomineamlaminico, que inclui oxigénio
(Figura 2.8 (a)) em vez de um atomo do enxofreaconorre em compostos beta-lactamicos
classicos. Este composto € o mais conhecido inilnde beta-lactamases bacterianos, sendo
utilizado em conjunto com outros antibioticos com@amoxicilina, ampicilina e ticarcilina
(Figura 2.8 (b) e (c)).

H
G_|: O
~—N
g ¢ H
CO,H

(@)

Q/'“?Iff

OH

CO-H
(b)
@jﬁ;
CDQH

(©)

Figura 2.8. Formulas estruturais de: (a) acido clavulanicab) Amoxicilina e (c) Ampicilina.
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> Monobactamicos

O nome monobactamicos é a forma abreviada para-ldméanicos
monociclicos, e sao produzidos principalmente petectérias Gluconobacter sp.
Pseudomonas acidophjlaAcetobacter spOs monobactamicos consistem em um Unico anel
beta-lactamico, ligado ao grupo acido sulfonico iferdntes cadeias laterais. O Unico
monobactamico disponivel comercialmente é o Azaegrum monobactam sintético (Figura
2.9), ativo contra bacilos aerébios Gram-negatiiferente de outros beta-lactamicos, estes
compostos ndo possuem nenhuma atividade contr&riaactGram-positivas e tampouco
contra organismos anaerébicos. Podem ser utilizasoimdividuos com alergias a penicilinas
e a cefalosporinas.

Outro monobactamico, a Nocardicina, é produzidagmbnomicetos como a

Nocardia uniformise Flexibacter alginoliquefacien@\oki et al, 1976 e O’Sullivan et al.).
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Figura 2.9. Férmula estrutural de um (a) monobactama e d¢b) aztreonam.
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2.4 Beta-lactamases

As Dbeta-lactamases denominadas inicialmente pigaisds, sdo enzimas
potencialmente ativas contra diferentes antibigtioeta-lactamicos, hidrolisando a ligacéo C-
N do anel beta-lactamico de penicilinas e cefalosps. Foram classificadas (Tabela 2-1) de

acordo com a preferéncia pelo substrato, pelo noande acdo e por outros parametros
bioquimicos (Baggaley et al., 1997).

Tabela 2-1. Classificacdo das beta-lactamases, repentam o maior desafio clinico, os
beta-lactamases da serina (Baggaley et al., 1997).

BETA- . M.O
SITIO ACAO
CLASSES| LACTAMASES ATIVO Produtores
Seletivas para penicilinas, a| Escherichia coli
Penicilinases . hidrélise do anel produz Staphylococcus
A Serina . . . .
derivados de acido penicildico aureus
Emprega um ion metalico de
. Zn**; o local ativo deles pode ser Bacillus cereus
Metalo-enzimas Metal | . . .
B (Zn) inibido por compostos quelantes.
Sao de crescente importancia.
: . Pseudomonas
. Seletivas contra cefalosporinas, i
Cefalosporinases . . aeruginosa
C Serina hidrolisando o anel. o .
Escherichia coli
: : Pseudomonas
- Representam o maior desafig .
Oxaciloinases . . aeruginosa
D Serina clinico.

Escherichia coli

Os principais mecanismos de resisténcia aos bet@yacos segundo Wright,

(2005) séao:

> A hidrélise enzimatica do anel beta-lactamico pafaima beta-lactamase. E o mais
importante dos trés mecanismos e ocorre com ofl@staos, gonococos, enterobactérias e
Bacterdides fragilis Existem muitas beta-lactamases que diferem enmoter de
especificidade pelo substrato.

» O segundo mecanismo mais importante da resist&n@aalteracdo dos sitios-alvo,
denominados proteinas ligantes da penicilina (PBRgracdes em uma proteina especifica

ligante das penicilinas constituem o principal nmés@o de resisténcia nos estafilococos.
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» Um terceiro mecanismo de resisténcia consiste nmagabilidade reduzida das
membranas celulares das bactérias Gram-negativas.

» Outras como a hiperproducéo de beta-lactamases.

2.5 Reatividade de Anel Beta-lactamico

A unido (O=C-N) dos antibidticos beta-lactamicos wma amida
excepcionalmente reativa. A carbonila da amidacseporta como uma cetona que possui
alta sensibilidade a ataques nucleofilicos capdeegcilar uma diversidade destes reagentes
nucleofilicos. E este o sitio, onde estes composfs atacados pelas enzimas beta-
lactamases.

A consideravel tensédo no anel de quatro membraxeaer a for¢ca impulsora
da grande reatividade. O anel se abre e liberas@éitequando acila um nucledfilo. A abertura

do anel beta-lactamico é acompanhada pela pealaltoatividade.

2.5.1 Hidrolise Enzimatica

E amplamente aceito que a hidrdlise enzimaticacdogpostos beta-lactamicos
€ uma reacdo semelhante as primeiras etapas déd®sede formacdo das acil-enzimas. A
hidrolise das penicilinas, cefalosporinas e degadicia-se com o ataque nucleofilico sobre
o carbono carbonilico do anel beta-lactamico, coseguinte formagdo de um intermédio
tetraédrico, seguida da abertura do anel. Podbesan@r este mecanismo na

Figura 2.10.

2.5.2 Alteracdes dos Sitios Alvo ou Modificacdo dos Sisale Ligacao

Os antibidticos beta-lactamicos se ligam a enziquas participam da sintese
da parede celular, chamadas PBPanicillin Binding Proteins) ou Proteinas ligadoras de
penicilina.

O objetivo dos antibioticos beta-lactamicos é acdes PBPs, o ataque
nucleofilico sobre o anel beta-lactamico é um modelequado desta reacdo enzimatica,
tratando-se de uma das reacdes mais estudadage dent PBPs, encontram-se as

transpeptidases. Atuando sobre estas enzimasrawdtapa da sintese do peptideoglicano ndo
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ocorre, impedindo a reacdo da transpeptidacaoélptussivel devido a semelhanca estrutural
entre compostos beta-lactamicos e a D-alanina natrda enzima.

NHCOR
ROCHN ROCHN
\ . \ O
I~ I\ S )
%02— OH %02— Enz-Ser Y _
/ H,0 02
Enz-Ser 2
/OH
Enz-Ser
NHCOR
O S
.-*‘“\\
OH HN\)\
%02_
OH
Enz-Ser

Figura 2.10. Hidrélise das penicilinas pela enzima betadtamase nucledfilo serina.

Na Figura 2.11 € mostrado como o grupo carboralamida do antibidtico
beta-lactamico acila um grupo amino da enzima due ma sintese da parede celular. A
enzima acilada fica inativa e consequentementaredp celular ndo se forma e a bactéria

entra em ciclo litico e morre.

@ H 0 H
Q—Q —€ Hi—‘! —"!‘ @—0 —CH —g —I‘!J
=, CHz : >_'/5 CHa
{j/jN:%HE O’F’f N%CHg
07 COOH %H |-||

MHz

Figura 2.11. O grupo carbonila da amida do antibidtico bet-lactamico acila um grupo amino da enzima.
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2.6 Rota Biossintética

Compreender a biossintese e genética moleculasdesinpostos tem sido um
desafio para microbiologistas ao longo das ultidisadas. A expressédo de agrupamentos de
genes dos antibidticos € controlado por diferefamslias de proteinas reguladoras. O estudo
e compreensao da rota biossintetica também é iamgerpara a engenharia de processos de
separacao, uma vez que o conhecimento dos progiaesnientes da rota podem auxiliar na
escolha das condi¢cbes de operacéo.

Os mecanismos de regulacdo do metabolismo secanddriStreptomyces
parece ser um processo complexo que opera a ddesreiveis. Existe um esquema geral
(Figura 2.12) da rota biossintética das penidlinacefalosporinas, que foi elaborado a partir
de dados obtidos de varios microrganismos prodsitatestes antibidticos. Nenhum
microrganismo € capaz de realizar toda a sérieededes mostradas, mas todos eles sao
capazes de realizar uma série de passos metabdhicnais até isopenicilina N, o
intermediario comum para a formacdo da maior pdds antibidticos beta-lactamicos
(Demain et al., 1982).

Dependendo do composto a ser sintetizado, saoriégsiaiferentes passos.
Por exemplo, a biossintese da penicilina requesgsasimples, mas a biossintese da
cefalosporina C e cefamicina C requerem passossuofisgicados (Santamarta et al., 2002).

No primeiro ciclo de reacdo da biossintese, penésle cefalosporinas tém os
primeiros dois passos em comum. Os aminoacidosi@es acido le—aminoadipico (La-
AAA), L-cisteina e L-valina sdo ativados com ATRa@ndensados, formando o tripeptideo
linear L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV). Este interediario foi primeiramente
encontrado em 1960 como um componente intraceld&@rPenicillium chrysogenum
(Arnstein, 1960). A reacao é catalisada por umeaienzima multifuncional, designada ACV
sintetase (ACVS).

O tripéptideo linear (ACV) é oxidado, fechando elapermitindo a formacao
da isopenicilina N (IPN). Este passo € realizadta pmzima chamada isopenicilina N
isomerase ou ACYV ciclase (Kern et al. 1980). A ¥ Nma estrutura biciclica que apresenta o
anel beta-lactamico, unido ao anel tiazolidina idea@membros, anel biciclico caracteristico

de todas as penicilinas.
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Acido L-¢-aminoadipico + L-cisteina + L-valina

#
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Figura 2.12. Biossintese das penicilinas, cefalosporinas@efamicina C. Os nomes dos genes sao
mostrados em italico, e os nomes das enzimas emmdstmailsculas (Brakhage, 1998).
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A IPN possui atividade antibidtica fraca, e é am@iro passo intermediario
bioativo das penicilinas e cefalosporinas é dizggrecursor dos antibiéticos contendo o
nacleo penam. Na formacéo da penicilina G, a calideal Lea-aminoadipil da IPN é
trocada por um grupo acil hidrofébico (Queener kf 8#982). Ja na biossintese das
cefamicinas e cefalosporinas, a IPN d& lugar &cpera N, reacdo catalisada por uma enzima
chamada IPN epimerase (IPNE). Depois, a peniciliha é convertida em
deacetoxicefalosporina C (DAOC), mediante a expamsddativa do anel, em que o anel
tiazolidina da origem a um anel de seis membrad, difdrotiazina, caracteristico de todas as
cepem. Esta reacdo € catalisada pela DAOC sink&®(¢S), também chamada expandase.
A DAOC ¢ hidrolisada, ocorrendo a hidroxilagéo tkzéala pela DAC hidrolase, formando a

deacetilcefalosporina C (DAC).

Para biossintese da cefalosporina C ocorre a ag@ilda DAC por meio da
enzima denominada DAC acetiltransferase ou cefatosp C sintetase, estudada melhor no

fungo Acremonium chrysogenum

Ja na biossintese da cefamicina C, a DAC recebegwpo carbamoaill,
formando a O-carbamoildeacetilcefalosporina C (OCRApasso catalisado por uma
carbamoil transferase. Entdo, o C-7 € hidroxilata etapa final, o grupo hidroxila no C-7 é
metilado para formar a cefamicina C (7-metoxicedptyina C). A reagdo é catalisada pela

enzima chamada cefamicina C sintetase

N&o se sabe quando ocorre a substituicdo no CgBeeé justamente esta

substituicdo que distingue as cefamicinas natdi@sssintéticas.

Em 1980, Kern e colaboradores sugeriram que a s&pado anel € a etapa

limitante na sintese da cefamicina C.

2.6.1 Cefamicina C

As cefamicinas (Fukase et al., 1975) séo derivaldes cefalosporinas pela
substituicdo do hidrogénio na posicéo do anel biciclico, por um grupo metoxila (Figura
2.13).
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H 5 5.5
H-—' -
HC

Hi l

Figura 2.13. Formula estrutural da cefamicina C.

De esta forma, a cefamicina C, também chamada @xmefalosporina, € uma
cefalosporina que apresenta dois grupos no carbeteo uma cadeia aminoadipil, idéntica a
da penicilina, e um grupo metoxila.

A descoberta da cefamicina C pela Merck, em inidi®sl970, conduziu ao
desenvolvimento da pesquisa de cefalosporinas esoamontes. Este composto beta-
lactamico produzido por uma variedade de actincimscébatérias filamentosas denominadas
Streptomyces clavuligerugHiggens et al., 1971). Alem deste actinomicetmktam foi
estudado a producdo destes antibioticosSh@ptomyces lipmangor Nagarajan (1972) e por
Stapley et al. (1972). Segundo a paterf®4895348, é produzido por estirpesSteeptomyces
clavuligeruse deStreptomyces lactanduraesn meio de cultura com nutrientes em condi¢des
aerobias.

Historicamente, a primeira caracteristica iderdaiig da cefamicina C foi como
inibidor de sintese de parede celular (Daust et 18173). Foram obtidos trés tipos de
cefamicinas: A, B, e C, sendo as cefamicinas A anBbioticos menos potentes que a
cefamicina C. Este Ultimo mostra uma atividadebaateriana de amplo espectro (Stapley et
al., 1972).

Descobriu-se que a presenca do gruponétoxila sobre o anel beta-lactamico
torna um antibidético mais ativo contra microrgarossmGram-negativos e patdgenos
anaerobios, e mais resistentes contra a hidrob$® maioria das enzimas beta-lactamases
(Stapley et al., 1979). Este grupo atua como dstatbor da estrutura do anel beta-lactamico,
reduzindo a sensibilidade as beta-lactamases (@dhsteal, 1985).

A pesar do seu amplo espectro de atuacdo, ela nadiva contra
microrganismos Gram-positivos. Este composto néeaglo clinicamente, mas é empregado

como matéria-prima para a sintese de muitos meeditfns. A modificacdo quimica da
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molécula proporcionou um aumento no espectro dedatle antibidtica. A troca da cadeia
lateral aminoadipil na posicag3 ™da cefamicina por um grupo tienilacetil proporcono
efeito desejado, 0 que resultou no composto semétgio beta-lactamico Cefoxitin. O
Cefoxitin, produzido pela Merck & Co In., é amplarteeusado no tratamento de infecgbes e
na prevencao de infeccOes pos-operatorias porrizctésistentes a penicilina. O Cefminox é
também um composto derivado da cefamicina C e siderado um antibiotico de terceira
geracado. Foi obtido por uma modificacdo na posife uma metoxilagcdo da posicam For
Iwamatsu et al(1983), no Japdo. Este composto é mais ativo gtrasoaefamicinas contra
enterobactérias 8acterdides fragilis exibindo propriedades farmacocinéticas favoraveis
Contudo, muitas dificuldades sdo encontradas ncepsm quimico dai#metoxilacao (Kim et

al.,2000). As estruturas quimicas destes compséaimspresentadas na Figura 2.14

Cefoxitin
CH;0
i °
O—CHQ —C —NH 0
S I L Il
0 o” CH,OC—NH;
COQCH
Cefiminox
CH-0

HN  CcH,.  CH,—C-NH

CH S i
I O ')
COOH

Figura 2.14. Derivados da cefamicina C: Cefoxitin e Cefmox.

Outros derivados da cefamicina C sdo: Mefoxitinfdlia e Foxtil.
A cefamicina C, devido a sua natureza, apresenta comportamento

anfotérico, com um ponto isoelectrico pH= 3,5.

2.6.2 Penicilina N

Em 1962, Miller e colaboradores observaram @ieeptomyces sgram

capazes de produzir penicilina N. Este compostatfamado inicialmente de cefalosporina N
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e apresentava atividade contra Gram-negativos. Meaile, demonstrou-se que se tratava de
uma penicilina com uma cadeia lateral aminocarhgidy sendo logo renomeada como
penicilina N (Figura 2.15). Este composto se noasttomo um estimulador da producéao de
cefalosporinas segundo a rota de biossintéticaglkaoe Demain, 1976).

A penicilina N faz parte da rota biossintética nogesso de formacdo de
cefalosporina C e cefamicina C.

NH, o

' HoH

[ S
HOOC H‘Al/ CH3
N CH,
@) ‘\\
COOH

Figura 2.15. Estrutura da penicilina N ou acido aminodesadoxicefalosporénico amino penicilina.

A enzima isopenicilina epimerase é responsavel petaversdo da

isopenicilina N em penicilina N (Jensen et al., 39%Begundo a Patente 6642020, até o
momento ndo se obteve uma melhoria genética camabdhde de incrementar a producao
da penicilina N, dado ao baixo valor comercial. Witas caracteristicas que desestimulam o
avancgo nas pesquisas deste composto séo:

a) Baixa atividade antimicrobiana frente as penicgingidrofobicas (G ou V),
penicilinas semi-sintéticas e cefalosporinas.

b) Baixa utilidade como composto intermediario na prapdo de 6-APA, devido a
sua reduzida estabilidade, assim como suas praj@edi#sico-quimicas de solubilidade e
acido-bacisidade que complicam enormemente seansoito.

c) A impossibilidade de eliminar sua cadeia laterah @s acilases da penicilina G

ou V convencionais.

2.7 Processos de Separacao e Purificacao

Existem muitos problemas na analise dos compostiaslactamicos em meios

de fermentacdo complexos. Entre eles, pode-se (itaa seletividade de um determinado
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ensaio quimico é insuficiente para determinar umoinomposto beta-lactamico, devido a

presenca de uma mistura destes compostos. (ifjpoegimentos de ensaio envolvem reacoes
quimicas que ndo sao seletivas apenas para os swapmeta-lactamicos, assim, 0s outros
constituintes do caldo podem contribuir no reswitatiando como interferentes, tornando-se

dificil a separacédo, e mais ainda sua purificacao.

No processo de separacdo e purificacdo de antibgdtr partir de caldos de
fermentacdo sdo requeridos uma série de operagiitgias com uma sequéncia bem
definida para que o processo seja eficiente.

Lee e seus colaboradores em 1997, relatam um pwads separacao e
purificagdo de cefalosporina C que envolve umaesdeg etapas, tais como filtracdo e
centrifugacdo para separacao de células, e técdea@xtracdo por solvente e/ou adsorcao,
para posterior purificacdo por troca i6nica dolaatico.

A maior parte dos processos de bioseparacado opmsistjuatro passos basicos
gue ocorrem sequencialmente (Ward, 1991), desaisaguir.

a. Remocdo de insoluveis:os processos mais utilizados sdo a filtracao
(microfiltracdo e ultrafiltracdo) e/ou centrifugacédNessa etapa ndo ocorre grande
concentracdo do produto nem grande melhora nausl@ade, porém ocorre o descarte
de células se o produto for extracelular ou a re@ag&o das mesmas se o produto for
intracelular ou a propria célula.

b. Isolamento de produto: denominado de isolamento primario, remove
produtos com propriedades ndo comuns comparado c@roduto desejado, com
aumento significativo da concentragcdo. As prinGpaperacdes sdo: extracdo com
solvente ou duas fases aquosas e adsorc¢ao.

c. Purificacdo: nesta etapa ocorrealta concentracdo do produto. Sao utilizadas
técnicas de cromatografia, eletroforeses, adsoec@oecipitacdo altamente seletivas
para o produto, ocorrendo a remoc¢do de impurezas foocionalidade quimica e
propriedades fisicas semelhantes ao produto.

d. Refinamento: denominado isolamento final do produto. S&o wiilas
processos como cristalizacdo, centrifugacdo e sata@tomizacéo, liofilizagcdo ou
remocao por solvente organico) sado etapas que pedemsadas para a obtencdo do
produto seco.
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Evidentemente essas etapas serdo empregadas d® aom o tipo de
produto, concentracdo e pureza desejada, dependiEndorma em que o produto serd
comercializado no mercado. O uso final do produtiica 0 método a ser utilizado.

O custo da producédo depende grandemente da sepagapérificacdo do
produto dos caldos de fermentacdo, constituidosuw®s subprodutos como também outras
matérias-primas que podem ser reaproveitadas (Les.,e1997). Assim a obtencdo de
produtos de qualidade numa linha de producéo ecioadem promovido o desenvolvimento

de alternativas e aperfeicoamento de processosid€@®o e purificacao.

Separacao por Membrana

A maioria dos antibiéticos beta-lactamicos se adanfora das células,
portanto, o primeiro passo de separacao é a renussas células, utilizando-se a filtracéo,
que € uma técnica de separacdo empregando membranas

A complexidade do caldo dificulta a filtracdo, dvia presenca de espécies
organicas (ex. carboidratos) que reduzem a veldeida filtrag&o.

Outros aspectos que contribuem para a dificuldadtadetapa do processo sao:

a) Solidos finamente dispersos, especialmente aggeledormam tortas
compressiveis, que apresentam densidade proxirma@gud, que promovem uma solucao
com alta viscosidade ou com caracteristica gelsdintsso foi observado em caldos de
fermentacdo aumenta a densidade da superficie @labmanas (Ana I. Cavaco Mordo, et
al. 2006).

b) Compostos de baixa massa molar, compostos organ&ms/olateis,
compostos organicos farmacéuticos que podem ssiveenao tratamento fisico-quimico
convencional, sais dissolvidos.

Devido ao grande avanco desta técnica, este pmcksdiltracdo industrial
mostra uma alta eficiéncia para a separacao dieylag em suspensao.

Os processos de filtracdo séo classificados delacmm o tamanho do poro

da membrana utilizada, como descrito a seguir:
" Microfiltracdo (MF): separacédo de particulas comaaho entre 0,2 a 10 um

" Ultrafiltracdo (UF): separacdo de particulas e s poliméricas com

tamanho de 1-21 nm.
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" Nanofiltragdo (NF): separacdo de coloides e moééscule baixa massa
molecular com tamanho de 1-10 nm.

" Osmose Reversa (OR): para separacao de solutagsaipicamente menores
que 1,1 nm.

Desses trés tipos, a microfiltracao e a ultrafifia podem ser amplamente aplicadas

numa primeira etapa de clarificacdo ou recuperagéprodutos de fermentacao.

Microfiltracéo

A microfiltrac&o é utilizada para remover particusaispensas presentes em um
caldo de fermentacdo. E empregada tanto na reqémede produtos biotecnolégicos e como
na industria de alimentos. Embora sejam baseadadiferantes mecanismos, pode-se dizer
que a operacado de centrifugacdo tem a mesma fualacaucrofiltracdo. Na pratica, ambas as
técnicas podem ser utilizadas, sendo que a esdel@ser feita em termos da eficiéncia da
separacao, que € baseada no tamanho da partgeiaeparada.

Usualmente essas membranas podem ser de acetztuldse, ceramicas, de
polivinil, polipropileno ou politetrafluoretileno.

Esta técnica apresenta diversas aplicacoes:

* Remocéao de solidos suspensos.

» Clarificagao de soro de queijo.

» Desengordurar e reduzir a carga microbiana de leite
» Clarificacédo de vinho e cerveja e sucos.

* Remocéao de particulas e pigmentos da indUstrig@saa

Ultrafiltracéo

A ultrafiltracdo é utilizada para separar molésuli@ tamanhos menores que
na microfiltragdo, bem como promover o aumento a@#entracdo dos solutos de interesse
em solucgéao.

As membranas podem ser poliacrilonitrila e polsod, aléem das citadas para
a MF.

Suas aplicagbes sao:
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. Ultrafiltracdo com diafiltracdo desenvolvido porhbdiés e Cardoso (1995). Na
recuperacdo de acido clavulanico e da retencédo rdeeipas soluveis,

substancias coloridas e outras impurezas;

. Recuperacéo de proteinas na industria de carnes;
. Fracionamento de leite na manufatura de queijo;
. Concentracao de gelatina;

. Recuperacéo de amido.

Filtracdo tangencial ou Filtracao por fluxo cruzado

Refere-se a forma de escoamento da solucao erdoedagarede da membrana
e ao permeado. A solucdo passa tangencialment@eiafisie da membrana e, devido a
permeabilidade desta membrana, o permeado esquengaularmente a direcéo do fluxo da
solugéo que entra no sistema.

A concepcéao deste tipo de filtracdo € baseadatead&o de fornecer tensao
suficiente na superficie da membrana, mantendmasssolidos e outras particulas retidas na
superficie da membrana, em que se atinge um vadainmo para a espessura de material
acumulado que é chamado de torta.

Geralmente um filtro tangencial é utilizado parergarticulas entre 0,1 é 10
um. Os filtros tangenciais permitem apenas a formatg# uma torta sobre a membrana
filtrante que ndo bloqueie totalmente o filtro, podo operar durante longos periodos de
tempo (Blanch, et al., 1997).

2.8 Processo de Adsorcao

Depois da filtragdo, uma das etapas mais criticamleidas na analise de
misturas presentes em matrizes complexas consiséxtracdo e isolamento dos analitos de
interesse, de forma a efetuar sua determinacaotajival e quantitativa através de uma
determinada técnica analitica adequada.

A extragdo visa a remoc¢do dos analitos da matnguanto que a etapa de
isolamento focaliza-se na eliminacdo de interfe®ntNo processo de recuperacdo de
antibioticos se destaca as técnicas de adsorgado ssadas na separacdo e na purificacdo

destes.
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O emprego da adsorcdo em coluna ou também cham@dslorcdo em
cromatografia € uma técnica de separacdo liquitidesée indicado para extracdo e
purificacdo de varios produtos, como por exempmazampostos hidrofilicos (Voser, 1982).

Este método fundamenta-se nos mecanismos de s&pataccromatografia
liguida de baixa pressdo na forma mais simplesnbemda, empregando-se uma coluna
aberta a qual contém a fase sélida denominada&iaeionaria (adsorvente). (Figura 2.16).

Figura 2.16. . Fotografia de uma coluna de leito fixo, asha preenchida com material adsorbente.

O principio desta técnica consiste na existénaimteracéo entre os diversos
constituintes da mistura com a fase estacionarsapfcessos de separacdo empregando
adsorventes de leito fixo normalmente consistemtr@&s passos: adsorcdo, dessorcdo (ou
regeneracao) e lavagem.

Em processos biotecnoldgicos, o processo de adsergdeito fixo € o mais
comumente utilizado na industria (Ward, 1991). Mara de leito fixo, a maior parte do
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soluto é adsorvida, assim sua concentracdo nonéflugeve ser zero. Na continuacdo do
processo a concentracdo do soluto no efluente d@amentamente no inicio e depois
abruptamente. Neste momento o fluxo de alimentaliee ser desligado e o material
adsorvido € entéo eluido pela lavagem do leito solvente apropriado.

Deve-se ter em conta também a influéncia do pH.tdducomponentes
bioquimicos possuem carga em um pH especifico eemoder separados mediante a
cromatografia troca iénica, na qual o grau de g&erpode ser controlada pelo pH da fase

movel.

2.8.1 Tipos de Adsorcao

A Tabela2-1 apresenta um resumo dos mecanismos e do tipastarcao

aplicada aos processos biotecnolégicos.

Adsorventes

Geralmente, para o desenvolvimento de um processaddorcdo deve-se
procurar um adsorvente adequado a separacéo desejquae inclui estudos de capacidade de
adsorcao, seletividade, reutilizacdo e estabilidquienica e mecanica do material que se
pretende utilizar. Algumas matrizes poliméricasdasano processamento de antibiéticos sdo
compostas de poliestireno de divinilbenzeno, agssimo as resinas poliméricas nado idnicas,
carbono ativado sao propostas como adsorventesspéamento de produtos hidrofilicos.

Novos adsorventes foram desenvolvidos recentemeata oferecer forca
mecanica necessaria a adsorcdo, além de serendgsode altas areas superficiais e
tamanhos de poros apropriados para um rapido waegBelter, 1985).

Um processo alternativo para evitar o uso de stégenonsiste em utilizar
técnicas de cromatografia por adsorcdo com adsv@@do ibnicos ou idnicos. Uma delas é
a adsorcdo em resina de troca idnica, que envtiaed® eletrostatica dos compostos ibnicos
aos sitios de carga oposta na superficie do adger{@arboza et al., 2002).

Para as resinas de troca ionica sdo fixados griiImsos por uma ou mais
reacdes quimicas. Os trocadores ibnicos classigmem: (i) anibnicos, que trocam anions e,
portanto, tém grupos funcionais positivos ligadasairiz como, por exemplo, sal de amonio
quaternario. A apresentacdo desses tipos de tn@sagode ser observadarigura 2.17¢;

(ii) catidbnicos que trocam cations e apresentarpagduncionais negativos ligados a matriz.
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Tabela 2-2. Métodos cromatograficos para a purifacdo de produtos biologicos

(adaptada de Blanch & Clark, 1997).

MECANISMO
DE
SEPARACAO

TIPO DE

CROMATOGRAFIA

CARACTERISTICAS

APLICACAO

Interacdes de
Van der Waals

Interacdo hidrofébica

*Boa resolucéo
» Boa capacidade
»Velocidade alta

* Aplicado em qualquer
estagio, quando a forca ioni
€ elevada (apés troidnica
ou precipitacdo salin:

* Possibilidade de alguma
desnaturaca

* Pode envolver solventes
organicos durante a eluig

* Resolugcdo moderada pal
fracionament

pa Fracionamento é melhor
para os ultimos estagios

o

Tamanho e * Bom para troca de purificacdo quando
forma ou . . tampé&o e dessalinicdo. @limentagéo € men:
~ Filtracdo em gel , . .
adsorcao » Capacidade relativamente O tampé&o pode ser troca
especifica baixa, mas é possivel alt em qualquer momen
vazdes com alguns tipos
empacotament
» A resolucéo pode ser alta Método mais utilizado.
e Capacidade € elevada ¢ Mais efetivo nos estagios
Carga Troca idnica »Velocidade pode ser altainicias, para volume
dependendo da mat grandes
* Pode ser usado em modg
batelade
» Seletividade pode ser ¢ Usado em qualquer
- alta estagio, mas os materiais ¢
Afinidade - . g
L Afinidade » Capacidade pode ser altgaros
biolégica

dependendo do ligan
» Alta velocidade

Adsorcéo por
reacao

Interacdo quimica

»Velocidade alta

» Geralmente é necessaria
uma energia de ativac.

* Freqientemente um
processo irreversivel.

* Utilizado em qualquer
estagic
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Troca
ionica amostra

Figura 2.17. Esquema do processo de troca anibnica. Reatacdo do equilibrio dindmico da troca
anidnica entre a fase estacionaria e os ions dadasovel (A. Fallon et al.,1990)).

Empacotamento na Coluna

O empacotamento da coluna € o coracdo desse tipsistigna e reflete
claramente a eficiéncia do processo. O tipo ddéqueat forma e distribuicdo dentro da coluna
gue sera empregada para realizar o empacotamemtérnainfluenciam na eficiéncia.

Existem relatos de diferentes técnicas de empaeot@mncomo por exemplo
as técnicas de Unger e Messe (1978). Existem tarabikmas comerciais ja empacotadas.

2.9 Processo de Separacao e Purificacdo da CefamiciGa

Varias etapas de purificacdo para se isolar o iatiib desejado a partir do
caldo seguem a remocgédo das células, seguidas e @tapas, tais como cromatografia de
troca ibnica, adsorcéo, extracdo por solventesma®mo a técnica de cristalizacdo, podem
ser utilizadas em combinacéo para se purificasestgbioticos (Omstead et al., 1985).

O objetivo principal na escolha da melhor estratélg purificacdo € obter um
méaximo rendimento com maxima pureza, e minimizarcostos. Para isso é necessario
reduzir ao minimo o nimero de etapas envolvidasrigda Angal, 1995). Um problema que
se apresenta é a quantidade de antibidticos bdfarlecos presentes nos caldos de

fermentacdo, representando uma pequena fracadalidds compostos presentes.
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No processo de purificacdo de antibidticos, se mpasto for solivel em
solventes organicos, o processo de purificacd@isenrelativamente simples. Quando nédo é
solivel em solventes, este devera ser removidoigiodb de fermentacdo por meio de
adsorcao, troca ibnica ou precipitacao quimica.

Varios autores em patentes descrevem process@suigeracao e purificacdo
da cefamicina C. A Merck & Co patenteou os procesko purificacdo da cefamicina C e o
produz por fermentacdo utilizando a linhag&cardia lactamdurangSchubert, 1980).
Schubert descreveu nesta patente o processo diageon eficiente que gera a cefamicina C
pura e com alto grau de rendimento. Neste processmgldo fermentativo tem seu pH
ajustado para um valor entre 1,8 - 2,5 e em seguisl#dbmetido a uma filtragdo. O filtrado
obtido € passado por uma coluna de resina de ¢ad@mica e a coluna é lavada com agua. A
coluna catibnica é entdo parcialmente eluida colenc&o de NaCl 10% (m/v). O material
coletado tem seu pH ajustado para 7, o qual é eap@ssado pela coluna. Para que diminua a
degradacgdo quimica em pH 7 abaixa-se a temperaiyeocesso de purificacao.

Este procedimento deve ser repetido de 10-15 veXesficiéncia deste
processo é maior em relacédo ao processo de adsarc@arvao ativo e ao processo de troca
ibnica sequencial (Pines et al., 1973).

Outras propostas para o isolamento das cefamichasB e C sé&o
esquematizadas nas Figuras 2.18 e 2.19.

Miller et al., (1972) descreveram o isolamentoizdadio para a separacao das
cefamicinas A e B, (Figura 2.19). Um caldo fernaeliot que contém cefamicinas A e B &
acidificado para obter uma maxima estabilidade atugidticos. O caldo é filtrado e 4000
litros deste filtrado, contendo aproximadamentgi@@le cefamicina /mL, € passados atraves
de um empacotamento de 380 litros de Amberlite XAR: resina empacotada é lavada com
agua e eluida com 60% de metanol. 800 mL do elienigquecido sdo concentrados até 160
L em um pH 3,5 ajustado com amoénio. 80 L sédo disiéem 120 L e adsorvidos em
Amberlite IRA-68 sobre um ciclo de cloreto. A elficfoi feita com uma solugéo de 200 L de
1 M de NaNQ@ e 0,1 M de acetato de sédio em um pH 7,5. O eu&ajustado a um pH 3,0 e
adsorvido em 45 L da Amberlite XAD-2, para separgroduto dos sais. A coluna é lavada
com agua e eluida com 320 L de acetona 25 %. i concentrado obtém-se um volume
de 17,4 L, o pH ajustado para 4.0. Com este prooasteve-se um rendimento de 620 g de

cefamicina, com aproximadamente com 13 % de pureza.
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Caldo filtraclo micelios descartados

Amberlite XAD-2 (adsorc¢éao) Eluicdo 60% metanol

Amberlite IRA-68 (adsorcéao) NaNO3 / NaOAc eluicédo

Amberlite XAD-2 (adsorcéo) 25% de acetona eluicédo

DEAE Sephadex A-25 (cromatografia)=——NH4Br/HOAc (desenvolvimento)

y

Fracéo de fracdo de
cefamicina B cefamicina A
.
Amberlite XAD-2 (adsorcéo) Amberlite XAD-2 (adsorcao)
90% metanol (eluicéo) 90% metanol (eluicio)
+ v
Cefamicina B Cefamicina A

Figura 2.18. Isolamento de cefamicinas A e B (Miller et al11972).

Uma quantidade de 10 g do produto do passo anferidissolvido em 18 mL
de tampéo (brometo de amonio/ acido acético) eai sobre a coluna Sephadex A-25, com
uma vazao de 80 mL/h. O refratbmetro mostrou 5spgaparados, e 0 bioensaio das fragoes
mostraram que dois desses picos sao bioativosragdds 80-133 foram combinadas para
recuperar cefamicina B e as fracdes 170-230 fomnmbmadas para recuperar cefamicina A.

A cromatografia foi repetida com outra por¢cdo de dl@com resultados
similares. As duas por¢des que continham cefamBif@am combinadas e adsorvidas sobre
100 mL de Amberlite XAD-2 e eluidas com 300 mL detamol a 90 %. O metanol foi
removido do concentrado aquoso mediante evaporab&mdo-se finalmente um rendimento
de 810 mg de cefamicina B. O mesmo procedimentit@ para cefamicina A, obtendo-se
um rendimento de 720 mg.

Os métodos de purificacdo de cefamicina C sdo adisdrna Figura.ia O
caldo fermentado contendo cefamicina C é filtragdoym volume de 800 L do filtrado
contendo 3,5ug/mL do antibiético é adsorvido em 27 L de resinaM®x 1x2 no ciclo
cloreto. Obtendo-se eluigcbes com 5% de uma soldeddaCl e séo coletadas fracdes de 19
L. As fracdes 2 e 3 que contém 56% de atividadecsatinadas o pH ajustado 2,0 com HCI
e adsorvido sobre 27 L de resina Dowex 50x2. Acalufeita com 2% de piridina, e 4 fragcoes

de 18 L séo coletadas. As analises das fracoesanaain um rendimento de 43% a partir do
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caldo filtrado. Quatro fracoes de 8 L contendo 24#% atividade s&o

neutralizados com NaOH e concentrados a 100 mL.

Caldo filtrado micelios descartados
Adsorciio por Dowex Eluigio de NaCl

\

Adsorgéio por Dowex . Eluicdoda Piridina

\’

Dowex Piridina-HCI
Bio-Gel P-2 resfriamento

(para desalinizar)

\

Cefamicina C

Figura 2.19. Isolamento da cefamicina C.

combinados,

A partir desse concentrado é realizada uma cromeftagcom 2,3 L de resina

Dowex 1x2 no ciclo de cloreto. Antecipadamente lar@ é equilibrada com um tampéao de

piridina/ HCI (0,1 M, pH 5,0) a uma vazéo de 4 midnO eluente da coluna é monitorado

por um refratdbmetro. Depois, 4,26 L do efluente shbdos, com fracées de 20 mL cada,

coletadas automaticamente e analisadas. As mellfaaedes foram determinadas por

comparacao de bioensaio. As fracbes 150-210 cob&mde atividade e sdo concentradas,

ajustando o pH para 8,0. Logo é concentrado pgaagdo para a remoc¢ao da piridina.

Feito isso, é realizada uma cromatografia sobrgeid-2 para retirar o NaCl.

A amostra obtida anteriormente € diluida em 50 mlagua, pH ajustado para 7,0; e aplicada

numa coluna de gel. A vazéo utilizada é de 10 mh/moi efluente monitorado por um

refratdbmetro e coletado automaticamente em fragé& mL. Essas fracdes sdo analisadas e

sua atividade € comparada com a curva do refratdm@btém-se um produto com 40% de

pureza.
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Os caldos de cefamicina sao recuperados e puicenin um ajuste do caldo
a pH 2,0-2,5 para inativar a penicilina (Nagardjamn2).

2.9.1 Aplicacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiénda —
CLAE

A CLAE se tornou o meéetodo de escolha para a anélisgiantificacdo de
antibioticos. A diversa natureza de combinacéo atagioticos torna dificil generalizar as
técnicas especificas para a quantificacdo. Nazegdlo da analise dos antibioticos em fluidos
biolégicos ndo se requer uma preparacdo especialhmstra. A maioria dos antibioticos
contém um grupo cromoforo o qual permite a detedgites pelo UV, (Nilsson-Ehle et al.,
1983).

A respeito ao recheio ou adsorvente, uma varied@dempacotamentos na
coluna e fases moéveis foram utilizadas para amalises penicilinas (White et al, 1977,
Lecaillon et al, 1982, e Lebelle et al. 1980) .Ibtile Neuss (1983) fazem uma descri¢do dos
meétodos de CLAE para a analise dos beta-lactamicos.

Uma técnica basica por CLAE para analise de amimioieas (ampicilinas)
utiliza um tampéao de fosfato acido aquoso e corae fadvel acetonitrila a um pH proximo
ao ponto isoelétrico da aminopenicilina (Margodi882). As aminopenicilnas sdo mais
estaveis no ponto isoelétrico, porém, sua baixabdalade nesse pH.

AbS e nm

L J

2 4 3 8 10 12 " 16

Tempo (min)
Figura 2.20. Cromatograma obtido de uma ampicilina dissdiA) e cafeina (B). Detectado a temperatura
ambiente e um detecdo em UV a 254 nm. Margosis, 798
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A fase estacionaria utilizada é um empacotament8 (@xtadecilsilano C-18)
sobre silica e a eluicdo é realizada em condig@esaticas (Figura 2.20).

White e Laufer, em 1984, utilizaram colunas microgas na separacao de
cefalosporinas, o que proporcionou uma boa separdE@gura 2.21). As condi¢cbes
cromatograficas foram: colungBondapak G (10 pm) (250 x 1,0 mm) como fase
estacionaria, fase movel 0,01 M fosfato monosoédinetanol- (75:25); taxa de fluxo 50
pl/min. e 150ul/min.

23

Abs

" 254 nn

g mudanca de taxa de fluxo

0 10 20 30
Tempo (1min)
Figura 2.21. Separa¢édo de uma mistura de antibiéticos cédaporinicos numa columa microporosa. Com
uma taxa de fluxo de 50 ul/min UV de 254 nm. Picds— Cefalexin 2 — Cefoxitin 3 — Cefadrin 4 —
Cefaloglicin 5 — Cefalofin. White e Laufer, 1984.

Vérios dos metabolitos secundarios nominados laetarhicos carecem de um
grupo cromoforo. Isto ocasiona um deslocamento rdpogamino primario deles. Porém,
adicionanddluorophore é permitida a determinacéo desses compostos déwgroaldos de

fermentacéo (Peng et al, 1977).

" A fluorophore é um analogo ao croméforo. E um componente dematécula que causa a fluorescéncia. E
um grupo funcional numa molécula a qual absorveeagia em um comprimento de onda especifico e iem
energia com diferentes comprimentos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Caldo de fermentacao

No presente trabalho foram utilizados os caldosdobt mediante cultivos
utilizando a linhagem d8&treptomyces clavuligeridSM 738. Estes cultivos foram realizados
nos laboratorios de Engenharia Bioquimica do DE@U&r, por alunos de pés-graduacéo
visando ao estudo das condi¢bes de cultivo enmdaitures para producéo da cefamicina C
em biorreatores.

Foram utilizados dois caldos, um deles cultivado lestelada e outro em
batelada alimentada com suplementacdo com glicknobos tiveram a mesma composicao
do meio de cultivo principal: farinha de soja eratd de levedura como fonte de nitrogénio, o
glicerol como fonte de carbono, e adiciono-se disiorecursor da biossintese de cefamicina
C.

3.1.2 Microrganismo

Nos bioensaios para a deteccéo atividade antimamraljoi utilizada a cepa de
bactériaEscherichia colESS.

3.1.3 Membranas

. Membrana de 0,221m da A/G Technology corporation Hampton Avenue,

utilizada na etapa de microfiltracado do caldo.

. Membrana de 3 kDa ou 3,000 NMWC da Amersham Biase®rutilizada na

etapa de ultrafiltracdo do caldo.
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3.1.4 Resinas

Resina hidrofébica

Foi utilizada a resina Amberlite XAD-4 da Rohm & &$a E um polimero
adsorvente insoluvel sem carga, em forma de edfeamgas, com tamanho da particula 0,3-
1,2 mm (90% aproximadamente), tamanho de poro ants0 A, area superficial 800 Ty
minimo.

E escolhida preferencialmente na adsorcdo de simsaorganicas de baixo
peso molecular. Entre suas funcoes, € utilizadeoaoma resina de adsorcao para clarificar o
caldo de cultivo apds a ultrafiltrado.

Condicionamento: Inicialmente, a resina se encontrava numa solueaiahol
50 %. Antes da sua utilizacéo, ela foi lavada aboteimente com # milli-Q e finalmente
filtrada.

Resina de troca ibnica

No processo da purificacdo do antibiotico, a respdl. da Amersham
Biosciences foi empregada. Trata-se de uma matma kgacbes cruzadas de agarose e
dextrana. Suas particulas esféricas possuem d@erare 45-16fum e capacidade idnica de
0,18-0,25 mmol/ml de adsorvente.

Condicionamento: Foram utilizadas diferentes solucdes para o traitonga
resina seguindo a seguinte ordem:

. 1 L de uma solucéo de NaCl 1,00 M e NaOH 0,5 N.

. 1L de HO milli-Q.

. 1 L de acido acético GEOOH (HAc) 25% v/v.

. 2 L de HO milli-Q.
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3.2 Equipamentos utilizados

3.2.1 Cromatografo CLAE

Para a realizacdo das andlises dos compostosaotiailcos foi utilizado o
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéf€@lBAE), composto por um sistema de
bombas 515, um arranjo de detectores de fotodi¢detector Photodiode Array - PDA)
Detector Waters PDA W996, injetor automatico mod&lol 7.

3.2.2 Speed Vac

O concentrador utilizado foi o SpeedvVac Concentrala Savant modelo
SC210A. Este foi utilizado para a concentracdoccagem das amostras tanto do estrato bruto
do caldo como das diferentes fracdes obtidas aamatografias desenvolvidas. Possui uma
alta eficiéncia na evaporacéo de solventes ou ®sentilizando uma combinacéo de forca
centrifuga, calor e vacuo. Véarias amostras podempeecessadas sem a contaminacao

cruzada.
3.2.3 Espectrofotdbmetro UV/Vis

Foi empregado para monitorar as substancias quevans emA = 254 nm
(grupos cromoforos). Neste caso, os compostos lbefamicos, como cefalosporinas e
penicilinas. O aparelho utilizado foi um especttofoetro digital da Amersham Pharmacia
Biotech ULTROSPEC, modelo 2100 Pro UV/Vis conectadon computador.

3.2.4 Ultrafreezer

A fim de manter as propriedades dos compostosibizah serem analisados,
as amostras foram armazenadas em ULTRAFREZER dg S@mp, Adrian MI, U.S.A, a

temperatura de -7{T.
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3.2.5 Incubadora

Para obter os resultados dos testes de atividaderioédgicos, o crescimento
daE. coli ESS no agar é realizado numa estufa NOVAETICA B.®odelo 411D, a uma
temperatura de 3C, permitindo o crescimento do microrganismo néssgeratura.

3.2.6 Autoclave

Para esterilizar o material usado (vidraria, poaggisolucdes salinas, agar, etc.),
antes e depois de cada bioensaio, foi utilizada amaclave vertical, Modelo 103 da FABBE-
PRIMAR Industrial nas condi¢des de 1 atm de pre@sgficnz) a 1200C, por 15 minutos.

3.2.7 Banho de agua

A adsorcéo por troca ionica foi feita mantendorapteratura controlada a 2G,

fazendo uso de um banho térmico com o aparelhaiitad; modelo 521-2D.

3.2.8 Bombas

Foram utilizadas bombas da ISMATEC, modelos BVP €Pyitanto para os
processos de micro e ultrafiltracdo (a 240 rpmyalolo de cultivo, como para a aplicacao das

amostras e dos eluentes na coluna de leito fixo.

3.2.9 pHmetro

Em todas as analises desenvolvidas, foi realizata monitoracdo do pH com o
pHmetro de bancada PH/ISE Meter, modelo 7102 daar@rion.

3.2.10Colunas

Foram usadas trés colunas de vidro de diferent@selios e alturas. Essas
colunas foram empacotadas com a resina QXL da Awmerse o volume aparente de
empacotamento da coluna foi obtido mediante a segakpressao:
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V=1r’h
3.1

Onde:

- V: volume

- r: radio interno

- h: altura ou comprimento.

Os empacotamentos feitos nessas colunas séo descseéguir:
1. Coluna com 50 cm de comprimento por 2,5 cm de di@meterno; preenchida
com resina até uma altura de 40 cm, resultandoremalume empacotado aparente de
196 cmi. Utilizada para o desenvolvimento dos experimeittizsais com um caldo de
cultivo obtido em batelada, onde foram usados vekimaiores deste caldo tratado.
2. Uma coluna de 40 cm de comprimento por 1,5 cm @meliro, preenchida com
resina até uma altura de 30 cm, apresentando uonmeokmpacotado de 53 tuke
resina. Essa coluna foi utilizada no experimenttedte com acetato de soédio.
3.  Uma coluna encamisada de 50 cm de comprimento forcrh de diametro
interno, com um preenchimento de 40 cm de alturaedsa, sendo o volume de
empacotamento de 31,4 tmUtilizada no desenvolvimento dos dltimos quatro
experimentos (trabalhos com caldo obtido em bagel@inentada), com aplicacao

menores volumes de caldo.

3.2.11Reagentes

Foram utilizados o0s seguintes reagentes: NaClzCC¥DNa ou
(NaOAc), NaOH, CHCOOH ou (HACc), entre outros, para o preparo da faseel e no

condicionamento das colunas.
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3.3 Métodos

3.3.1 Metodologia de analise de determinacdo de antibigths beta-

lactamicos totais por bioensaio

A metodologia é realizada preparando-se um agarientg seguindo a

composicao apresentada na Tabela 3-1.

Tabela 3-1. Composi¢édo do meio Agar nutriente para E. coli ESS.

Composic¢éo do meio Agar nutriente g/L

Agar bacteriologico 20,0
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0

O pH do meio foi ajustado a 7,2, valor indicadoapam bom crescimento da
E. coli ESS. Depois da mistura dos componentes do meioacagua, este foi aquecido em
microondas sob agitacdo constante para obter ursrmihomogénea. Subsequentemente
foram transferidas aliquotas de 100 mL para Erlgensede 250 mL de capacidade, sendo os
mesmos esterilizados em autoclave.

Para a realizacdo dos bioensaios utilizou-4e. &oli. ESS. Inicialmente a
bactéria foi cultivada em meio agar nutrientes mastem tubos previamente esterilizados.
Este cultivo foi realizado entre 24 a 48 horas nestafa a 37 °C. As bactérias cultivadas no
meio solido foram mantidas sob refrigeracéo (4%)gbe 2 meses.

Para re-suspender os microrganismos utilizados ioensaio, transferiu-se
aproximadamente 10 mL de solu¢cdo NaCl 0,9% (m/tgriégada para cada tubo contendo
bactérias cultivadas. A suspensao foi transferata pm tubo de ensaio esterilizado. A OD
(densidade 6tica) da suspenséao resultante foal@20 nm no espectrofotdmetro.

A suspenséo obtida € misturada com o meio agaientgrconforme descrito

anteriormente, de tal forma que 1 mL dessa solapfiesentasse valor de gPigual ou
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maior que 1. Assim tem-se quey¥e= 1/OD. Este foi 0 volume aplicado para cada 100 mL
de agar.

Nesta parte do procedimento, toma-se cuidado deotana temperatura do
Agar a 40°C, transferindo essa mistura (dgar mais o micrasges) para placas de Petri,
devidamente esterilizadas, em camara de fluxo Emifara cada 100 mL de agar foram
necessarias quatro placas, onde foram colocadp®té de 25 mL da mistura.

Apbs solidificacdo do meio, perfurou-se quatro poge 5 mm de diametro por
placa, nos quais foram adicionados.20de cada um das fracdes obtidas nas cromatografias
(Figura 3.1).

Figura 3.1. Materiais utilizados no bioensaio contr&. Coli, placas de Petri contendo o agar.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 heragpois mediu-se 0s

diametros dos halos de inibic&o.

3.3.2 Analise de wuma cefalosporina, “cefamicina C”, por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Este método foi utilizado para analise do experimémna secao 5.5.2.1. e nas
analises dos experimentos a partir da se¢éo 5.6.

Foi utilizada como fase estacionaria uma colupaSynergi Phenomenex, a
eluicdo foi realizada em modo isocratico com a@dético HAc 0,01 M, temperatura de 28
°C, a vazdo do eluente de 2,0 mL.thire tempo de injecdo de 20 min. Os picos foram
detectados no comprimento de onda de 254 nm. @dasta cefalosporina “cefamicina C”

foi detectado num tempo aproximado de 10 min. Estodologia foi desenvolvida pelo Dr.

51



Alvaro Batista Neto, entdo bolsista da UFSCar Poc-BAPES no PPG-EQ e atuando no
laboratério de Engenharia Bioquimica.

3.3.3 Técnicas Finas de Deteccdo Molecular

A fim de determinar os compostos existentes nadé®m que apresentaram
atividade nos testes de bioensaio, foram utilizaa®décnicas de ressonancia magnética

nuclear (RMN) e de espectrometria de massas (EM).
Ressonancia magnética Nuclear RMN

Foi utilizada para determinar a estrutura dos catgsoisolados, permitindo
neste caso a contagem de atomos de hidrogénios.

E utilizado um aparelho Brucker DRX (9,4 Tesla)e@mdo a 400,35 MHz na
frequéncia do hidrogénio'Hf), no DQ UFSCar, disponivel no laboratério do Prof.

Antonio Gilberto Ferreira.
Espectrometria de Massa (EM)

Neste caso foi empregado um equipamento Espect@i& ESQUIRE 3000
PLUS (Captura de ions da Bruker Daltonics, capitate 4000 V, com nebulizador 12.0 psi,
temperatura 300C, fluxo de injecdo 18QiL/h) para obtencéo de espectros das fracbes com
baixa resolucdo. A andlise por EM foi realizadd@eatral Analitica no 1Q-USP de S&o Paulo.
A andlise dos resultados dos espectros obtidos pllas técnicas (RMN e

EM) tiveram a colaboracéo da Dra. Jaine H.Hortdlaiz de Oliveira.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para uma melhor visualizacdo do procedimento exjeertal, apresenta-se um

diagrama de bloco com as etapas realizadas (FHigl@4.2).

CALDO FERMENTADO
BATELADA f———— Rivensaio
MONITORAMENTO

Micofiltrado (MF)

v

Ultrafiltrade (UF) Célulus, silidos insoliiveis e outros

—

Macromoléculas: proteinas,
carboidratos, etc.

Amberlite
I XAD-4 I
Filtrado Eluigio
|
Concentrado
Speed-Vac Eluentes: Fracies rennidas
| - % NaCl SECAO A: Exp. 2 (0.5 %) e 3 (Sat.)
Resina QXL - % CH3CO0Na Resina QXL SECAO B: Exp. 1 (Sat.) e2 (Sat.)
e

I F Y

ragio Fracio Fracio Fracio Fracio

1 2 3 n-1 n

L

Bioensaio I MONITORAMENTO
]

Concentracio
Speed-Vac

Analises
RMN-'H e EM

Figura 4.1. Diagrama resumindo a metodologia experimentaldotada na pesquisa, utilizando o caldo de
fermentacéo em batelada.
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CALDO FERMENTADQ

EM BATELADA =" Bioensaio
ALIMEFTAT:. MONITORAMENTO
Microfilirade (MF)
Ulirafilirade (UF) células, solidos insoliveis ¢ owlros
macromoliculas: proteinas,
carboidratos, elc.
Amberlite
| Filtrado | Eluigéo
Resina
OXL Eluentes:
Aplicagies de caldo:
- 20 mL - 04 NaCl
- 50 mL - % CH;C00Na
Fedla Fracie Fracse .. Fraco Fracio
1 2 3 Bl ]
Bivensaio MONITORAMENTO
L |
Concentracio
Speed-Vac
Analises
RAMN-'H e EM

Figura 4.2. Organograma do processo de obten¢do da cefami C utilizando o caldo de fermantag&o em
batelada alimentada.

4.1 Tratamento do caldo com Amberlite XAD-4

Depois de passar pelos processos de filtracdo asarthbranas descritas no
item 3.1.3, os caldos foram tratados com a resmaeklite XAD-4, para se obter um caldo

clarificado, livre de pigmentos.
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Como procedimento padrdo, volumes de caldo foralmcados em contato
com a resina em um Becker de 1 L de capacidadetidnasob agitacdo mecanica (Figura
4.3).

Para o caldo proveniente do cultivo em:

a) Batelada: 600 mL de caldo foram adicionados a 2Q0dm
resina durante um tempo de 20 minutos.

b) Batelada alimentada: 800 mL de caldo foram colosaeim
contato com 500 g de resina, durante um tempo dacag de 30 minutos. este
tratamento foi realizado duas vezes .

Os processos estao detalhados na Figura 4.1 madd@obtido por batelada e
na Figura 4.2 para o caldo obtido por bateladaeadtada.

Figura 4.3. Adsorcao: tratamento do caldo fermentado com berlite XAD-4.

Apés este prévio tratamento, a solucéo foi filtrgmaa a separacdo da resina.
4.2 Purificacdo Utilizando Resina de Troca Ionica QXL

Foram realizados nove experimentos de purificagéimlhados a seguir.
Os experimentos foram separados em duas sec¢Oesodd#o com o tipo de
caldo e eluentes utilizados:
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Caldo obtido em batelada

Nos experimentos desta secdo, foram testados di@serdes eluentes —
solucdo de cloreto de sédio (NaCl) e de acetatosa@tio (CHCOONa). Em cada
experimento, apenas um tipo de sal foi testado. ellAdcdo foi feita aumentando-se a
concentracdo das solugdes do inicio até o fim dogsso, utilizando um gradiente em forma
degrau. Utilizou-se uma coluna com volume de 198.ddm outro experimento, utilizando
acetato de sédio, a eluicdo foi realizada comguadliente salino em forma de rampa e o

volume da coluna utilizada foi de 53 tm

Caldo obtido em batelada alimentada

Nesta secdo, como na anterior, foram usadas selucoen diferentes
concentracdes de cloreto de sbdio e de acetat@die somo eluentes. Foi utilizada uma
coluna com volume menor de empacotamento de 34 cm

Foi realizado o bioensaio com todas as fragcbfedattds nos experimentos,
para verificacdo da atividade contia coli ESS. As fragbes com resultado positivo no
bioensaio foram analisadas por cromatografia lmuie alta eficiéncia, método descrito

anteriormente.

4.3 Caldo obtido por cultivo em batelada

4.3.1 Eluicdo com cloreto de sédio

Experimento 1

Foi utilizado um volume de 900 mL do caldo micrto&itlo e ultrafiltrado. Uma
amostra de 2QiL deste extrato bruto foi analisada por bioensai@ erificar a presenca de
antibioticos beta-lactamicos. Adicionou-se esteinm a um béquer com a resina XAD-4, e a
mistura permaneceu em agitacdo durante 20 minAjods este tratamento a solucéo foi
filtrada para separar o caldo tratado da resina.

O filtrado foi concentrado em Speed-Vac, obtendovatnme de 600 mL. O
pH foi ajustado &,8 e o caldo foi alimentado em uma coluna empdeotam resina QXL,
sendo eluida em um gradiente degrau composto porndl0 de solucdes de NaCl nas
seguintes proporg¢des: 0,0; 0.5; 1,0; 1,5; 2,0 &6(tn/v).

56



Foram coletadas 60 fracoes de aproximadamente 4€and uma. A operagao
durante a adsorcéo/eluicdo foi realizada & vaz&dd,BemL.mir’. As amostras foram

evaporadas em Speed-Vac.
Experimento 2

Nesse segundo experimento, foram reunidas as §&3e29 ja secas, obtidas
da eluicdo com 0,5 % (m/v) de NaCl, obtidos no e@rpento 1. Foram diluidos 1,38 gramas
da amostra seca em 40 mL dgoHmilli-Q.

Este novo volume de caldo foi aplicado na colungamotada com resina
QXL, com uma vazéo de 5,5 mLrininiciou-se a eluicdo com 400 mL de 4gua e com 400
mL de solucdes de NaCl: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,5 e 5,0% (m/v). Foram feitas coletas
sucessivas de 40 mL em tubos Falcon, obtendo-skagbes, que foram evaporadas em
Speed-Vac. As fracdes que apresentaram maior lalailicdo contreE. coli ESS foram
analisadas por RMRH.

Experimento 3

Neste experimento trabalhou-se com as fracdesasbtld saturacdo da coluna
do experimento 1, isto €, as primeiras fracoesg7.8).

Essas fracdes foram evaporadas e reunidas, e méstia 2,0 gramas de
sélido seco foram diluidos em 40 mL de agua milliABolucao resultante foi alimentada na
coluna preenchida com resina QXL. A eluicdo foilirkegla com um gradiente degrau
composto por solucdes de cloreto de sédio, resfaeatinte nas seguintes proporcgoes: 0,0;
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5 e 5,0% (m/¥oi aplicado um volume de 400 mL de
cada eluente, sendo finalmente coletadas 109 fsaggia volumes de 40 mL.

Apés da evaporacgdo do solvente, as fracdes queesmpaeam maior diametro
do halo de inibicdo foram analisadas por ressoaaneagnética nuclear de hidrogénio (RMN-
).
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4.3.2 Eluicdo com acetato de sédio

Experimento 1

Neste experimento foi utilizado acetato de sodion@oeluente. Foram
alimentados 40 mL de caldo.

As eluicOes foram realizadas com volumes de 40@entada solugao eluente.
As solucdes preparadas em diferentes concentragdasetato de sddio tiveram as seguintes
concentracdes de NaOAc: 0,0; 0,4; 0,6; 0,8; 1®;2,5 e 5,0% m/v, respectivamente. Foram
coletadas 79 fracdes de 40 mL cada, as quais fooacentradas em Speed-Vac

A amostra que apresentou maior diametro de haloibiedo foi analisada por

espectrometria de massa (EM).

Experimento 2

Neste segundo experimento foi utilizada uma collmaidro com 1,5 cm de
diametro interno e 40 cm de altura preenchida cesmna QXL. A etapa de eluicdo foi
desenvolvida com uma gradiente salino tipo rampaceplou-se um espectrofotdmetro
ajustado a 254 nm para leituras em linha do efudat coluna. Neste processo, as leituras
foram feitas desde a alimentacéo até a eluicdoacsah O arranjo experimental utilizado esta
representado esquematicamente na Figura 4.4.

Este experimento foi desenvolvido utilizando agdes obtidas da saturacdo
da coluna do experimento 1, no item 4.3.1.1 (fragcGe a 18). Como foi descrito
anteriormente, estas fracdes foram secas e depaigdas, e desta mistura foi extraido 1,5
gramas e diluido em 40 mL de agua milli-Q. Estaig@ foi alimentada na coluna, a uma
vazdo de 2,5 mLmih com temperatura controlada a %@ A lavagem da coluna foi feita
com 100 mL de KD milli-Q para tirar o excesso da amostra. O gradisalino em forma de
rampa foi feito com 250 mL de uma solucéo de Na@AR,5% m/v e um volume de 250 mL
de HO. A concentracdo de sal alimentada na colunadicutada a partir da equacéao (4.1),

obtida por balanco de massa no sistema.

58
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1° ETAPA 5
H0  caldo
fomk - soml Bomba Coluna — Anilises: EM e RMI 'H
resing GIKL
— Bioensaio () (T ()
V1K 20 it
2% ETAPA _
o —
E =
NaOAc H2CF Coletor | >
20ml 2E0mL 73 fragtes CLAE Computador

14,5%

Detector UV Vs

Figura 4.4. Sistema utilizado para a determinacéo dos difentes parametros.

- i{1-51)
A (4.1)
Onde:

C(t): concentracao de sal com o tempo.

F : vazdo volumétrica de alimentacao na coluna.
V,: volume inicial do frasco de armazenamento de sal.
t : tempo percorrido (minutos).

Deste experimento, foram coletadas 73 fracoes2tertl .
4.4 Caldo obtido por cultivo em batelada alimentada

Tem-se em conta que nestes experimentos as freglétas foram controladas

em funcdo do tempo. Utilizou-se uma coluna com otarae 31,4 cride leito fixo.
4.4.1 Eluicdo com cloreto de sodio

Experimento 1

Nesse experimento foram utilizados 20 mé a@mostra do caldo
previamente tratado com a resina XAD-4 e aplicagosoluna preenchida com resina QXL
(Figura 4.5). A eluicao foi feita com um gradiedegrau composto por solugdes de cloreto de
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sédio, com um volume de 500 mL de cada eluentesegsintes proporc¢des NaCl: 0,0; 0,1;
0,3; 0,5; 1,0; 1,3 e 5,0% m/v, respectivamenteafocoletadas 151 fragcdes de 20 mL. As

vazoes de eluicdo foram de 5,1 mL thin

==

Figura 4.5. Montaje do sistema de cromatografia de trocanénica, coluna empacotada, banho
termostatico e controlador de temperatura.

Na Figura 4.6, podem-se observar as diferentegddga obtidas nos
experimentos coletadas nos tubos Falcon.

Figura 4.6. FracOes coletadas em tubos Falcon para postaranaleses por bioensaio e CLAE.

Apb6s da evaporacédo do solvente, as fracdes queempacam maior diametro
do halo de inibigdo foram analisadas por ressoa&neignética nuclear de hidrogénio (RMN-
1

H).

Experimento 2
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Foram alimentados 50 mL de amostra do caldo, em eohaa preenchida
com resina QXL.

A eluicdo foi realizada com um gradiente degrau masto por solucdes de
cloreto de sédio, com volumes de 500 mL de cadenédunas seguintes concentracdes: NaCl:
0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,3 e 5,0% m/v, respectivameRrteam coletadas 152 fracdes de 20 mL, a
vazdo de 5,1 mL.mih Ap6s evaporacdo do solvente, as fracbes quseriEram maiores
diametros de halo de inibicdo foram analisadas nessonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMNXH).

Experimento 3 — Bioensaio das fragOes tratadas codiferentes pH

Este experimento teve como objetivo estudar o cot@p@nto em diferentes
pHs dos compostos que apresentam atividade anbiomcra, principalmente a sensibilidade
do segundo composto ou grupo de compostos. Estdnsensaio meramente qualitativo.

Neste experimento foram utilizadas fracdes obtidks experimentos
anteriores (1 e 2) Foram utilizados 50 mg de cadas&ra seca e diluidas em 40 mL de agua
milli-Q.

A leitura do pH foi realizada com varia¢ao da escsd 0,5, (ou seja, 7,0 ; 6,5;
6,0 ;5,5;5,0...1,0 ). Mediante agitacdo contiocom adigdo de HCI 0,2 M altamente diluido
coletaram-se amostras com volumes deubOcada uma, para analise em bioensaio. Das
fracOes majoritarias obtidas por eluicédo, tem-bgatese de ter dois compostos. O primeiro
pode ser uma reunido de cefalosporinas e o segumdoreunido de compostos, podendo
estar entre eles, alguma penicilina por ser umupsec biossintético. Com efeito, estes
compostos apresentam diferentes estabilidadeseedliés valores de pH. Assim, com essa
hipotese fez-se (Ver figura 4.7.):

* Para a analise da amostra denominada Cef foraimadtils amostras do experimento
1: fracdes 33 e 34, ambas séo misturadas, panarnhier massa.

* Para a analise das amostras Pen foram realizadasrdmios utilizando amostras do
experimento 1. fracdes 85 e 88 as quais foram deramios (Pen-1) e do experimento 2: as
fracbes 37 e 38 que foram denominados (Pen-2). Eimos 0s casos as fracdes foram
misturadas.

* Neste caso o ¥D é selecionado como branco (amostra de referénmasd ter uma

melhor comparac¢ao, com as amostras.
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4.7. Estudo do comportamento de compostos bioatsobtidos segundo (a) mudando o pH por bioensaio
das fracBes que apresentaram atividade em (b).

4.4.2 Eluicdo com acetato de sodio
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Experimento 1

Neste caso, o caldo obtido em batelada alimentaideado n&o foi
concentrado, Apos microfiltracdo e ultrafiltracéte foi tratado com resina XAD-4, e 50 mL
foram aplicados em uma coluna preenchida com re3iia. A eluicdo foi feita com um
gradiente degrau composto por solu¢des de acetagddio, com volume de 500 mL de cada
eluente nas seguintes concentracgdes 0,0; 0,40,8,51,5% m/v. A vazao de operacéo foi de

5.1 mL min*. Foram coletadas 128 fracdes de 20 mL cada uma.
Experimento 2

Da mesma forma que o experimento 2 visto anteriotenem (4.4.2.1), 50 mL
de amostra do caldo previamente tratado foramaguig na coluna. A eluicdo foi feita com
um gradiente degrau composto por solu¢des de aaasodio, com volume de 500 mL de
cada eluente nas seguintes concentracdes: 0,@,8;2;,5; 2,5 e 3,5 e 5,0% m/v. A vazao de
operacéo foi de 4,8 mL minForam coletadas 130 fracées de 20 mL cada uma.

Apéds a evaporacao do solvente, as fracdes quecapsiesm maior diametro do
halo de inibicdo foram analisadas por ressonéaneigngtica nuclear de hidrogénio (RMN-
'H). A diferenca do experimento anterior se¢éo 414620 uso de uma menor concentracdo de

sal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente capitulo encontra-se dividido em dugegaA primeira refere-se a
utilizacdo de um caldo obtido em batelada. A segypalte refere-se ao uso de um caldo

obtido em batelada alimentada.
Portanto, serdo apresentados e discutidos osaésslexperimentais obtidos

através das diferentes técnicas de caracterizag@dorme os objetivos deste trabalho de

pesquisa.
5.1 Tratamento do caldo com Amberlite XAD-4

Neste experimento nota-se que através da utilizdgdcesina de adsorcéo,

como a XAD-4, ocorre adsor¢do de pigmentos esqumesentes no caldo de fermentacéo,

sendo, portanto, uma etapa importante no procesfmpgeza do caldo.

V1 RIS\ A% ]

B U U T

T T
30 25

v ' ' . E - -
60 5.5 5.0 45 40 3s 20 pp
Scale: 0 2268 ppmicm, 45.39 Hzjom

Figura 5.1. Espectro de RMN!H do caldo ultrafiltrado. Intensidade contra deslo@mento quimico em
ppm.
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Na Figura 5.1, apresenta-se o espectro RMNe um caldo de cultivo tipico,
apenas microfiltrado e ultrafiltrado, onde sdo obs#os sinais de hidrogénios alargados entre
deslocamento quimico 3,0 e 4,5 ppm, bem caractegsiie acucares.

Este resultado sera necessario para compararaivalihente o desempenho

do processo proposto quanto a purificagao.

5.2 Purificacdo Utilizando a Resina de Troca Ionica QXL

Os resultados obtidos utilizando esta resina fosatisfatorios de acordo com
o caldo e os eluentes empregados.

5.3 Caldo obtido por cultivo em batelada

5.3.1 Eluicdo com cloreto de sodio (NaCl)

Experimento 1

A Figura 5.2 apresenta os resultados obtidos memligbes descritas e

referentes a este primeiro experimento.
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Figura 5.2. Resultado do experimento 1: diametro de halcednibicdo em funcéo do nimero de fracdes.
Dessorc¢éao realizada em resina QXL. | - aplicacdo damostra, Il — lavagem com agua; Il - eluicdo com
solucdo de NaCl 0,5 %m/v; IV - eluicdo com solugdo de NaCl 1,0 %n/v; V- eluicdo com solucdo de NacCl

1,5 % m/v e VI - eluicdo com solucdo de NaCl 5,0 ¥/v.
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Podemos observar que a aplicacédo de 600 mL de naldoluna com volume
aparente de resina de 196 cm3 promoveu a satudaciito, como pode ser observado ja na
quinta fracdo durante aplicacado da amostra.

Durante a lavagem da coluna, verificou-se que haunatirada de antibioticos
em excesso na coluna, isto ocorre, pois uma parseldcao fica retida nos vazios do leito de
adsorcao. Além disso, pode ocorrer arraste de pdagecompostos que ficaram fracamente
retidos na superficie da resina pela forca ioneaaucdo que se forma da alimentagcdo com
agua. As etapas de eluicdo mostraram que diferéraeS8es, que apresentavam atividade
antibacteriana, foram eluidas com diferentes cdragdes salinas.

Foram obtidos espectros de RMN-de algumas fracbes com elevada
atividade, sendo destacados 0s espectros que @etrame na Figura 5.3 referentes a fracéo
10 obtida durante a aplicacdo da amostra. Espesmigémna Figura 5.4, concernente ao
espectro da fragdo 25, referente a eluicdo cont&olde 0,5 % m/v de NaCl, estd ilustrando
claramente a limpeza do caldo, bem como sinaisditedénios que podem estar relacionados
a estrutura de um antibiotico beta-lactamico, os#ite observados hidrogénios em 3,6 ppm e
52 ppm que podem ser do grupo metoxila, encontiagnas na cefamicina C e do
hidrogénio na forma de um singleto entre os doi&sado antibibtico, respectivamente, o
mesmo foi observado por Fukase et al., 1975.

A |

T - T =T
1.0 05 0.0 ppm
Scale: 0.3214 ppm/cm, 128.6 Hz/cm

Figura 5.3. Espectro 2, RMN*H da fracdo 10. Obtida da lavagem com agua.
(D0, 400 MHZ).
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E notdrio verificar a reducdo do conglomerado deaisi de hidrogénio
pertencentes aos agucares, aminoacidos, etc, quecap na Figura 5.1, relativos ao caldo
apenas ultrafiltrado. A diminuicdo destes sinaistnaalos na Figura 5.3 equivale ao caldo
tratado com a resina XAD-4. E, por fim, uma redus@mificativa das impurezas, conforme
pode ser verificado na Figura 5.4, pela reducdo Wisogénios referentes a estes

contaminantes.
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Figura 5.4. Espectro 3, RMN*H da fracdo 25 obtida da eluicdo com 0,5 %n/v de NaCl.
(D20, 400 MHZ).

Experimento 2

Esta fracdo é a mais importante do estudo devidoresultados obtidos, tal
como pode ser verificado na Figura 5.5.

Durante a lavagem com agua (fracdo do intervalondlyp foi verificada a
exaustdo da solugéo atraves de testes de ativatadmcteriana. Isto mostra que todos os
compostos com atividade foram retidos pelos siiiwécos da resina. Este experimento
permitiu mostrar a separacdo bem definida de duasdds que apresentam atividade
antibacteriana. A primeira fracéo foi eluida comauooncentracdo de 0,2% m/v de NacCl, e,
durante todo o processo de eluicdo, € possivdioargue a segunda fragdo é eluida com 1%
m/v de NaCl. Este resultado indica a presenca de cmmpostos ou de dois grupos de
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compostos diferentes que apresentam atividade agidifiana, visto que sdo eluidos com
solucdes de diferentes forcas ionicas.
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Figura 5.5.Experimento 2 diametro de halo de inibigcdo (mm) erfungao do nimero de fragGes
Cromatografia realizada com a resina QXL; | - apli@gdo da amostra, Il - lavagem com agua, e elui¢éo
com NacCl a diferentes concentracdes: Ill - NaCl @,% m/v; IV - NaCl 0,4 % m/v; V - NaCl 0,6 % m/v;

VI - NaCl 0,8 % m/v; VIl — NaCl 1,0% m/v; VIIl — NaCl 1,5% m/v e IX — NaCl 5,0% m/v.

De acordo com este resultado, pode-se dizer qegunda fracdo obtida se
adsorve fortemente aos sitios da resina. Isto eatervido ao fato que quando o eluente
ingressa na coluna é mais facil retirar dos s@teosesina os componentes com menor forca de
interacdo eletrostatica com a matriz. As analises RMN-'H das fraces 22, 27 e 58,
encontram-se mostradas nas figuras 5.6, 5.7, egSj8ectivamente.

Através da andlise dos espectros verifica-se quessaa de se obter espectros
mais limpos, o que confere caldos mais puros, haymesenca de um contaminante, (Figura
5.6 fracdo 22) cujo sinal de hidrogénio apareégipro a 1,9 ppm, prejudicando a analise dos
demais sinais de hidrogénio. Estes sinais se rafetalvez, as impurezas presentes na
vidraria utilizada para este tipo de analise. Nesfgctro s&o observados hidrogénios em 3,6
ppm e 5,2 ppm, presentes unicamente na cefam(Cina
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Figura 5.6. Espectro 4, RMN*H da fracdo 22, aplicacdo da amostra do Experimento Obtida da elui¢&o
com 0,4 % de NacCl. (O, 400 MHZ).

Estes sinais também aparecem no espectro da Bguggertencente a fracao
27.

Pode-se observar a presenca do contaminante @eit® ¢ppm, mas em menor
concentragao.
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1.0 0.0 -0s5 ppm
Scale: 0.584 ppm/cm, 237.7 Hz/cm

Figura 5.7. Espectro 5, RMN!H da fragéio 27, aplicacéo da amostra do Experimenio(secédo 5.5.1.1.)
fracBes reunidas 23 - 29. Obtida da eluicdo com 40% de NaCl. (DO, 400 MHZ).
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O espectro apresentado na Figura 5.8, referentegainda fracdo que
apresentou atividade bioldgica, mostra um espen#is limpo, ou seja, a amostra esta mais
purificada.

No entanto, se refere a um composto diferenténaepa fracdo, ou seja, 0s
sinais de hidrogénio que apresentam sao totalnwbfaeentes dos apresentados nas figuras
5.6 e 5.7, podendo ter outro antibidtico devidouséacia dos sinais apresentados nos
espectros anteriores correspondentes a cefamicilé@ € possivel perceber visualmente
qual o composto em questdo. Além disso, ja nadadam sinal intenso do contaminante em
1,9 ppm. Ainda, pode-se dizer a respeito destadigue o composto bioativo se apresenta

em baixa concentragdo visto que sao notados as sieaiversos contaminantes.
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Figura 5.8. Espectro 6, RMN*H da fracdo 58, aplicacdo da amostra do Experimeniq obtida da eluicdo
com 1,0 % de NacCl. (O, 400 MHZ).

Experimento 3

Neste experimento foram utilizadas concentragcbadaamenores de NaCl
como eluente, com a finalidade de poder diminuirefeito do sal em analises de
espectrometria de massas.

Os resultados obtidos neste experimento estaoempeel®s na Figura 5.9.

De acordo com esses resultados € possivel veriigay durante a lavagem
com agua ndo ha exaustdo de compostos com atividtatieando que grande parte do

composto foi adsorvida pelos sitios da resina. $sipel verificar que para uma concentracio
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de NaCl de 0,1% (m/v) se inicia a eluicdo do primeiomposto ou de um grupo de
compostos.

No entanto, a medida que se aumentou a concentiacBlaCl, novas fracoes
foram eluidas. E possivel que a primeira fracdcefiE|n a um antibidtico, e as seguintes, a
outros.

No entanto, isso pode estar ocorrendo devido adgéion de multicamadas de
soluto na superficie da resina devido a forcaad&itica exercida nos diferentes compostos.
As camadas mais afastadas da superficie se ligammfraeamente, sendo, portanto, eluidas
com uma baixa concentracdo (neste caso 0,1 % mA9 que estdo mais proximas da
superficie sdo eluidas com maiores concentrac@eset&nto, deve-se ressaltar que isso ndo
pode estar ocorrendo com a fragdo majoritaria ptese intervalo IX, pois esta € eluida com
uma concentracao especifica de 1,25% m/v de NaGlteanscorrer do ensaio de eluicdo, que
vai do término da primeira fragdo majoritaria ntemalo V até o inicio da eluicdo desta
segunda fracao (segundo pico) no intervalo IX, Imdwve outra fracdo que apresentasse esta

atividade.
Assim, € provavel que se trate de dois compostescdies.
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Figura 5.9.Resultado do experimento 3 diametro de halo de initdo em funcdo do niumero de fragées. | -
aplicacdo da amostra, Il - eluicdo com agua, e e@ifio com solucdo de NaCl a diferentes concentracdes:
Il - NaCl 0,1 % m/v; IV - NaCl 0,2 % m/v; V - NaCl 0,3 % m/v; VI - NaCl 0,4 % m/v;
VII - NaCl 0,5% m/v; VIl - NaCl 1,0% m/v; IX -NaCl 1,25% m/v; X — NaCl 1,5% m/v e XI — NaCl 5,0%
m/v.
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As fracbes 27, 30, 38 e 84 que apresentaram malorde inibicdo, também
foram analisadas por RMNH e os resultados encontram-se apresentados nas Gigo,
5.11, 5.12 e 5.13. Estas analises por RMN foranortaptes, neste caso, para mostrar que o
caldo ficou muito mais limpo, com menos interfeesntquando comparado com o caldo
eluido do experimento anterior (Experimento 2 mmit5.3.2). Isto, possivelmente, ocorreu
por caracteristicas do processo de producdo e mesmeaaracteristicas do processo de
eluicdo. Neste experimento 2, a eluicdo do primgico foi feita com duas concentragdes de
NaCl (intervalos Il e 1V, com 0,2% e 0,4% m/v, @agto que neste terceiro experimento
foram utilizadas 3 intervalos de concentracfes aé€lNintervalos Ill, IV e V, com 0,1%, 0,2
e 0,3% m/v. Este maior gradiente degrau permitia unaior limpeza no caldo. De acordo
com os resultados obtidos de RMN-é possivel observar que na fragéo 27, Figura Sa®
observados sinais interessantes pertencentes amposto que apresentou atividade, mas

estes sinais ndo séo caracteristicos de um competstdactamico. Novamente, apresenta-se
o sinal do contaminante em 1,9 ppm.

B3E8EEEERS 28BS RENENALLERETER
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Scnlozgdoo'.i D:
Figura 5.10. Espectro 7, RMN*H da frac&o 27, eluida com 0,2 % de NaCl. ¢, 400 MHZ). Com
aplicacdo de uma amostra obtida das fracdes 7 — Adunidas do Experimentol.
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No entanto, a fracdo 30 (Figura 5.11) € semelhanteespectro nimero 4
(Figura 5.6), onde sdo observados, novamenteinag slos hidrogénios caracteristicos da

cefamicina C em 3,6 ppm e 5,2 ppm, além do contaménperto de 1,9 ppm.
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Figura 5.11. Espectro 8, RMN*H da frag&o 30, eluida com 0,2 % de NaCl. (@, 400 MHZ). Com
aplicagéo de uma amostra obtida das fragGes reunid& - 18 do Experimentol.

Também se pode dizer que o espectro mostrado neaFsgl2 apresenta sinais
de hidrogénio maiores que o apresentado na fra@a@-igura 5.11), indicando que, nesta
fracdo, a concentracdo deste composto € majorigincidindo com o bioensaio realizado,
cujo resultado encontra-se na Figura 5.9, ondefestdo mostrou um diametro de inibicdo
maior.

Isto permite dizer que € mais eficiente a eluicéstel composto com 0,3 %
m/v de NaCl, nas condicbes em que foi realizadoxmermento. Este espectro é muito
semelhante ao espectro da Figura 5.4, além dé eimais caracteristicos deste antibiotico
(cefamicina C).

Para o segundo grupo de compostos ativos, que tarsbéapresentou mais
puro neste terceiro experimento (Figura 5.13)iepeente a fracdo 84, pode-se observar
claramente que trata-se de um composto totalmafeecite obtido no intervalo IX em
comparacdo com as outras fracbes obtidas no panp&o. Isto é, neste espectro ndo se

observa os sinais caracteristicos da cefamicina C.
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Figura 5.12. Espectro 9, RMN*H da frac&o 38. Obtida da eluicdo com 0,3 % de N4QD,0, 400 MHZ).
Com aplicacdo de uma amostra obtida das fracdes reigdas 7 - 18 do Experimentol.

O fato de incrementar o gradiente degrau, quandmpacado com o
experimento 2, permitiu a retirada de contaminarges, provavelmente, sairam em

diferentes concentracoes de NaCl.
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Figura 5.13. Espectro 10, RMN*H da fracdo 84, pertenecente ao intervalo IX. Obtid da eluicdo com 1,25
% de NaCl. (DO, 400 MHZ).
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As analises de RMN, no entanto, ndo permitiram lcima respeito dos
compostos que foram separados neste experiment@aesina QXL. Provavelmente, estes
compostos estdo presentes em menor concentracadoquamparados com os de outros

produtos presentes nas amostras, sendo assim,ratiscaesta analise.

5.3.2 Eluicdo com acetato de sodio CELOONa

Experimento 1

Os resultados obtidos neste primeiro experimentiizando acetato, estdo

apresentados na Figura 5.14.
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Figura 5.14. Experimento 1 com acetato de sédio diametr@dhalo de inibicdo em fungdo do nimero de
fracdes. Observa-se | — aplicagcao da amostra, lllavagem com agua, e eluicdo com NaOAc a diferentes
concentragdes: Il — 0,4 %om/v; IV — 0,6 % m/v; V — 0,8 % m/v; VI — 1,0 % m/v; VIl — 1,5 % m/v; VIII —

2,5% miv e IX—5,0 %miv.

De acordo com este experimento foi possivel varifigrie uma pequena fragéo
foi eluida ainda durante o processo de lavagemotlm&, sendo que outras duas fracdes
foram eluidas a diferentes concentracfes de ac@tdioando a presenca de dois compostos
com atividade antibacteriana. O primeiro compo&ituecom uma concentracao de acetato de

sédio de 0,4% m/v, enquanto que o segundo eluiuuwrnanconcentracao de 5% m/v de sal.

75



Esta segunda fracdo apresentou um diametro denmatmr do que aquele
obtido com NaCl, referente aos experimentos amg=ioE possivel que este segundo
composto esteja simplesmente presente em menoertdoacdo do que 0S outros. Esse
resultado pode ser um indicativo de que o seguondgposto seja mais facilmente degradado
do que o primeiro, pois vale ressaltar que a amogtilizada neste experimento ficou

armazenada em ultrafreezer por um maior perioderdpo.

Analise por Espectrometria de Massa

A fracdo 27 deste experimento foi submetida a s@gor espectrometria de
massas. O resultado desta analise esta ilustradidgnea 5.15. Este espectro foi feito por
ionizacdo de eletro-spray (ESI+) através de ingedideta da amostra e os ions foram

monitorados na faixa da/z100 - 500.
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Figura 5.15. Espectro de massas da amostra 27 eluida co/&%® m/v NacCl..

Na Figura 5.16, pode-se observar o mesmo especipliaglo na regidao de
interesse.

De acordo com os resultados apresentados nestetrespepossivel verificar
uma ampla gama de ions cuja relacdo massa cargadem/z 100 a 500. Através do
espectro, observa-se o ionrd&446,9 referente a um ion protonado [M+H]+ muitoxumio
ao valor esperado para a Cef, cujo vahlr ja detectado em outros experimentos foi de 447,2
referente a massa molecular da cefamicina C prdtoridM+H]+, ndo sendo possivel
confirmar a presenca de cefamicina C na amostiegsada. Para uma analise mais conclusiva

haveria a necessidade de se fazer uma andlissperteometria de massas de alta resolucao.
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Figura 5.16. Ampliacédo do Espectro de massas da amostra 24 faixa de ions de interesse (Cef).

Experimento 2

Os resultados obtidos no segundo experimento aglmizom a solugcédo de
acetato de s6dio como eluente sao apresentadogura b.22.

Neste grafico sdo apresentados os resultados wmaleem linha feita no
espectrofotdmetro UV em 254 nm. De acordo com wltaao obtido é possivel verificar que,
neste caso, o comportamento durante a alimentig@gem e primeira eluigéo foi similar ao
do experimento obtido em 5.3.2-1. Vale destacammitancia deste resultado sob o ponto de
vista analitico, que embora néo forneca um resuligantitativo, fornece um resultado
qualitativo que representa satisfatoriamente o mhmipercorrido pelo composto com
atividade biologica. A eluicdo do composto iniceeliem aproximadamente entre 0,3 e 0,4%
(m/v) de acetato de sédio, pois neste resultade-gedbservar o deslocamento na linha de
base gerando interferéncia. E importante menciguaro tipo de eluente interfere na leitura
no espectrofotdmetro UV.

N&o foi verificada a ocorréncia de eluicdo aposieteccado do primeiro pico
(Figura 5.17 e Figura 5.18), ou seja, a preselocaegundo grupo com atividade (segundo
pico, ver Figura 5.19).

As analises realizadas por CLAE e bioensaio pemmitiuma melhor discusséo

deste resultado.
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Figura 5.17. Absorbancia em funcéo do tempd.(= 254 nm) da cromatografia realizada com acetatoed
sédio, em resina QXL e eluida com um gradiente degun de H20:NaOAc 1:1.

Leituras no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (eluente Acido

acético)

Os resultados obtidos nesta analise estdo aprdesnt@& Figura 5.18, onde
mostra 0 mesmo comportamento daquele obtido pordeno espectrofotdmetro. Neste caso,
€ observado um cromatograma das amostras coletagae tempo, novamente, se verifica a
saida do composto ainda durante a alimentacdo sgmel@a eluicdo foi verificada a uma
concentracdo de acetato de sodio de ~ 0,4% (m/v).

Novamente, tem-se uma analise qualitativa do exygerio, sendo possivel
definir a concentracao de eluente que permiteigdslwdo composto.

Esta metodologia desenvolvida utilizando CLAE, gorj permite obter um
pico referente a cefamicina C, podendo estar sugeipresenca de outros compostos que
deixam a coluna no mesmo tempo de retencdo. Natentste resultado (analise em CLAE a
254 nm) prevé, majoritariamente, a presenca dbiatito.
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Figura 5.18. Cromatograma dos volumes injetados através den gradiente degrau de HO : NaOAc.

Assim, eventuais compostos com atividade antibacizr diferente desta
cefalosporina, ndo sdo detectados nesta metodplegtando em concordancia com o

resultado obtido segundo a Figura 5.17, mediaatgfise por espectrofotometria UV-Vis.

Teste da Atividade Bacterioldgica contree. coli.

Para a confirmacao dos resultados obtidos por esfeometria UV-Vis e por
CLAE, todas as amostras foram analisadas pela wletpid de bioensaio. Os resultados
obtidos encontram-se na Figura 5.19.

De acordo com estes resultados, h& comprovacgéo itagwal do
comportamento do processo de adsorcao, lavagemigd@lda coluna. Somando-se aos
resultados anteriores, o aparecimento de uma fregéoatividade biologica, que ndo havia
aparecido nas analises em linha por espectrofot@ngepor CLAE, o que leva a concluir que

estas duas metodologias ndo séo sensiveis ao iapamar deste segundo composto.
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Figura 5.19. Diametro de halo de inibicdo em fung&o dortgo do processo para diferentes concentragdes
de NaOAc. Cromatografia realizada com a resina QXle eluida com concentracdes diferentes desta sal e
realizada através de um gradiente degrau de @ : NaOAc.

O resultado obtido, no entanto, vem confirmar osiale resultados obtidos
nos experimentos. Esta eluicho em rampa, entretaétopermitiu uma boa separacéo entre

as duas fragoes.

5.4 Caldo obtido por cultivo em batelada alimentada

5.4.1 Eluicdo com cloreto de sodio NaCl

Experimento 1

Tendo em vista os resultados apresentados antentemnesta etapa do
trabalho serdo apresentados os resultados expéaigal como € detalhado na secéo
4.4.1.1.

Na Figura 5.20 apresenta o comportamento dostaesgl obtidos. Cabe
lembrar que este caldo n&o foi concentrado comacasss anteriores. Devido ao uso de um

volume menor de caldo (20 mL) é possivel verifigae a coluna ndo alcancou o ponto de
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saturagcdo com compostos ativos de acordo com ovaloleenos intervalos | e Il. A primeira
fracao (intervalo Ill) foi eluida completamentent®,1 % m/v do eluente garantindo desta
forma a obtencdo do composto de interesse em uita concentracao de sal.

N&o foi possivel realizar uma analise mais detaltthas espectros RMN destas
substéancias, pois seriam necessarios 0s demaigresp@aono e bidimensionais. Além disso,

as impurezas presentes nas amostras interferirasuasranalises.
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Figura 5.20. Resultado do didmetro de halo de inibicdo efancéo do tempo do processo. O intervalo | -
aplicacdo da amostra, Il - lavagem, e a eluicdo elh - NaCl 0,1 % m/v; IV - NaCl 0,3 % m/v; V - NaCl
0,5 % m/v; VI - NaCl 1,3 % m/v; VII - NaCl 5,0 % m/v.

Outro fato importante de mencionar € que houve radsoirreversivel de
substéancias pela resina que apresentaram umag@@oeacura. Devido ao emprego de uma
pequena quantidade de caldo fermentado durantéicagim, ndo foram feitos analises por
RMN-'H.

Na Figura 5.21 é apresentado o resultado das eanastalisadas em CLAE,
onde so foi lido o primeiro composto referente falosporinas. Ressalta-se que o segundo

pico com atividade nao foi detectado pelo métodeaeolvido.
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Figura 5.21. Variacdo da area e da concentracédo de NaClno@ tempo.
Leturas obtidas no CLAE a umA = 254 nm.

Experimento 2

Os resultados obtidos neste experimento sdo ilegrana Figura 5.22,
indicando a presenca de um primeiro pico no interiigddurante a lavagem), mostrando que

a coluna havia atingido o ponto de saturacgao,fpoisjetado um volume de 50 mL de caldo.
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Figura 5.22. Resultado do Experimento 5; variacdo do diartve de halo de inibicdo em fungéo do tempo
de processo. Cromatografia realizada com a resinaXQ. O intervalo | - aplicacdo da amostra, Il -
lavagem, e a elui¢do com solucdo de NaCl a difetea concentragfes: Il - NaCl 0,1 %m/v; IV - NaCl 0,3
% m/v; V - NaCl 0,5 % m/v; VI - NacCl 1,3 % m/v; VIl - NaCl 5,0 % m/v.
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Foram realizadas andlises de RNM#ldas regides A, B e C da Figura 5.2.2, e
por apresentarem quantidades pequenas de compdstositeresse, estes nao foram

detectados.
Na Figura 5.23 séo ilustrados os resultados dastaas analisadas no CLAE.
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Figura 5.23. Leturas obtidas no CLAE do experimento 5, coh = 254 nm.

Experimento 3 - Bioensaio mudando o pH das fracbegue apresentaram

atividade

E importante mencionar os seguintes fatos de sérroguH inicial de cada
uma das amostras diluidas epOHMIlli-Q:

1. Para a andlise da fracdo denominada Cef, esteeapsasum pH 8,2 e foi
ajustado a 7. Tomou-se 13 amostras desde pH 7pHat€D.
2. Para a analise da segunda fragcdo com atividademileada Pen-1, o pH se
apresentava inicialmente a 6,3 e foi feito um ajaspH 7,0. Esta solucéo apresentou
caracteristicas de dificil ajuste ao valor de pH.7,
3. Devido ao problema anteriormente mencionado, fdizada uma segunda
amostra, denominada Pen-2, que se encontrava &umgml de 5,8 e, novamente, o
problema ocorreu. Desta forma, decidiu-se trabadhpartir deste pH, tanto para a
amostra Pen-1 quanto para a Pen-2. Assim, quantie as amostras até pH igual a
1.

83



Os resultados obtidos indicam que estes compostosstramam
comportamentos muito diferenciados em diferentesres de pH, que outorgam propriedades

e caracteristicas muito interessantes, apresentadaigura 5.24.
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Figura 5.24. Variacao do diametro do Halo em funcdo do pHAs linhas sélidas mostram o
comportamento linear desses pontos.

Na legenda da Figura 5.24 € mostrado a inclinagiajukte linear realizado
para a variagdo do diametro do halo em funcdo dqg estrespondentes a cada
amostra.Observa-se nas curvas da Fi§2d que o composto denominado Cef, apresentou
atividade contra organismos gram-negativos e é esadvel a pH acidos em comparagcdo com
as outras amostras denominados Pen. Isto podetseioratravés do ajuste linear dos pontos
(e as respectivas barras de erros de cada amastds) vemos que a amostra Cef possui uma
menor inclinacdo (0,36) em comparagdo aos outragpostos Pen-1 e Pen-2 com maior
inclinacdo (0,78 e 0,82 respectivamente), evidegmanaior instabilidade com o incremento
da acidez nestes dois ultimos compostos. Aindaopeervacdo a esta figura, vale ressaltar
que foi apresentada uma solucdo aquosa a difereali@es de pH (entre 7,0 e 0,6), sendo
estas submetidas a andlise por bioensaio, a finsedeerificar a influéncia do pH na
determinacdo do halo de inibi¢cdo. Estes resultatstiram que a solucdo &cida nédo interfere
na analise por bioensaio a menos do valor de pHD,émisto corrobora com os resultados

obtidos para as solu¢des contendo 0os compostasvbma
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Em tempo, pode-se comprovar que 0 segundo compusto atividade
corresponderia a uma penicilina por apresentar esteutura elevadamente instavel e
hidrolisavel em meios acidos, particularmente,abde pH 2,0 e segundo o ajuste a pH 1,0
este composto apresentou alta degradacdo. De acordoa literatura, Nagarajan (1972)
propde que para recuperar os caldos de cefamigirapEl do caldo de cultivo é ajustado
entre 2,0 — 2,5 para inativar a penicilina N e,liddm, de acordo com Schubert (1980), para
obter cefamicina C no processo € necessario imatipanicilina N por ajuste do pH entre 1,8
-2,5.

No transcorrer do trabalho foi verificado que pamafracbes referentes ao
segundo pico de eluicdo na coluna com a resina @¥ando congeladas e descongeladas,
por sucessivos intervalos, o valor do pH sempremdimPor hipotese, pode-se apresentar que
isto ocorre com a degradacao das penicilinas gqueegal, formam acido penicildico.

Cabe lembrar que as estruturas quimicas das peasc#do mais instaveis que
as das cefalosporinas. Sendo que, se este segangm$to apresentar a estrutura de uma
penicilina e o primeiro, a estrutura de uma cefamdga, certamente aquele sera mais

suscetivel a degradacéo.

5.4.2 Eluicdo com acetato de sodio CELOONa

Experimento 1

Os resultados obtidos com eluicéo, utilizando-setade de sodio na forma
degrau, estao apresentados na Figura 5.25.

De acordo com os resultados, obteve-se a satu@gamoluna e a fracao
correspondente a cefamicina C é mostrada no intelaque foi obtida com um 0,4 % m/v
de sal. Este resultado € semelhante aos obtidssgém A (Experimentos 4 e 5), pois este
composto sai com a mesma concentracdo de sal. @avign erro no experimento néo foi
possivel extrair dados sobre o segundo composte, esi@ resultado foi importante para
indicar as condi¢cdes experimentais do trabalhoesjitsnte onde se diminuiu a concentracao
do sal.

Na Figura 5.26 sdo apresentadas as andlises ¢asdreealizadas em CLAE.
O cromatograma em func¢éo das &reas apresenta dgsomefalosporinas nas fragdes eluidas

com 0,4 % m/v de acetato de sodio.
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Figura 5.25. Experimento 1 usando acetato de sédio. Diamede halo de inibicdo em fungéo do tempo do
processo. | — aplicacdo da amostra, Il — eluici@m agua, e eluicdo com NaOAc a diferentes
concentracdes: lll — 0,4 %m/v; IV — 0,5 % m/v; V — 0,6 Y% m/v; VI — 1,5 % m/v; VII.
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Figura 5.26. Variagao da area obtida por cromatografia eariagdo da concentragdo de NaOAc em fungéo
do tempo. Cromatograma dos volumes injetados do CLAdo experimento 1 A = 254 nm).
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Experimento 2

Neste experimento foi obtido 0 mesmo resultador@mieno entanto, com uma
concentracdo menor de sal sendo 0,2 % (m/v). Ongegoomposto ativo deixou a coluna
com uma concentracdo maior de sal, sendo estesd Zim/v). Neste caso, observa-se um
comportamento totalmente diferente aos resultaddsriares, dando a entender que este
composto apresenta um comportamento fortementedponde o acetato de sodio ndo possui

forca idnica suficiente para conseguir eluir o cosip da resina.
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Figura 5.27. Experimento 2, didmetro de halo de inibicdone fungdo do tempo de processo. Cromatografia

realizada com a resina QXL da Amershan. | — aplicaéip da amostra, Il — eluigdo com agua, e eluicdo com

NaOAc a diferentes concentragées: Ill — 0,2 % m/MV — 0,3 % miv; V — 1,5 % miv; VI - 2,5 % m/v; VII —
3,5 % m/iv; VIII - 5,0 % miv.

A Figura 5.28 apresenta o resultado das amostasatas por CLAE, sendo
detectadas cefalosporinas. O segundo pico contdatigindo foi detectado, novamente.

Na analise dos espectros por RMN-1H (Figura 5.88pbtido um sinal do
acetato (aproximadamente de 2 ppm), que atrapallamalise dos resultados. Isto indica que
o melhor eluente é o NaCl para anélise por RMN.
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Figura 5.28. Cromatograma dos volumes injetados do CLAE dexperimento 2 A = 254 nm). Areas do
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6. CONCLUSOES

. Foi possivel separar duas fragcdes bem definidasatimidade antibacteriana,

utilizando-se a resina QXL e ambos os caldos dévoul

. Foi possivel verificar que a metodologia adotadeqiiéncia de etapas)
permitiu uma melhor clarificacdo do caldo de cuwltitendo sido verificada pelos
espectros de RMN-1H.

. A utilizacdo da UF e da adsorgcao a pH 6,8 com maeAmberlite XAD-4

promoveu uma purificacéo no caldo.

. Os eluentes NaCl e GHOONa permitiram a eluicéo similar de compostos da
coluna empacotada com a resina QXL, mas o elueat€l Mostrou ser mais
eficiente que o CEBCOONa, devido a este ultimo ter provocado distod@® sinais
nos resultados dos espectros por RI#N-

. A introducéo repetida na coluna QXL levou a um ptodfinal mais puro,
segundo os resultados obtidos nos primeiros expatos trabalhados com um caldo

de cultivo obtido em batelada.

. A utilizacdo de espectrofotometria UV/Vis permitiom monitoramento do
comportamento da eluicdo das frac6es que conteatigisiade antibiotica.

. Foi possivel comprovar a deteccdo da cefalospanediante a metodologia

analitica desenvolvida no DEQ.

. O primeiro composto denominado “Cef” é eluido coomaentragcbes muito
baixas de sal. Segundo os espectros de RMN-1H ipotlatar-se da cefamicina C
mas esta presente em pequenas quantidades. Degfde dato, na analise por EM,
estes sinais sdo sobrepostos pelos sinais de ingsugele estdo presentes em maior

guantidade.
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. O segundo composto obtido denominado “Pen” possuicomportamento
diferenciado, segundo o caldo gerado em batelaelam datelada alimentada pela

eluicdo com concentragbes muito caracterizadabidate.

. O abaixamento do pH das duas fracdes que apresmentdividade mostrou
gue a segunda (segundo pico), a que chamamos d& e instaveis a pH acidos,

sendo degradado a um pH < 1, acontecendo o cant@m a primeira fracéo.

CONCLUSOES PONTUAIS

Com relac&o ao uso de solucao de NaCl

. Utilizadas em grandes quantidades danificam o é€peetro de Massa, isto é
uma desvantagem, sendo necessaria a retirada de sal

. Na analise de RMN-1H, as concentracdes maiores I[fNa@rferem nos

resultados, isto € evidenciado nos sinais de riidervado nos espectros.

Com relagd@o ao uso de solugéo de Acetato de sodio.

. O acetato como eluente produz um deslocamento nal sio UV ou
deslocamento temporal dos picos.

. Nos resultados do RMN-1H foi observado um sinansb perto de 2,0 ppm,

gue sobrepds os demais sinais.

PERSPECTIVAS

. Aumentar o volume de caldo para conseguir detectar maior quantidade de
metabolitos com atividade.

. Aumentar o volume de lavagem com agua para paderaimaior quantidade
de impurezas.

. Verificar se € possivel diminuir a concentraca@ldente inicial, por exemplo,
0,01 % m/v do eluente (NaCl ou de NaOAc). Fazer whacdo em rampa
empregando uma menor concentracdo de sal. Dostadssi experimentais foi
constatado a eluicdo de compostos ativos apenaadqs ao eluente com 0,1 % m/v

para NaCl e com 0,2 % m/v para NaOAc.
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. Recolher as fracdes obtidas pela passagem na d€petir a metodologia,
processando as fracdes em XAD-4 e, novamente, Q&a. Realizar esse
procedimento repetidamente com o objetivo de metepurificagéo.

. Analisar aminoacidos, acido clavulanico e cefalosoC nas amostras além

de outros compostos presentes na rota biossinticafamicina C.
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