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Resumo 
 

A cefamicina C é uma cefalosporina natural produzida por Streptomyces clavuligerus de 

grande importância na indústria farmacêutica, esta é um antibiótico beta-lactâmico que atua 

como um inibidor da síntese da parede celular. Além de possuir atividade contra bactérias 

Gram-negativas, a cefamicina C é resistente à ação de enzimas beta-lactamases responsáveis 

pela resistência à ação das penicilinas. Tendo em vista as restritas informações na literatura 

sobre as etapas do processo industrial de produção da cefamicina C, torna-se indispensável o 

estudo dos processos de produção e separação deste antibiótico para que seja possível 

disponibilizar sua tecnologia ao setor produtivo. O presente trabalho buscou desenvolver 

protocolos alternativos para isolar e purificar compostos que apresentam atividade 

antibacteriana produzidos por Streptomyces clavuligerus DSM 738 como a cefamicina C e 

penicilinas. 

A seqüência de etapas de purificação utilizadas nesta dissertação constou de: 1) 

Microfiltração do caldo para a separação de células e sólidos insolúveis; 2) Ultrafiltração para 

a separação de subprodutos de alto peso molecular, como proteínas e enzimas; 3) Utilização 

de processo de adsorção com resina não iônica para clarificação do caldo e finalmente a 

hipótese de trabalho desta dissertação foi de aplicar um processo de adsorção por troca iônica 

para a separação de compostos com atividade antibacteriana, os quais podem ser a Cefamicina 

C e a Penicilina N. Cabe ressaltar que a cefamicina C não está disponível no mercado, sendo 

restrita às indústrias que detém a tecnologia de produção. Se utilizou o metodo biologico teste 

de atividade bacteriológica com a bactéria Escherichia coli ESS comtra beta-lactâmicos 

totais. 

Analises realizada por RMN mostram que a utilização da microfiltração e ultrafiltração 

são fundamentais como etapas iniciais de purificação. A segunda etapa de purificação com 

resina não iônica (Amberlite XAD-4) mostrou sua eficiência na retenção de pigmentos, e por 

fim, com este caldo clarificado, foi possível separar duas frações majoritárias e bem definidas 

com atividade antibacteriana, através da utilização da resina de troca aniônica (QXL da 

Amershan), utilizando como eluentes NaCl e CH3COONa. As análises realizadas por RMN-
1H mostraram que a primeira fração pode representar a molécula de uma cefalosporina, tal 

como é a cefamicina C, dentre outros compostos. 
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Abstract 

 

The cephamycin C is a natural cephalosporin produced by Streptomyces clavuligerus, 

of great importance in the pharmaceutical industry; it is a β-lactam antibiotic that acts as an 

inhibitor of the cellular wall synthesis. Besides some activity against Gram-negative bacteria, 

the cephamycin C is resistant to the action of β-lactamase enzymes responsible for the 

resistance to penicillin. The information available in the literature, on the stages of the 

industrial production process of cephamycin C is scarcely found, studying the production 

process and the antibiotic separation is essential to provide technology to the production 

section. The present study aimed to develop alternative protocols to isolate and purify 

composites produced by Streptomyces clavuligerus DSM 738, such as the cephamycin C and 

penicillin, which present antibacterial activity.   

The sequence of purification stages proposed in this work consisted of: 1) 

Microfiltration of the broth for the separating cells and insoluble solids; 2) Ultrafiltration for 

the separation of high molecular weight sub products, such as proteins and enzymes; 3) Use 

of adsorption process with non ionic resin for the broth clarification; and 4) Finally, the 

hipotese this work, the adsorption process by ionic exchange, for the separation of composites 

with antibacterial activity, such as cephamycin C and Penicillin N. On the other hand, 

cephamycin C is not available in the market, being restricted to the industries that possess the 

production technology. The biological method of choice for the bacteriological activity test 

was the Escherichia coli ESS bacteria against all β-lactams. 

RMN-1H analysis showed that the use of the microfiltration and ultrafiltration are 

essential as first purification stages. The second purification stage with non ionic resin 

(Amberlite XAD-4) showed to be efficient on retaining pigments, finally, with this clarified 

broth, it was possible to separate two major and well defined fractions with antibacterial 

activity, by the use of an anion exchange resin (QXL of Amershan), utilizing NaCl and 

CH3COONa as mobile phase. Analysis by RMN-1H showed that the first fraction can 

represent a cephalosporin molecule, such as cephamycin C, among others compounds. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Os antibióticos são substâncias químicas produzidas por microrganismos que 

em baixas concentrações combatem o crescimento de outros microrganismos patogênicos. Os 

antibióticos são produtos do metabolismo secundário de fungos filamentosos e bactérias do 

grupo actinomicetos (Madigan, 2004). 

As enfermidades infecciosas tiveram influência de forma determinante na 

evolução da Historia do Homem e continuam sendo a principal causa da mortalidade no 

mundo. A partir da Segunda Guerra Mundial, centenas de agentes antimicrobianos foram 

descobertos e ao longo dos anos foram desenvolvidos compostos mais potentes, seguros e 

efetivos, não só contra bactérias, mas também contra vírus, fungos e parasitas.    

Entretanto, os seres humanos na ambição de melhorar as condições de vida, 

modificaram o meio ambiente de tal forma que cada vez se torna mais fácil a instalação de 

microrganismos patogênicos, geralmente em comunidades vulneráveis. Como resultado, o uso 

indiscriminado dos antibióticos tornou-se um fator relevante para o crescente problema global 

relacionado ao avanço da resistência bacteriana aos antibióticos (Shinohara et al.,2004). 

Devido a isso, iniciou-se a procura de novos agentes farmacologicamente 

ativos obtidos por triagens a partir de fontes naturais, como fermentação de microrganismos e 

de extratos de plantas, que levou ao descobrimento de muitos compostos clinicamente usados 

no tratamento de doenças. 

O primeiro antibiótico natural descoberto foi a penicilina por Alexander 

Flemming em 1928. A partir dos estudos sobre estafilococos descobriu-se, casualmente, a 

destruição de colônias de bactérias pela ação de um fungo o qual pertencia ao gênero 

Penicillium, do qual se deriva o nome penicilina, dando-se início a uma nova etapa na historia 

da humanidade. 

 Este antibiótico beta-lactâmico continua sendo o mais importante composto 

depois de mais de 80 anos de uso e, assim como seus derivados, é usado contra agentes 

antibacterianos com poucos efeitos colaterais (Méndez et al., 1980). 

No entanto, existe um grande número de patógenos capazes de produzir 

enzimas chamadas beta-lactamases, dentre os quais se destacam: Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Haemophilus influenzae, Proteus vulgaris. Essas enzimas degradam esses 
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antibióticos ao hidrolisar o anel beta-lactâmico, gerando uma substância inativa contra 

doenças. 

Os compostos beta-lactâmicos são os mais importantes antibióticos para uso 

clínico como agentes antimicrobianos. O papel importante destes compostos é a toxicidade 

seletiva como inibidores da biogênese do peptideoglicana na parede celular bacteriana de 

organismos patogênicos.  (Rodriguez et al., 2008). 

Pelo menos 70 dos aproximadamente 100 antibióticos usados no tratamento de 

infecções humanas são derivados de substâncias produzidas pelo gênero Streptomyces (Prasad 

et al. 1999). As espécies do gênero Streptomyces são bactérias miceliais que crescem na terra 

com um ciclo de vida complexo, produzindo uma extraordinária diversidade de metabólitos 

secundários, biologicamente ativos, com significação médica e industrial (Harrison et 

al.,1971). 

Durante as pesquisas na busca de novos antibióticos foram isolados de 

microrganismos capazes de produzir inibidores de beta-lactamases, dentre eles, o 

actinomiceto Streptomyces clavuligerus (Coleman et al., 1994). Culturas desse microrganismo 

produziram metabólitos secundários, tais como cefamicina C e penicilina N.  

Uma interessante e especial propriedade das cefamicinas é sua excepcional 

resistência à degradação por beta-lactamases. A cefamicina C é importante no mercado 

mundial por ser matéria prima para a produção de antibióticos utilizados no tratamento de 

infecções. Outro composto de importância mundial é o ácido clavulânico que associado a 

outros beta-lactâmicos, como a ampicilina e amoxicilina, permitem que estes antibióticos 

recuperem sua eficácia e amplie o espectro de ação. 

As cefamicinas isoladas no início da década de 70 pela Merck & Co Inc. e pela 

Eli Lilly & Co, pertencem a uma importante classe de compostos com atividade antibiótica de 

amplo espectro contra bactérias, incluindo um grande número de microrganismos resistentes a 

cefalosporinas e penicilinas. O crescente interesse das indústrias farmacêuticas pelos vários 

antibióticos beta-lactâmicos nas últimas décadas tem exigido o aperfeiçoamento dos métodos 

de produção através da modificação das características do processo de produção, linhagem 

microbiológica e das técnicas de separação e de purificação. A separação desses antibióticos, 

pode envolver vários métodos de extração e purificação que têm um importante papel no 

custo do processo (Ghosh et al.,1996). 

A presente dissertação de mestrado buscou desenvolver um protocolo 

alternativo para purificar e separar compostos bioativos produzidos por Streptomyces 

clavuligerus.
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OBJETIVOS 
 

O objetivo geral deste trabalho de dissertação foi, a partir de uma sequência 

de operações unitárias quais sejam: microfiltração, ultrafiltração e adsorção não específica 

de caldo de cultivo de Streptomyces clavuligerus DMS 738, utilizar a adsorção por 

cromatografia de troca iônica para separar compostos com atividade biológica contra a 

bactéria Escherichia coli ESS. Para isso, as seguintes etapas foram desenvolvidas: 

- Isolamento e purificação, dos compostos presentes na solução obtida, aplicando-se a 

adsorção por troca iônica em coluna de leito fixo utilizando a resina QXL; 

- Avaliação de diferentes eluentes na separação de compostos bioativos; 

- Avaliação das características químicas dos compostos separados no processo de adsorção 

por troca iônica; 

- Verificação da estabilidade dos compostos separados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

2.1 Antibióticos 

 

Em 1928, Alexander Fleming observou que o crescimento da bactéria 

Staphylococcus aureus era inibido por colônias de fungos que haviam contaminado a placa de 

Petri. O fungo foi identificado como Penicillium notatum, e o componente ativo, 

posteriormente isolado, foi denominado como penicilina (Arnold et al., 1999). De início, a 

descoberta não despertou interesse até a eclosão da Segunda Guerra Mundial, em 1939. A 

partir dessa situação, com a finalidade de evitar perdas desnecessárias dos soldados, foram 

então ampliadas as pesquisas com relação à produção deste composto.  Em 1940, um grupo de 

cientistas da Universidade de Oxford, chefiado por Howard Florey e Erns Chain, retomou as 

pesquisas de Fleming e conseguiram produzir penicilina para fins terapêuticos em escala 

industrial, inaugurando uma nova época para a medicina, denominada a era dos antibióticos. 

Reações inibidoras similares entre colônias em meio sólido são comumente 

observadas em microbiologia e o mecanismo de inibição é conhecido como antibiose. Os 

antibióticos são relativamente difíceis de serem descobertos, e poucos possuem valor 

medicinal ou comercial, sendo produzidos principalmente por fungos filamentosos e por 

bactérias do grupo actinomicetos (Madigan, 2004), sendo estas bactérias gram-positivas e 

gram-negativas. Cerca de 60 % do total de antibióticos produzidos no mundo são antibióticos 

beta-lactâmicos (Ghosh et al., 1996). 

Muitos antibióticos exibem efeitos colaterais tóxicos em seres vivos e o uso na 

área clínica requer que eles sejam monitorados com precisão em fluidos biológicos. 

Semelhantemente as determinações precisas de produção de antibióticos em caldos de 

fermentação microbianos é um aspecto crítico no processo industrial. No passado, os 

antibióticos eram monitorados em fluidos biológicos realizando-se várias diluições e medindo 

a ação inibitória em vitro. Tais técnicas de ensaio consomem tempo e não permitem a 

quantificação das perdas destes metabólitos ativos (Nilsson-Ehle et al., 1983). 
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2.2 Streptomyces clavuligerus 

 

Os actinomicetos do gênero Streptomyces têm grande habilidade para produzir 

metabólitos secundários sendo responsáveis pela produção de mais de 80% dos antibióticos 

utilizados. Dentre este grupo, a espécie Streptomyces clavuligerus produz mais de 20 

metabólitos secundários, incluindo muitos antibióticos beta-lactâmicos como cefamicina C, 

isopenicilina N, penicilina N, ácido clavulânico, deacetoxicefalosporina C e outros. 

O Streptomyces clavuligerus (Coleman et al., 1994) é um grupo de bactérias 

que forma filamentos ramificados, com características de bactérias e fungos (Borém, 1998). 

Por tanto, é uma espécie da bactéria gram-positiva que foi primeiramente descrita por 

Higgens e Kastner (1971), ao isolar uma amostra de solo de América do Sul. O nome do 

actinomiceto refere-se à forma de sua esporulação com rolamento de extremidades em forma 

de ramos “clavula” e do sufixo “igerus”, sendo seus esporos cinza com tons esverdeados. 

Segundo Coleman (1994) Streptomyces clavuligerus é uma espécie da bactéria 

Gram-positiva que foi primeiramente descrita por Higgens e Kastner (1971), ao isolar uma 

amostra de solo de América do Sul. O nome do actinomiceto refere-se à forma de sua 

esporulação com rolamento de extremidades em forma de ramos “clavula” e do sufixo 

“igerus”, sendo seus esporos cinza com tons esverdeados. Esta bactéria cresce em forma 

filamentos ramificados, e possui características de bactérias e fungos (Borém, 1998).  Uma 

importante característica é que esta espécie não é capaz de assimilar glicose como fonte de 

carbono, pois não possui um sistema de transporte de glicose (Ives e Bushell, 1997). Além 

disso, possui todas as enzimas do ciclo de uréia, o que é incomum para um procarionte. 

Em 1973, Brown detectou um potente efeito inibidor de um caldo de 

Streptomyces clavuligerus, do qual um composto foi isolado e identificado como ácido 

clavulânico, e sua molécula registrada em 1976. Alguns actinomicetos produtores de 

compostos beta-lactâmicos descritos na literatura são: Streptomyces catleya, Streptomyces 

lactamdurans (Kern et al., 1980); Inamine et al., (1976). 

 

2.3 Antibióticos beta-lactâmicos 

  

Os antibióticos beta-lactâmicos são peptídeos modificados que atuam como 

inibidores da biossíntese do peptidoglicano em bactérias procariontes, afetando a integridade 

da célula (Liras et al., 1999). São denominados beta-lactâmicos por apresentarem na sua 
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estrutura molecular um anel de mesmo nome e vem sendo utilizados como matéria-prima na 

produção via síntese química de antibióticos semi-sintéticos (Vandamme et al,1984). 

Uma grande variedade destes compostos pertencentes à mesma família de 

moléculas foi descoberta nas últimas três décadas. (Liras et al., 2006). O grande sucesso dos 

beta-lactâmicos no tratamento de infecções é devido a sua alta eficiência e baixa toxicidade 

(Brakhage et al, 1998), sendo de grande interesse clínico. Qualquer alteração no anel beta-

lactâmico destes compostos resulta na perda de atividade antibacteriana. Produzidos tanto por 

eucariontes como procariontes, a estrutura básica da maioria de compostos beta-lactâmicos é 

formada por três aminoácidos como precursores: ácido L-a-aminoadípico (L-a-AAA), L-

cisteina e L-valina, ligados entre si, e formando por ciclização a estrutura do anel beta-

lactâmico. A estrutura da penicilina é formada pelo Ácido 6-aminopenicilánico (6-APA) mais 

um resíduo acila e a estrutura das cefalosporinas formada pelo Acido 7-aminocefalosporínico 

(7-ACA) (Figura  2.1). 

 

 
Figura  2.1. Penicilinas e cefalosporinas, geradas a partir dos aminoacidos essenciais. (O’ Sullivan et al., 

Jensen et al., e Demain et al.). 
 

Os compostos beta-lactâmicos são geralmente de natureza aromática podem-se 

comportar como um ácido ou como uma base, pois o grupo amino presente na sua estrutura 
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em solução aquosa com um pH abaixo do ponto isoelétrico se comporta como um ácido, e o 

grupo carboxílico do anel beta-lactâmico se comporta como ânion em solução aquosa neutra, 

o que os torna compostos anfotéricos (Figura  2.2).   

 

 

Figura  2.2. Caraterísticas anfotéricas dos compostos beta-lactâmicos.  

 

De acordo com a estrutura química, os antibióticos beta-lactâmicos podem ser 

classificados em cinco subclasses. Todos esses grupos, com exceção dos monobactâmicos, 

possuem um sistema de anéis bicíclicos. Segundo a estrutura as classes se dividem em  

penicilinas, cefalosporinas, clavams, carbapenems e monobactâmicos (O’Sullivan et al., 

1980). No ano 2006 Liras e colaboradores separam estes compostos em dois grupos 

majoritários: compostos beta-lactâmicos convencionais e não convencionais. 

Os compostos convencionais são: 

 

� Penicilinas 

 

A estrutura deste composto consiste em um núcleo bi cíclico “penam” formado 

por um anel beta-lactâmico condensado a um anel de cinco membros que contém um átomo 

enxofre conhecido como tiazolidina (Figura  2.3). Ligado ao grupo amino na posição seis do 

núcleo há um grupo amino. O núcleo da penicilina também é chamado de ácido 6-

aminopenicilánico (6-APA). 

O arranjo bi cíclico de anéis é fundamental para a atividade, conferindo uma 

grande tensão ao sistema: quanto maior a tensão, maior a atividade e também a instabilidade. 
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Figura  2.3. Estruturas  principais das penicilinas e das cefalosporinas. O anel beta-lactâmico mais o anel 
tiazolidínico formam um núcleo penan, em penicilinas. O anel beta-lactâmico mais o anel diidrotiazina 

formam o nucleo cefems em cefalosporinas. 
 

Uma modificação ou alteração vinculada na cadeia aminoadipil, ligada ao 

carbono seis do anel beta-lactâmico (Figura  2.4) resulta em compostos com diferentes 

propriedades antibacterianas e farmacológicas. Existem quatro classes de penicilinas: 

penicilinas padrão, penicilinas antiestafilocócicas (ou penicilinas penicilase-resistentes, 

resistente à ação da penicilinase produzidas pelo Staphylococcus aureus), aminopenicilinas 

(administrável por via oral, ativas contra Gram-negativas: E. coli) e carboxipenicilinas (ativas 

contra Pseudomonas aeruginosa e menos ativas contra Gram-positivas). 

 

   

(a) (b) 

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

 

As penicilinas padrão são representadas pela penicilina G ou benzilpenicilina 

(Figura  2.5 (a)) e pela penicilina V (Figura  2.5 (b)). A penicilina G revolucionou o tratamento 

de uma grande variedade de infecções causadas por bactérias do gênero Staphylococcus, as 
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quais, até o momento, não possuíam tratamento. Este antibiótico exibe baixa absorção quando 

administrado por via oral, por ser inativado pelo suco gástrico no estômago. 

 

 
(a) 

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

 

Logo se aperfeiçoaram os métodos naturais de obtenção dos primeiros 

antibióticos, surgindo os antibióticos sintetizados no laboratório e, com isso, iniciou-se a fase 

industrial da produção de antibióticos. A penicilina V foi desenvolvida para suplantar a 

desvantagem da benzilpenicilina. Existem outras penicilinas naturais ou intermediárias 

isoláveis como a isopenicilina N ou penicilina N.  

 

� Cefalosporinas 

 

As cefalosporinas são moléculas que contêm um núcleo “cefem” formado por 

um anel beta-lactâmico e um anel de seis membros, chamado dihidrotiazina. (Figura  2.3). 

As cefalosporinas são produzidas por diferentes espécies de actinomicetos ou 

bactérias filamentosas e fungos, apresentando um modo de ação comum, como também 

precursores biossintéticos semelhantes (Aharonowitz et al., 1992). 
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Uma modificação das cefalosporinas dão lugar as cefamicinas.  Apresenta-se 

na Figura  2.6 (a) a estrutura geral de uma cefalosporina. O núcleo principal de uma 

cefalosporina é chamado ácido 7-aminocefalosporânico (7-ACA), e os diferentes grupos R1, 

R2 e R3 ligados à molécula produzem uma variedade de diferentes cefalosporinas. As 

modificações na posição sete do anel beta-lactâmico determinam o espectro antibacteriano, e 

a mudança na posição três do anel diidrotiazínico modificam a farmacocinética e o 

metabolismo do medicamento (Pumarola 1987). 

A cefalosporina foi descoberta em 1949 e sua estrutura quimicamente 

caracterizada como cefalosporina C em 1955 (Figura  2.6 (b)) sendo originalmente, isolada do 

fungo Cephalosporium acremonium (Newton et al., 1955). Esta cefalosporina apresenta forte 

atividade contra certas bactérias Gram-negativas (Demain et al, 1999). 

 

 
(a) 

 
(b) 

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

Outras cefalosporinas como as cefabacinas são produzidas por bactérias Gram-

negativas e freqüentemente apresentam um grupo formilo (-CHO) ligado ao carbono sete 

(Liras et al., 2006).  

Além dos compostos beta-lactâmicos clássicos, muitas estruturas de compostos 

beta-lactâmicos não-convencionais foram descobertos e caracterizados desde 1970. Estes 

antibióticos também geram um grande interesse científico e industrial, e por isso os processos 
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produtivos, a rota biossintética e mecanismos genéticos envolvidos na biossíntese pelos 

microrganismos produtores estão sendo atualmente investigados. Como exemplo pode-se citar 

os carbapenens, as clavamas e os monolactâmicos. Devido à natureza do segundo anel, os 

precursores e a rota biossintética destes compostos são diferentes das clássicas penicilinas e 

cefalosporinas, o que sugere que esses compostos devem ter uma origem evolutiva diferente 

(Liras 2006). 

 

� Carbapenems 

 

Produzidos por diferentes gêneros de Streptomyces como a Streptomyces 

cattleya e Streptomyces olivaceus (O’ Sullivan). Ligado ao anel beta-lactâmico está presente o 

anel penem. Este anel possui cinco membros e contém um átomo de carbono na posição um, 

substituindo o átomo de enxofre, comumente encontrado nos antibióticos beta-lactâmicos 

convencionais (Figura  2.7).  

 

 

Figura  2.7. Fórmula estrutural dos carbapenens. 
 

Os carbapenems possuem amplo espectro de ação, são estáveis frente à maioria 

das beta-lactamases e capazes de inibir a biossíntese de peptideoglicano, sendo a tienamicina 

um modelo de estrutura desta família. 

De todos os antibióticos beta-lactâmicos, os carbapenems possuem o espectro 

de atividade mais amplo e por isso são utilizados no tratamento de infecções polimicrobianas, 

dispensando, assim, a utilização de dois ou mais antibióticos (Kropp et al., 1985). Existem 

dois carbapenens disponíveis: o imipenem e meropenem. 
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� Clavamas 

 

As clavamas geralmente têm uma estrutura de anel bicíclico, sendo semelhante 

ao anel das penicilinas. 

  Na molécula do ácido clavulânico, produzido por Streptomyces clavuligerus, 

e em outras clavamas, o segundo anel é denominado oxazolidínico, que inclui oxigênio 

(Figura  2.8 (a)) em vez de um átomo do enxofre como ocorre em compostos beta-lactâmicos 

clássicos. Este composto é o mais conhecido inibidor das beta-lactamases bacterianos, sendo 

utilizado em conjunto com outros antibióticos como a amoxicilina, ampicilina e ticarcilina 

(Figura  2.8 (b) e (c)). 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Figura  2.8. Fórmulas estruturais de: (a) ácido clavulânico. (b) Amoxicilina e (c) Ampicilina. 
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� Monobactâmicos 

 

O nome monobactâmicos é a forma abreviada para beta-lactâmicos 

monocíclicos, e são produzidos principalmente pelas bactérias Gluconobacter sp., 

Pseudomonas acidophila,  Acetobacter sp. Os monobactâmicos consistem em um único anel 

beta-lactâmico, ligado ao grupo ácido sulfônico e diferentes cadeias laterais. O único 

monobactâmico disponível comercialmente é o Aztreonam, um monobactam sintético (Figura 

 2.9), ativo contra bacilos aeróbios Gram-negativos. Diferente de outros beta-lactâmicos, estes 

compostos não possuem nenhuma atividade contra bactérias Gram-positivas e tampouco 

contra organismos anaeróbicos. Podem ser utilizados em indivíduos com alergias a penicilinas 

e à cefalosporinas.  

Outro monobactâmico, a Nocardicina, é produzida por actinomicetos como a 

Nocardia uniformis e Flexibacter alginoliquefaciens (Aoki et al., 1976 e O’Sullivan et al.). 

 

 
(a) 

 
(b) 

Figura  2.9. Fórmula estrutural de um (a) monobactama e do (b) aztreonam. 
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2.4 Beta-lactamases 

 

As beta-lactamases denominadas inicialmente penicilinases, são enzimas 

potencialmente ativas contra diferentes antibióticos beta-lactâmicos, hidrolisando a ligação C-

N do anel beta-lactâmico de penicilinas e cefalosporinas. Foram classificadas (Tabela  2-1) de 

acordo com a preferência pelo substrato, pelo mecanismo de ação e por outros parâmetros 

bioquímicos (Baggaley et al.,  1997). 

 

Tabela  2-1. Classificação das beta-lactamases, representam o maior desafio clínico, os 

beta-lactamases da serina (Baggaley et al.,  1997).  

CLASSES 
BETA-

LACTAMASES  
SITIO 
ATIVO 

AÇÃO 
M.O 

Produtores 

A 
Penicilinases 

Serina 

Seletivas para penicilinas, a 
hidrólise do anel produz 

derivados de ácido penicilóico. 

Escherichia coli 
Staphylococcus 

aureus 

B 
Metalo-enzimas Metal 

(Zn) 

Emprega um íon metálico de 
Zn2+; o local ativo deles pode ser 
inibido por compostos quelantes. 

São de crescente importância. 

Bacillus cereus 
 

C 
Cefalosporinases 

Serina 
Seletivas contra cefalosporinas, 

hidrolisando o anel. 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Escherichia coli 

D 
Oxaciloinases 

Serina 
Representam o maior desafio 

clínico. 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Escherichia coli 

 
 

Os principais mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos segundo Wright, 

(2005) são: 

� A hidrólise enzimática do anel beta-lactâmico pela enzima beta-lactamase. É o mais 

importante dos três mecanismos e ocorre com os estafilococos, gonococos, enterobactérias e 

Bacteróides fragilis. Existem muitas beta-lactamases que diferem em termos de 

especificidade pelo substrato. 

� O segundo mecanismo mais importante da resistência é a alteração dos sítios-alvo, 

denominados proteínas ligantes da penicilina (PBP). Alterações em uma proteína específica 

ligante das penicilinas constituem o principal mecanismo de resistência nos estafilococos. 
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� Um terceiro mecanismo de resistência consiste na permeabilidade reduzida das 

membranas celulares das bactérias Gram-negativas.  

� Outras como a hiperprodução de beta-lactamases. 

 

2.5 Reatividade de Anel Beta-lactâmico 

 

A união (O=C-N) dos antibióticos beta-lactâmicos é uma amida 

excepcionalmente reativa. A carbonila da amida se comporta como uma cetona que possui 

alta sensibilidade a ataques nucleofílicos capazes de acilar uma diversidade destes reagentes 

nucleofilicos. É este o sítio, onde estes compostos são atacados pelas enzimas beta-

lactamases. 

A considerável tensão no anel de quatro membros parece ser a força impulsora 

da grande reatividade. O anel se abre e libera a tensão quando acila um nucleófilo. A abertura 

do anel beta-lactâmico é acompanhada pela perda total de atividade. 

 

2.5.1 Hidrolise Enzimática  

 

É amplamente aceito que a hidrólise enzimática dos compostos beta-lactâmicos 

é uma reação semelhante às primeiras etapas das reações de formação das acil-enzimas. A 

hidrólise das penicilinas, cefalosporinas e derivados inicia-se com o ataque nucleofílico sobre 

o carbono carbonílico do anel beta-lactâmico, com a seguinte formação de um intermédio 

tetraédrico, seguida da abertura do anel. Pode-se observar este mecanismo na  

Figura  2.10. 

 

2.5.2 Alterações dos Sítios Alvo ou Modificação dos Sítios de Ligação 

 

Os antibióticos beta-lactâmicos se ligam a enzimas que participam da síntese 

da parede celular, chamadas PBPs (Penicillin Binding Proteins) ou Proteínas ligadoras de 

penicilina. 

O objetivo dos antibióticos beta-lactâmicos é acilar as PBPs, o ataque 

nucleofílico sobre o anel beta-lactâmico é um modelo adequado desta reação enzimática, 

tratando-se de uma das reações mais estudadas, dentre as PBPs, encontram-se as 

transpeptidases. Atuando sobre estas enzimas a ultima etapa da síntese do peptideoglicano não 



 25

ocorre, impedindo a reação da transpeptidação. Isto é possível devido à semelhança estrutural 

entre compostos beta-lactâmicos e a D-alanina terminal da enzima. 

 

 
 

Figura  2.10. Hidrólise das penicilinas pela enzima beta-lactamase nucleófilo serina. 
 

Na Figura  2.11 é mostrado como o grupo carbonila da amida do antibiótico 

beta-lactâmico acila um grupo amino da enzima que atua na síntese da parede celular. A 

enzima acilada fica inativa e conseqüentemente, a parede celular não se forma e a bactéria 

entra em ciclo lítico e morre. 

  

 
Figura  2.11. O grupo carbonila da amida do antibiótico beta-lactâmico acila um grupo amino da enzima. 
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2.6 Rota Biossintética 

 

Compreender a biossíntese e genética molecular destes compostos tem sido um 

desafio para microbiologistas ao longo das últimas décadas. A expressão de agrupamentos de 

genes dos antibióticos é controlado por diferentes famílias de proteínas reguladoras. O estudo 

e compreensão da rota biossintetica também é importante para a engenharia de processos de 

separação, uma vez que o conhecimento dos produtos provenientes da rota podem auxiliar na 

escolha das condições de operação. 

Os mecanismos de regulação do metabolismo secundário em Streptomyces 

parece ser um processo complexo que opera a diferentes níveis. Existe um esquema geral 

(Figura  2.12) da rota biossintética das penicilinas e cefalosporinas, que foi elaborado a partir 

de dados obtidos de vários microrganismos produtores destes antibióticos. Nenhum 

microrganismo é capaz de realizar toda a série de reações mostradas, mas todos eles são 

capazes de realizar uma série de passos metabólicos iniciais até isopenicilina N, o 

intermediário comum para a formação da maior parte dos antibióticos beta-lactâmicos 

(Demain et al., 1982). 

Dependendo do composto a ser sintetizado, são requeridos diferentes passos. 

Por exemplo, a biossíntese da penicilina requer passos simples, mas a biossíntese da 

cefalosporina C e cefamicina C requerem passos mais sofisticados (Santamarta et al., 2002).    

No primeiro ciclo de reação da biossíntese, penicilinas e cefalosporinas têm os 

primeiros dois passos em comum. Os aminoácidos precursores ácido L-α-aminoadípico (L-a-

AAA), L-cisteína e L-valina são ativados com ATP e condensados, formando o tripeptídeo 

linear L-α-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV). Este intermediário foi primeiramente 

encontrado em 1960 como um componente intracelular de Penicillium chrysogenum 

(Arnstein, 1960). A reação é catalisada por uma única enzima multifuncional, designada ACV 

sintetase (ACVS). 

O tripéptídeo linear (ACV) é oxidado, fechando o anel, permitindo a formação 

da isopenicilina N (IPN). Este passo é realizado pela enzima chamada isopenicilina N 

isomerase ou ACV ciclase (Kern et al. 1980). A IPN é uma estrutura bicíclica que apresenta o 

anel beta-lactâmico, unido ao anel tiazolidina de cinco membros, anel bicíclico característico 

de todas as penicilinas. 
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Figura  2.12. Biossíntese das penicilinas, cefalosporinas C e cefamicina C. Os nomes dos genes são 

mostrados em itálico, e os nomes das enzimas em letras maiúsculas (Brakhage, 1998). 
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A IPN possui atividade antibiótica fraca, e é o primeiro passo intermediário 

bioativo das penicilinas e cefalosporinas é dizer o precursor dos antibióticos contendo o 

núcleo penam. Na formação da penicilina G, a cadeia lateral L-α-aminoadipil da IPN é 

trocada por um grupo acil hidrofóbico (Queener et al., 1982). Já na biossíntese das 

cefamicinas e cefalosporinas, a IPN dá lugar à penicilina N, reação catalisada por uma enzima 

chamada IPN epimerase (IPNE). Depois, a penicilina N é convertida em 

deacetoxicefalosporina C (DAOC), mediante a expansão oxidativa do anel, em que o anel 

tiazolidina dá origem a um anel de seis membros, anel diidrotiazina, característico de todas as 

cepem. Esta reação é catalisada pela DAOC sintase (DAOCS), também chamada expandase. 

A DAOC é hidrolisada, ocorrendo a hidroxilação catalizada pela DAC hidrolase, formando a 

deacetilcefalosporina C (DAC).  

Para biossíntese da cefalosporina C ocorre a acetilação da DAC por meio da 

enzima denominada DAC acetiltransferase ou cefalosporina C sintetase, estudada melhor no 

fungo Acremonium chrysogenum. 

Já na biossíntese da cefamicina C, a DAC recebe um grupo carbamoil, 

formando a O-carbamoildeacetilcefalosporina C (OCDAC), passo catalisado por uma 

carbamoil transferase. Então, o C-7 é hidroxilado e na etapa final, o grupo hidroxila no C-7 é 

metilado para formar a cefamicina C (7-metoxicefalosporina C). A reação é catalisada pela 

enzima chamada cefamicina C sintetase.  

  Não se sabe quando ocorre a substituição no C-3, e que é justamente esta 

substituição que distingue as cefamicinas naturais das sintéticas. 

Em 1980, Kern e colaboradores sugeriram que a expansão do anel é a etapa 

limitante na síntese da cefamicina C.  

 

2.6.1 Cefamicina C 

 

As cefamicinas (Fukase et al., 1975) são derivadas das cefalosporinas pela 

substituição do hidrogênio na posição 7α do anel bicíclico, por um grupo metoxila (Figura 

 2.13). 
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Figura  2.13. Fórmula estrutural da cefamicina  C. 

 

De esta forma, a cefamicina C, também chamada 7-metoxicefalosporina, é uma 

cefalosporina que apresenta dois grupos no carbono sete: uma cadeia aminoadipil, idêntica à 

da penicilina, e um grupo metoxila. 

A descoberta da cefamicina C pela Merck, em inícios de 1970, conduziu ao 

desenvolvimento da pesquisa de cefalosporinas em procariontes. Este composto beta-

lactâmico produzido por uma variedade de actinomicetos, batérias filamentosas denominadas 

Streptomyces clavuligerus (Higgens et al., 1971). Alem deste actinomiceto tambem foi 

estudado a produção destes antibióticos por Streptomyces lipmanii por Nágarajan (1972) e por 

Stapley et al. (1972). Segundo a patente N04495348, é produzido por estirpes de Streptomyces 

clavuligerus e de Streptomyces lactandurans em meio de cultura com nutrientes em condições 

aeróbias. 

Historicamente, a primeira característica identificada da cefamicina C foi como 

inibidor de síntese de parede celular (Daust et al., 1973). Foram obtidos três tipos de 

cefamicinas: A, B, e C, sendo as cefamicinas A e B antibióticos menos potentes que a 

cefamicina C. Este último mostra uma atividade antibacteriana de amplo espectro (Stapley et 

al., 1972). 

Descobriu-se que a presença do grupo 7α metoxila sobre o anel beta-lactâmico 

torna um antibiótico mais ativo contra microrganismos Gram-negativos e patógenos 

anaeróbios, e mais resistentes contra a hidrólise pela maioria das enzimas beta-lactamases 

(Stapley et al., 1979). Este grupo atua como estabilizador da estrutura do anel beta-lactâmico, 

reduzindo a sensibilidade às beta-lactamases (Omstead et al., 1985). 

A pesar do seu amplo espectro de atuação, ela não é ativa contra 

microrganismos Gram-positivos. Este composto não é usado clinicamente, mas é empregado 

como matéria-prima para a síntese de muitos medicamentos. A modificação química da 
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molécula proporcionou um aumento no espectro de atividade antibiótica. A troca da cadeia 

lateral aminoadipil na posição 7β da cefamicina por um grupo tienilacetil proporcionou o 

efeito desejado, o que resultou no composto semi-sintético beta-lactâmico Cefoxitin. O 

Cefoxitin, produzido pela Merck & Co In., é amplamente usado no tratamento de infecções e 

na prevenção de infecções pós-operatórias por bactérias resistentes à penicilina. O Cefminox é 

também um composto derivado da cefamicina C e é considerado um antibiótico de terceira 

geração. Foi obtido por uma modificação na posição 7β e uma metoxilação da posição 7α por 

Iwamatsu et al. (1983), no Japão. Este composto é mais ativo que outras cefamicinas contra 

enterobactérias e Bacteróides fragilis, exibindo propriedades farmacocinéticas favoráveis. 

Contudo, muitas dificuldades são encontradas no processo químico da7α-metoxilação (Kim et 

al.,2000). As estruturas químicas destes compostos são apresentadas na Figura 2.14 

 

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

 

Outros derivados da cefamicina C são: Mefoxitin, Mefoxin e Foxtil. 

A cefamicina C, devido a sua natureza, apresenta um comportamento 

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

 

2.6.2 Penicilina N 

 

Em 1962, Miller e colaboradores observaram que Streptomyces sp eram 

capazes de produzir penicilina N. Este composto foi chamado inicialmente de cefalosporina N 
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e apresentava atividade contra Gram-negativos. Mais tarde, demonstrou-se que se tratava de 

uma penicilina com uma cadeia lateral aminocarboxibutilo, sendo logo renomeada como 

penicilina N (Figura  2.15). Este composto se mostrou como um estimulador da produção de 

cefalosporinas segundo a rota de biossintética (Kosaka e Demain, 1976). 

A penicilina N faz parte da rota biossintética no processo de formação de 

cefalosporina C e cefamicina  C.  
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Figura  2.15. Estrutura da penicilina N ou ácido aminodesacetoxicefalosporânico amino penicilina. 

 

A enzima isopenicilina epimerase é responsável pela conversão da 

isopenicilina N em penicilina N (Jensen et al., 1993). Segundo a Patente 6642020, até o 

momento não se obteve uma melhoria genética com a finalidade de incrementar a produção 

da penicilina N, dado ao baixo valor comercial. Algumas características que desestimulam o 

avanço nas pesquisas deste composto são:   

a) Baixa atividade antimicrobiana frente às penicilinas hidrofóbicas (G ou V), 

penicilinas semi-sintéticas e cefalosporinas. 

b) Baixa utilidade como composto intermediário na preparação de 6-APA, devido a 

sua reduzida estabilidade, assim como suas propiedades fisico-químicas de solubilidade e 

ácido-bacisidade que complicam enormemente seu isolamento. 

c) A impossibilidade de eliminar sua cadeia lateral com as acilases da penicilina G 

ou V convencionais.  

   

2.7 Processos de Separação e Purificação 

 

Existem muitos problemas na análise dos compostos beta-lactâmicos em meios 

de fermentação complexos. Entre eles, pode-se citar: (i) a seletividade de um determinado 
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ensaio químico é insuficiente para determinar um único composto beta-lactâmico, devido à 

presença de uma mistura destes compostos. (ii) os procedimentos de ensaio envolvem reações 

químicas que não são seletivas apenas para os compostos beta-lactâmicos, assim, os outros 

constituintes do caldo podem contribuir no resultado atuando como interferentes, tornando-se 

difícil a separação, e mais ainda sua purificação. 

No processo de separação e purificação de antibióticos a partir de caldos de 

fermentação são requeridos uma série de operações unitárias com uma seqüência bem 

definida para que o processo seja eficiente. 

Lee e seus colaboradores em 1997, relatam um processo de separação e 

purificação de cefalosporina C que envolve uma série de etapas, tais como filtração e 

centrifugação para separação de células, e técnicas de extração por solvente e/ou adsorção, 

para posterior purificação por troca iônica do antibiótico. 

A maior parte dos processos de bioseparação consiste em quatro passos básicos 

que ocorrem seqüencialmente (Ward, 1991), descritos a seguir.  

a. Remoção de insolúveis: os processos mais utilizados são a filtração 

(microfiltração e ultrafiltração) e/ou centrifugação. Nessa etapa não ocorre grande 

concentração do produto nem grande melhora na sua qualidade, porém ocorre o descarte 

de células se o produto for extracelular ou a recuperação das mesmas se o produto for 

intracelular ou a própria célula. 

b. Isolamento de produto: denominado de isolamento primário, remove 

produtos com propriedades não comuns comparado com o produto desejado, com 

aumento significativo da concentração. As principais operações são: extração com 

solvente ou duas fases aquosas e adsorção. 

c. Purificação: nesta etapa ocorre alta concentração do produto. São utilizadas 

técnicas de cromatografia, eletroforeses, adsorção e precipitação altamente seletivas 

para o produto, ocorrendo a remoção de impurezas com funcionalidade química e 

propriedades físicas semelhantes ao produto.  

d. Refinamento: denominado isolamento final do produto. São utilizados 

processos como cristalização, centrifugação e secagem (atomização, liofilização ou 

remoção por solvente orgânico) são etapas que podem ser usadas para a obtenção do 

produto seco. 
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Evidentemente essas etapas serão empregadas de acordo com o tipo de 

produto, concentração e pureza desejada, dependendo da forma em que o produto será 

comercializado no mercado. O uso final do produto indica o método a ser utilizado. 

O custo da produção depende grandemente da separação e purificação do 

produto dos caldos de fermentação, constituídos de muitos subprodutos como também outras 

matérias-primas que podem ser reaproveitadas (Lee et al., 1997). Assim a obtenção de 

produtos de qualidade numa linha de produção econômica tem promovido o desenvolvimento 

de alternativas e aperfeiçoamento de processos de extração e purificação. 

 

Separação por Membrana 
 

A maioria dos antibióticos beta-lactâmicos se acumula fora das células, 

portanto, o primeiro passo de separação é a remoção destas células, utilizando-se a filtração, 

que é uma técnica de separação empregando membranas. 

A complexidade do caldo dificulta a filtração, devido à presença de espécies 

orgânicas (ex. carboidratos) que reduzem a velocidade de filtração.  

Outros aspectos que contribuem para a dificuldade desta etapa do processo são: 

a) Sólidos finamente dispersos, especialmente aqueles que formam tortas 

compressíveis, que apresentam densidade próxima à da água, que promovem uma solução 

com alta viscosidade ou com característica gelatinosa. Isso foi observado em caldos de 

fermentação aumenta a densidade da superfície das membranas (Ana I. Cavaco Morão,  et 

al. 2006). 

b) Compostos de baixa massa molar, compostos orgânicos não voláteis, 

compostos orgânicos farmacêuticos que podem ser sensíveis ao tratamento físico-químico 

convencional, sais dissolvidos. 

Devido ao grande avanço desta técnica, este processo de filtração industrial 

mostra uma alta eficiência para a separação de partículas em suspensão.  

Os processos de filtração são classificados de acordo com o tamanho do poro 

da membrana utilizada, como descrito a seguir: 

 

� Microfiltração (MF): separação de partículas com tamanho entre 0,2 a 10 µm 

� Ultrafiltração (UF): separação de partículas e soluções poliméricas com 

tamanho de 1-21 nm. 
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� Nanofiltração (NF): separação de colóides e moléculas de baixa massa 

molecular com tamanho de 1-10 nm. 

� Osmose Reversa (OR): para separação de solutos iônicos tipicamente menores 

que 1,1 nm. 

Desses três tipos, a microfiltração e a ultrafiltração podem ser amplamente aplicadas 

numa primeira etapa de clarificação ou recuperação em produtos de fermentação.  

 

Microfiltração  
 

A microfiltração é utilizada para remover partículas suspensas presentes em um 

caldo de fermentação. É empregada tanto na recuperação de produtos biotecnológicos e como 

na indústria de alimentos. Embora sejam baseados em diferentes mecanismos, pode-se dizer 

que a operação de centrifugação tem a mesma função da microfiltração. Na prática, ambas as 

técnicas podem ser utilizadas, sendo que a escolha deve ser feita em termos da eficiência da 

separação, que é baseada no tamanho da partícula a ser separada. 

Usualmente essas membranas podem ser de acetato de celulose, cerâmicas, de 

polivinil, polipropileno ou politetrafluoretileno.  

Esta técnica apresenta diversas aplicações: 

• Remoção de sólidos suspensos. 

• Clarificação de soro de queijo. 

• Desengordurar e reduzir a carga microbiana de leite. 

• Clarificação de vinho e cerveja e sucos. 

• Remoção de partículas e pigmentos da indústria de açúcar. 

 

Ultrafiltração 
 

 A ultrafiltração é utilizada para separar moléculas de tamanhos menores que 

na microfiltração, bem como promover o aumento da concentração dos solutos de interesse 

em solução.  

As membranas podem ser poliacrilonitrila e polisulfona, além das citadas para 

a MF. 

Suas aplicações são: 
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• Ultrafiltração com diafiltração desenvolvido por Nabais e Cardoso (1995). Na 

recuperação de acido clavulânico e da retenção de proteínas solúveis, 

substâncias coloridas e outras impurezas; 

• Recuperação de proteínas na indústria de carnes; 

• Fracionamento de leite na manufatura de queijo; 

• Concentração de gelatina; 

• Recuperação de amido. 

 

Filtração tangencial ou Filtração por fluxo cruzado 
 

Refere-se à forma de escoamento da solução em relação à parede da membrana 

e ao permeado. A solução passa tangencialmente à superfície da membrana e, devido à 

permeabilidade desta membrana, o permeado escoa perpendicularmente à direção do fluxo da 

solução que entra no sistema.  

A concepção deste tipo de filtração é baseada na intenção de fornecer tensão 

suficiente na superfície da membrana, mantendo assim os sólidos e outras partículas retidas na 

superfície da membrana, em que se atinge um valor máximo para a espessura de material 

acumulado que é chamado de torta. 

Geralmente um filtro tangencial é utilizado para reter partículas entre 0,1 é 10 

mm. Os filtros tangenciais permitem apenas a formação de uma torta sobre a membrana 

filtrante que não bloqueie totalmente o filtro, podendo operar durante longos períodos de 

tempo (Blanch, et al., 1997). 

 

2.8 Processo de Adsorção 

 

Depois da filtração, uma das etapas mais críticas envolvidas na análise de 

misturas presentes em matrizes complexas consiste na extração e isolamento dos analitos de 

interesse, de forma a efetuar sua determinação qualitativa e quantitativa através de uma 

determinada técnica analítica adequada. 

A extração visa à remoção dos analitos da matriz, enquanto que a etapa de 

isolamento focaliza-se na eliminação de interferentes. No processo de recuperação de 

antibióticos se destaca as técnicas de adsorção, sendo usadas na separação e na purificação 

destes. 
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O emprego da adsorção em coluna ou também chamado adsorção em 

cromatografia é uma técnica de separação líquido-sólido, e indicado para extração e 

purificação de vários produtos, como por exemplo, os compostos hidrofílicos (Voser, 1982).  

Este método fundamenta-se nos mecanismos de separação da cromatografia 

líquida de baixa pressão na forma mais simples e conhecida, empregando-se uma coluna 

aberta a qual contém a fase sólida denominada fase estacionária (adsorvente). (Figura  2.16). 

 

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

 

 O princípio desta técnica consiste na existência da interação entre os diversos 

constituintes da mistura com a fase estacionária. Os processos de separação empregando 

adsorventes de leito fixo normalmente consistem em três passos: adsorção, dessorção (ou 

regeneração) e lavagem. 

Em processos biotecnológicos, o processo de adsorção em leito fixo é o mais 

comumente utilizado na indústria (Ward, 1991). Na coluna de leito fixo, a maior parte do 
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soluto é adsorvida, assim sua concentração no efluente deve ser zero. Na continuação do 

processo a concentração do soluto no efluente aumenta lentamente no início e depois 

abruptamente. Neste momento o fluxo de alimentação deve ser desligado e o material 

adsorvido é então eluído pela lavagem do leito com solvente apropriado. 

Deve-se ter em conta também a influência do pH. Muitos componentes 

bioquímicos possuem carga em um pH especifico e podem ser separados mediante a 

cromatografia troca iônica, na qual o grau de retenção pode ser controlada pelo pH da fase 

móvel.  

 

2.8.1 Tipos de Adsorção 

 
A Tabela  2-1 apresenta um resumo dos mecanismos e do tipo de adsorção 

aplicada aos processos biotecnológicos. 

 

Adsorventes 
 

Geralmente, para o desenvolvimento de um processo de adsorção deve-se 

procurar um adsorvente adequado à separação desejada, o que inclui estudos de capacidade de 

adsorção, seletividade, reutilização e estabilidade química e mecânica do material que se 

pretende utilizar. Algumas matrizes poliméricas usadas no processamento de antibióticos são 

compostas de poliestireno de divinilbenzeno, assim como as resinas poliméricas não iônicas, 

carbono ativado são propostas como adsorventes para isolamento de produtos hidrofílicos.  

Novos adsorventes foram desenvolvidos recentemente para oferecer força 

mecânica necessária à adsorção, além de serem providos de altas áreas superficiais e 

tamanhos de poros apropriados para um rápido transporte (Belter, 1985).  

Um processo alternativo para evitar o uso de solventes consiste em utilizar 

técnicas de cromatografia por adsorção com adsorventes não iônicos ou iônicos. Uma delas é 

a adsorção em resina de troca iônica, que envolve atração eletrostática dos compostos iônicos 

aos sítios de carga oposta na superfície do adsorvente (Barboza et al., 2002). 

Para as resinas de troca iônica são fixados grupos iônicos por uma ou mais 

reações químicas. Os trocadores iônicos classificam-se em: (i) aniônicos, que trocam anions e, 

portanto, têm grupos funcionais positivos ligados à matriz como, por exemplo, sal de amônio 

quaternário. A apresentação desses tipos de trocadores pode ser observada na Figura  2.17. e; 

(ii) catiônicos que trocam cátions e apresentam grupos funcionais negativos ligados à matriz.  
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Tabela  2-2. Métodos cromatográficos para a purificação de produtos biológicos 

(adaptada de Blanch & Clark, 1997). 

 
MECANISMO 

DE 
SEPARAÇÃO 

TIPO DE 
CROMATOGRAFÍA 

CARACTERÍSTICAS APLICAÇÃO 

Interações de 
Van der Waals 

Interação hidrofóbica 

• Boa resolução 
• Boa capacidade 
• Velocidade alta 

• Aplicado em qualquer 
estàgio, quando a força iônica 
é elevada (após troca iônica 
ou precipitação salina). 
• Possibilidade de alguma 
desnaturação. 
• Pode envolver solventes 
orgânicos durante a eluição. 

Tamanho e 
forma ou 
adsorção 
específica 

Filtração em gel 

• Resolução moderada para 
fracionamento 
• Bom para troca de 
tampão e dessalinização. 
• Capacidade relativamente 
baixa, mas é possível altas 
vazões com alguns tipos de 
empacotamento. 

• Fracionamento é melhor 
para os últimos estágios de 
purificação quando a 
alimentação é menor. 
• O tampão pode ser trocado 
em qualquer momento. 

Carga Troca iônica 

• A resolução pode ser alta 
• Capacidade é elevada 
• Velocidade pode ser alta 
dependendo da matriz 

• Método mais utilizado. 
• Mais efetivo nos estágios 
inicias, para volumes 
grandes. 
• Pode ser usado em modo 
batelada. 

Afinidade 
biológica 

Afinidade 

• Seletividade pode ser 
alta. 
• Capacidade pode ser alta 
dependendo do ligante. 
• Alta velocidade 

• Usado em qualquer 
estágio, mas os materiais são 
caros. 

Adsorção por 
reação 

Interação química 

• Velocidade alta 
• Geralmente é necessária 
uma energia de ativação. 
• Freqüentemente um 
processo irreversível. 

• Utilizado em qualquer 
estágio. 

 

 



 39

 
Figura  2.17. Esquema do processo de troca aniônica. Representação do equilibrio dinâmico da troca  

aniônica entre a fase estacionária e os íons da fase móvel (A. Fallon et al.,1990)).  
 

Empacotamento na Coluna 

O empacotamento da coluna é o coração desse tipo de sistema e reflete 

claramente a eficiência do processo. O tipo de partícula, forma e distribuição dentro da coluna 

que será empregada para realizar o empacotamento também influenciam na eficiência. 

Existem relatos de diferentes técnicas de empacotamento, como por exemplo 

as técnicas de Unger e Messe (1978). Existem também colunas comerciais já empacotadas. 

 

2.9  Processo de Separação e Purificação da Cefamicina C  

  

Várias etapas de purificação para se isolar o antibiótico desejado a partir do 

caldo seguem a remoção das células, seguidas de outras etapas, tais como cromatografia de 

troca iônica, adsorção, extração por solventes, até mesmo a técnica de cristalização, podem 

ser utilizadas em combinação para se purificar estes antibióticos (Omstead et al., 1985).  

O objetivo principal na escolha da melhor estratégia de purificação é obter um 

máximo rendimento com máxima pureza, e minimizar os custos. Para isso é necessário 

reduzir ao mínimo o número de etapas envolvidas (Harris e Angal, 1995). Um problema que 

se apresenta é a quantidade de antibióticos beta-lactâmicos presentes nos caldos de 

fermentação, representando uma pequena fração do total dos compostos presentes.  
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No processo de purificação de antibióticos, se o composto for solúvel em 

solventes orgânicos, o processo de purificação torna-se relativamente simples. Quando não é 

solúvel em solventes, este deverá ser removido do líquido de fermentação por meio de 

adsorção, troca iônica ou precipitação química.  

Vários autores em patentes descrevem processos de recuperação e purificação 

da cefamicina C. A Merck & Co patenteou os processos de purificação da cefamicina C e o 

produz por fermentação utilizando a linhagem Nocardia lactamdurans (Schubert, 1980). 

Schubert descreveu nesta patente o processo de reciclagem eficiente que gera a cefamicina C 

pura e com alto grau de rendimento. Neste processo, o caldo fermentativo tem seu pH 

ajustado para um valor entre 1,8 - 2,5 e em seguida é submetido a uma filtração. O filtrado 

obtido é passado por uma coluna de resina de troca catiônica e a coluna é lavada com água. A 

coluna catiônica é então parcialmente eluída com solução de NaCl 10% (m/v). O material 

coletado tem seu pH ajustado para 7, o qual é então repassado pela coluna. Para que diminua a 

degradação química em pH 7 abaixa-se a temperatura no processo de purificação.  

Este procedimento deve ser repetido de 10-15 vezes. A eficiência deste 

processo é maior em relação ao processo de adsorção em carvão ativo e ao processo de troca 

iônica seqüencial (Pines et al., 1973).  

Outras propostas para o isolamento das cefamicinas A, B e C são 

esquematizadas nas Figuras 2.18 e 2.19. 

Miller et al., (1972) descreveram o isolamento utilizado para a separação das 

cefamicinas A e B, (Figura  2.19). Um caldo fermentado que contém cefamicinas A e B é 

acidificado para obter uma máxima estabilidade dos antibióticos. O caldo é filtrado e 4000 

litros deste filtrado, contendo aproximadamente 80 µg de cefamicina /mL, é passados através 

de um empacotamento de 380 litros de Amberlite XAD-2. A resina empacotada é lavada com 

água e eluída com 60% de metanol. 800 mL do eluente enriquecido são concentrados até 160 

L em um pH 3,5 ajustado com amônio. 80 L são diluídos em 120 L e adsorvidos em 

Amberlite IRA-68 sobre um ciclo de cloreto. A eluição foi feita com uma solução de 200 L de 

1 M de NaNO3 e 0,1 M de acetato de sódio em um pH 7,5. O eluente é ajustado a um pH 3,0 e 

adsorvido em 45 L da Amberlite XAD-2, para separar o produto dos sais. A coluna é lavada 

com água e eluída com 320 L de acetona 25 %.  Do eluente concentrado obtém-se um volume 

de 17,4 L, o pH ajustado para 4.0. Com este processo obteve-se um rendimento de 620 g de 

cefamicina, com aproximadamente com 13 % de pureza. 
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Figura  2.18. Isolamento de cefamicinas A e B (Miller et al., 1972). 

 

Uma quantidade de 10 g do produto do passo anterior foi dissolvido em 18 mL 

de tampão (brometo de amônio/ ácido acético) e aplicado sobre a coluna Sephadex A-25, com 

uma vazão de 80 mL/h. O refratômetro mostrou 5 picos separados, e o bioensaio das frações 

mostraram que dois desses picos são bioativos. As frações 80-133 foram combinadas para 

recuperar cefamicina B e as frações 170-230 foram combinadas para recuperar cefamicina A. 

A cromatografia foi repetida com outra porção de 10 g com resultados 

similares. As duas porções que continham cefamicina B foram combinadas e adsorvidas sobre 

100 mL de Amberlite XAD-2 e eluídas com 300 mL de metanol a 90 %. O metanol foi 

removido do concentrado aquoso mediante evaporação, obtendo-se finalmente um rendimento 

de 810 mg de cefamicina B. O mesmo procedimento é feito para cefamicina  A, obtendo-se 

um rendimento de 720 mg. 

Os métodos de purificação de cefamicina C são mostrados na Figura  2.19. O 

caldo fermentado contendo cefamicina C é filtrado, e um volume de 800 L do filtrado 

contendo 3,5 µg/mL do antibiótico é adsorvido em 27 L de resina Dowex 1x2 no ciclo 

cloreto. Obtendo-se eluições com 5% de uma solução de NaCl e são coletadas frações de 19 

L. As frações 2 e 3 que contêm 56% de atividade são combinadas o pH ajustado 2,0 com HCl 

e adsorvido sobre 27 L de resina Dowex 50x2. A eluição feita com 2% de piridina, e 4 frações 

de 18 L são coletadas. As análises das frações indicaram um rendimento de 43% a partir do 
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caldo filtrado. Quatro frações de 8 L contendo 24% de atividade são combinados, 

neutralizados com NaOH e concentrados a 100 mL. 

 

 
Figura  2.19. Isolamento da cefamicina  C. 

 

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

Dowex 1x2 no ciclo de cloreto. Antecipadamente a coluna é equilibrada com um tampão de 

piridina/ HCl (0,1 M, pH 5,0) a uma vazão de 4 mL/min. O eluente da coluna é monitorado 

por um refratômetro. Depois, 4,26 L do efluente são obtidos, com frações de 20 mL cada, 

coletadas automaticamente e analisadas. As melhores frações foram determinadas por 

comparação de bioensaio. As frações 150-210 contêm 56% de atividade e são concentradas, 

ajustando o pH para 8,0. Logo é concentrado por evaporação para a remoção da piridina.  

Feito isso, é realizada uma cromatografia sobre bio-gel P-2 para retirar o NaCl. 

A amostra obtida anteriormente é diluída em 50 mL de água, pH ajustado para 7,0; e aplicada 

numa coluna de gel. A vazão utilizada é de 10 mL/min, o efluente monitorado por um 

refratômetro e coletado automaticamente em frações de 20 mL. Essas frações são analisadas e 

sua atividade é comparada com a curva do refratômetro. Obtém-se um produto com 40% de 

pureza. 
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Os caldos de cefamicina são recuperados e purificados com um ajuste do caldo 

a pH 2,0-2,5 para inativar a  penicilina (Nágarajan 1972). 

 

2.9.1 Aplicação da Cromatografia Liquida de Alta Eficiência – 

CLAE 

 

A CLAE se tornou o método de escolha para a análise e quantificação de 

antibióticos. A diversa natureza de combinação dos antibióticos torna difícil generalizar as 

técnicas específicas para a quantificação. Na realização da análise dos antibióticos em fluidos 

biológicos não se requer uma preparação especial da amostra. A maioria dos antibióticos 

contém um grupo cromóforo o qual permite a detecção destes pelo UV, (Nilsson-Ehle et al., 

1983).  

A respeito ao recheio ou adsorvente, uma variedade de empacotamentos na 

coluna e fases móveis foram utilizadas para análises das penicilinas (White et al, 1977, 

Lecaillon et al, 1982, e Lebelle et al. 1980) . Miller e Neuss (1983) fazem uma descrição dos 

métodos de CLAE para a análise dos beta-lactâmicos. 

Uma técnica básica por CLAE para análise de aminopenicilinas (ampicilinas) 

utiliza um tampão de fosfato ácido aquoso e como fase móvel acetonitrila a um pH próximo 

ao ponto isoelétrico da aminopenicilina  (Margosis, 1982). As aminopenicilnas são mais 

estáveis no ponto isoelétrico, porém, sua baixa solubilidade nesse pH.  

 

 
Figura  2.20. Cromatograma obtido de uma ampícilina dissolta(A)  e cafeina (B). Detectado a temperatura 

ambiente e um deteção em UV a 254 nm. Margosis, 1982. 
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A fase estacionária utilizada é um empacotamento ODS (Octadecilsilano C-18) 

sobre sílica e a eluição é realizada em condições isocráticas (Figura  2.20).  

White e Laufer, em 1984, utilizaram colunas microporosas na separação de 

cefalosporinas, o que proporcionou uma boa separação (Figura  2.21). As condições 

cromatográficas foram: coluna µBondapak C18 (10 µm) (250 x 1,0 mm) como fase 

estacionária, fase móvel 0,01 M fosfato monosódico- metanol- (75:25); taxa de fluxo 50 

µl/min. e 150 µl/min.  

 
Figura  2.21. Separação de uma mistura de antibióticos cefalosporínicos numa columa microporosa. Com 

uma taxa de fluxo de 50 ul/min UV de 254 nm. Picos 1 – Cefalexin  2 – Cefoxitin  3 – Cefadrin 4 – 
Cefaloglicin 5 – Cefalofin. White e Laufer, 1984. 

 
Vários dos metabolitos secundários nominados beta-lactâmicos carecem de um 

grupo cromóforo. Isto ocasiona um deslocamento do grupo amino primário deles. Porém, 

adicionando fluorophore* é permitida a determinação desses compostos dentro dos caldos de 

fermentação (Peng et al, 1977).  

                                                 
* A fluorophore é um análogo ao cromóforo. É um componente de uma molécula que causa a fluorescência. É 
um grupo funcional numa molécula a qual absorve a energia em um comprimento de onda específico e re-emite 
energia com diferentes comprimentos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

3.1 Materiais 

 

3.1.1 Caldo de fermentação 

 

No presente trabalho foram utilizados os caldos obtidos mediante cultivos 

utilizando a linhagem de Streptomyces clavuligerus DSM 738. Estes cultivos foram realizados 

nos laboratórios de Engenharia Bioquímica do DEQ-UFSCar, por alunos de pós-graduação 

visando ao estudo das condições  de cultivo em biorreatores para produção da cefamicina C 

em biorreatores. 

Foram utilizados dois caldos, um deles cultivado em batelada e outro em 

batelada alimentada com suplementação com glicerol. Ambos tiveram a mesma composição 

do meio de cultivo principal: farinha de soja e extrato de levedura como fonte de nitrogênio, o 

glicerol como fonte de carbono, e adiciono-se lisina, precursor da biossíntese de cefamicina 

C. 

 

3.1.2 Microrganismo 

 
Nos bioensaios para a detecção atividade antimicrobiana foi utilizada a cepa de 

bactéria Escherichia coli ESS. 

 
3.1.3 Membranas 

 

• Membrana de 0,22 µm da A/G Technology corporation Hampton Avenue, 

utilizada na etapa de microfiltração do caldo. 

• Membrana de 3 kDa ou 3,000 NMWC da Amersham Bioscences, utilizada na 

etapa de ultrafiltração do caldo. 
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3.1.4 Resinas 

 

Resina hidrofóbica 

 

Foi utilizada a resina Amberlite XAD-4 da Rohm & Haas. É um polímero 

adsorvente insolúvel sem carga, em forma de esferas brancas, com tamanho da partícula 0,3-

1,2 mm (90% aproximadamente), tamanho de poro entre 1-150 Ǻ, área superficial 800 m2/g 

mínimo.  

É escolhida preferencialmente na adsorção de sustâncias orgânicas de baixo 

peso molecular.  Entre suas funções, é utilizada como uma resina de adsorção para clarificar o 

caldo de cultivo após a ultrafiltrado. 

Condicionamento: Inicialmente, a resina se encontrava numa solução de etanol 

50 %. Antes da sua utilização, ela foi lavada abundantemente com H2O milli-Q e finalmente 

filtrada. 

 

Resina de troca iônica 

 

No processo da purificação do antibiótico, a resina QXL da Amersham 

Biosciences foi empregada. Trata-se de uma matriz com ligações cruzadas de agarose e 

dextrana. Suas partículas esféricas possuem diâmetro entre 45-165 µm e capacidade iônica de 

0,18-0,25 mmol/ml de adsorvente.  

Condicionamento: Foram utilizadas diferentes soluções para o tratamento da 

resina seguindo a seguinte ordem: 

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

• 1 L de H2O milli-Q. 

• 1 L de ácido acético CH3COOH (HAc) 25% v/v. 

• 2 L de H2O milli-Q. 
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3.2  Equipamentos utilizados 

 

3.2.1 Cromatográfo CLAE 

 

Para a realização das análises dos compostos beta-lactâmicos foi utilizado o 

sistema de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), composto por um sistema de 

bombas 515, um arranjo de detectores de fotodiodos (Detector Photodiode Array - PDA) 

Detector Waters PDA W996, injetor automático modelo W717. 

 

3.2.2 Speed Vac 

 

O concentrador utilizado foi o SpeedVac Concentrator da Savant modelo 

SC210A. Este foi utilizado para a concentração e secagem das amostras tanto do estrato bruto 

do caldo como das diferentes frações obtidas das cromatografias desenvolvidas. Possui uma 

alta eficiência na evaporação de solventes ou eluentes, utilizando uma combinação de força 

centrífuga, calor e vácuo. Várias amostras podem ser processadas sem a contaminação 

cruzada. 

 

3.2.3 Espectrofotômetro UV/Vis 

 

Foi empregado para monitorar as substâncias que absorvem em λ = 254 nm 

(grupos cromóforos). Neste caso, os compostos beta-lactâmicos, como cefalosporinas e 

penicilinas. O aparelho utilizado foi um espectrofotômetro digital da Amersham Pharmacia 

Biotech ULTROSPEC, modelo 2100 Pro UV/Vis conectado a um computador. 

 

3.2.4 Ultrafreezer 

 

A fim de manter as propriedades dos compostos bioativos a serem analisados, 

as amostras foram armazenadas em ULTRAFREZER da Scien Temp, Adrian MI, U.S.A, à 

temperatura de -70 oC.  
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3.2.5 Incubadora 

 

Para obter os resultados dos testes de atividade bacteriológicos, o crescimento 

da E. coli ESS no ágar é realizado numa estufa NOVAETICA B.O.D modelo 411D, a uma 

temperatura de 37 oC, permitindo o crescimento do microrganismo nessa temperatura. 

 

3.2.6 Autoclave 

 

Para esterilizar o material usado (vidraria, ponteiras, soluções salinas, ágar, etc.), 

antes e depois de cada bioensaio, foi utilizada uma autoclave vertical, Modelo 103 da FABBE-

PRIMAR Industrial nas condições de 1 atm de pressão (Kgf/cm2) a 120 0C, por 15 minutos. 

 

3.2.7 Banho de água 

 

A adsorção por troca iônica foi feita mantendo a temperatura controlada a 20 0C,  

fazendo uso de um banho térmico com o aparelho da Fujitec, modelo 521-2D.  

 

3.2.8 Bombas  

 

Foram utilizadas bombas da ISMATEC, modelos BVP e MCP, tanto para os 

processos de micro e ultrafiltração (a 240 rpm) do caldo de cultivo, como para a aplicação das 

amostras e dos eluentes na coluna de leito fixo.  

 

3.2.9 pHmetro 

 

Em todas as análises desenvolvidas, foi realizada uma monitoração do pH com o 

pHmetro de bancada PH/ISE Meter, modelo 710ª da marca Orion.  

 

3.2.10 Colunas 

 

Foram usadas três colunas de vidro de diferentes diâmetros e alturas. Essas 

colunas foram empacotadas com a resina QXL da Amersham e o volume aparente de 

empacotamento da coluna foi obtido mediante a seguinte expressão:  
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V=πr2h 
3.1 

 

Onde: 

- V: volume 

- r: radio interno 

- h: altura ou comprimento. 

Os empacotamentos feitos nessas colunas são descritos a seguir: 

1. Coluna com 50 cm de comprimento por 2,5 cm de diâmetro interno; preenchida 

com resina até uma altura de 40 cm, resultando em um volume empacotado aparente de 

196 cm3. Utilizada para o desenvolvimento dos experimentos iniciais com um caldo de 

cultivo obtido em batelada, onde foram usados volumes maiores deste caldo tratado. 

2. Uma coluna de 40 cm de comprimento por 1,5 cm de diâmetro, preenchida com 

resina até uma altura de 30 cm, apresentando um volume empacotado de 53 cm3 de 

resina. Essa coluna foi utilizada no experimento do teste com acetato de sódio. 

3. Uma coluna encamisada de 50 cm de comprimento por 1,0 cm de diâmetro 

interno, com um preenchimento de 40 cm de altura de resina, sendo o volume de 

empacotamento de 31,4 cm3. Utilizada no desenvolvimento dos últimos quatro 

experimentos (trabalhos com caldo obtido em batelada alimentada), com aplicação 

menores volumes de caldo. 

  

3.2.11 Reagentes 

 
 Foram utilizados os seguintes reagentes: NaCl, CH3COONa ou 

(NaOAc), NaOH, CH3COOH ou (HAc), entre outros, para o preparo da fase móvel e no 

condicionamento das colunas. 
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3.3 Métodos  

 

3.3.1 Metodologia de análise de determinação de antibióticos beta-

lactâmicos totais por bioensaio 

 

A metodologia é realizada preparando-se um ágar nutriente seguindo a 

composição apresentada na Tabela  3-1. 

 

Tabela  3-1. Composição do meio Ágar nutriente para a E. coli ESS. 

Composição do meio Ágar nutriente g/L 

Ágar bacteriológico 20,0 

Peptona 5,0 

Extrato de carne 3,0 

 

O pH do meio foi ajustado a 7,2, valor indicado para um bom crescimento da 

E. coli ESS. Depois da mistura dos componentes do meio com a água, este foi aquecido em 

microondas sob agitação constante para obter uma mistura homogênea. Subseqüentemente 

foram transferidas alíquotas de 100 mL para Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, sendo os 

mesmos esterilizados em autoclave. 

Para a realização dos bioensaios utilizou-se a E. coli. ESS. Inicialmente a 

bactéria foi cultivada em meio ágar nutrientes mantidos em tubos previamente esterilizados. 

Este cultivo foi realizado entre 24 a 48 horas numa estufa a 37 ºC. As bactérias cultivadas no 

meio sólido foram mantidas sob refrigeração (4ºC) por até 2 meses.  

Para re-suspender os microrganismos utilizados no bioensaio, transferiu-se 

aproximadamente 10 mL de solução NaCl 0,9% (m/v) esterilizada para cada tubo contendo 

bactérias cultivadas. A suspensão foi transferida para um tubo de ensaio esterilizado. A OD 

(densidade ótica) da suspensão resultante foi lida a 600 nm no espectrofotômetro. 

A suspensão obtida é misturada com o meio ágar nutriente conforme descrito 

anteriormente, de tal forma que 1 mL dessa solução apresentasse valor de OD600 igual ou 
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maior que 1.  Assim tem-se que, Volume = 1/OD. Este foi o volume aplicado para cada 100 mL 

de ágar.  

Nesta parte do procedimento, toma-se cuidado de controlar a temperatura do 

ágar a 40 oC, transferindo essa mistura (ágar mais o microrganismo) para placas de Petri, 

devidamente esterilizadas, em câmara de fluxo laminar. Para cada 100 mL de ágar foram 

necessárias quatro placas, onde foram colocadas alíquotas de 25 mL da mistura.  

Após solidificação do meio, perfurou-se quatro poços de 5 mm de diâmetro por 

placa,  nos quais foram adicionados 20 µL de cada um das frações obtidas nas cromatografias 

(Figura  3.1). 

 

 

Figura  3.1. Materiaís utilizados no bioensaio contra E. Coli, placas de Petri contendo o ágar. 
 

As placas foram incubadas a 37 ºC durante 24 horas, e depois mediu-se os 

diâmetros dos halos de inibição. 

 

3.3.2 Análise de uma cefalosporina, “cefamicina C”, por 

cromatografia líquida de alta eficiência.  

 
Este método foi utilizado para análise do experimento 1 na seção 5.5.2.1. e nas 

análises dos experimentos a partir da seção 5.6.  

Foi utilizada como fase estacionária uma coluna C12 Synergi Phenomenex, a 

eluição foi realizada em modo isocrático com ácido acético HAc 0,01 M, temperatura de 28 

°C, a vazão do eluente de 2,0 mL.min-1, e tempo de injeção de 20 min. Os picos foram 

detectados no comprimento de onda de 254 nm.  O pico desta cefalosporina “cefamicina C” 

foi detectado num tempo aproximado de 10 min. Esta metodologia foi desenvolvida pelo Dr. 
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Álvaro Batista Neto, então bolsista da UFSCar Pro-Doc CAPES no PPG-EQ e atuando no 

laboratório de Engenharia Bioquímica. 

 

3.3.3 Técnicas Finas de Detecção Molecular 

 

A fim de determinar os compostos existentes nas frações que apresentaram  

atividade nos testes de bioensaio, foram utilizadas as técnicas de ressonância magnética 

nuclear (RMN)  e de espectrometria de massas (EM). 

 

Ressonância magnética Nuclear RMN 

 

Foi utilizada para determinar a estrutura dos compostos isolados, permitindo 

neste caso a contagem de átomos de hidrogênios. 

É utilizado um aparelho Brucker DRX (9,4 Tesla), operando a 400,35 MHz na 

freqüência do hidrogênio (1H), no DQ UFSCar, disponível no laboratório do Prof. Dr. 

Antonio Gilberto Ferreira. 

 

Espectrometria de Massa (EM) 

 

Neste caso foi empregado um equipamento Espectrômetro MS ESQUIRE 3000 

PLUS (Captura de íons da Bruker Daltonics, capilaridade 4000 V, com nebulizador 12.0 psi, 

temperatura 300 oC, fluxo de injeção 180 µL/h) para obtenção de espectros das frações com 

baixa resolução. A análise por EM foi realizada na Central Analítica no IQ-USP de São Paulo. 

A análise dos resultados dos espectros obtidos pelas duas técnicas (RMN e 

EM) tiveram a colaboração da Dra. Jaine H.Hortolan Luiz de Oliveira. 
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

 

Para uma melhor visualização do procedimento experimental, apresenta-se um 

diagrama de bloco com as etapas realizadas (Figura  4.1 e 4.2). 

 

 
Figura  4.1. Diagrama resumindo a metodologia experimental adotada na pesquisa, utilizando o caldo de 

fermentação em batelada. 
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Figura  4.2. Organograma do processo de obtenção da cefamicina C utilizando o caldo de fermantação em 
batelada alimentada. 

 

4.1 Tratamento do caldo com Amberlite XAD-4 

 
Depois de passar pelos processos de filtração usando membranas descritas no 

item 3.1.3, os caldos foram tratados com a resina Amberlite XAD-4, para se obter um caldo 

clarificado, livre de pigmentos.  
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Como procedimento padrão, volumes de caldo foram colocados em contato 

com a resina em um Becker de 1 L de capacidade, mantido sob agitação mecânica (Figura 

 4.3). 

Para o caldo proveniente do cultivo em: 

a) Batelada: 600 mL de caldo foram adicionados a 200 mL de 

resina  durante um tempo de 20 minutos. 

b) Batelada alimentada: 800 mL de caldo foram colocados em 

contato com 500 g de resina, durante um tempo de agitação de 30 minutos. este 

tratamento foi realizado duas vezes .  

Os processos estão detalhados na Figura  4.1 para o caldo obtido por batelada e 

na Figura  4.2 para o caldo obtido por batelada alimentada.  

 
 

 
Figura  4.3. Adsorção: tratamento do caldo fermentado com Amberlite XAD-4. 

 

Após este prévio tratamento, a solução foi filtrada, para a separação da resina. 

 

4.2 Purificação Utilizando Resina de Troca Iônica QXL 

 

Foram realizados nove experimentos de purificação, detalhados a seguir.  

Os experimentos foram separados em duas seções, de acordo com o tipo de 

caldo e  eluentes utilizados:  
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Caldo obtido em batelada 

Nos experimentos desta seção, foram testados dois diferentes eluentes – 

solução de cloreto de sódio (NaCl) e de acetato de sódio (CH3COONa).  Em cada 

experimento, apenas um tipo de sal foi testado.   A eluição foi feita aumentando-se a 

concentração das soluções do início até o fim do processo, utilizando um gradiente em forma 

degrau. Utilizou-se uma coluna com volume de 196 cm3. Um outro experimento, utilizando 

acetato de sódio, a eluição   foi realizada com um gradiente salino em forma de rampa e o 

volume da coluna utilizada foi de 53 cm3.  

 

Caldo obtido em batelada alimentada 

Nesta seção, como na anterior, foram usadas soluções com diferentes 

concentrações de cloreto de sódio e de acetato de sódio como eluentes. Foi utilizada uma 

coluna com volume menor de empacotamento de 31,4 cm3.  

Foi realizado o bioensaio com todas as frações coletadas nos experimentos, 

para verificação da atividade contra E. coli ESS. As frações com resultado positivo no 

bioensaio foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência, método descrito 

anteriormente.   

 

4.3 Caldo obtido por cultivo em batelada 

 

4.3.1 Eluição com cloreto de sódio   

 

Experimento 1 

 

Foi utilizado um volume de 900 mL do caldo microfiltrado e ultrafiltrado. Uma 

amostra de 20 µL deste extrato bruto foi analisada por bioensaio para verificar a presença de 

antibióticos beta-lactâmicos. Adicionou-se este volume a um béquer com a resina XAD-4,  e a 

mistura permaneceu em agitação durante 20 minutos. Após este tratamento a solução foi 

filtrada para separar o caldo tratado da resina. 

O filtrado foi concentrado em Speed-Vac, obtendo um volume de 600 mL. O 

pH foi ajustado a 6,8 e o caldo foi alimentado em uma coluna empacotada com resina QXL, 

sendo eluída em um gradiente degrau composto por 400 mL de soluções de NaCl nas 

seguintes proporções: 0,0; 0.5; 1,0; 1,5; 2,0 e 5,0 % (m/v).  
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Foram coletadas 60 frações de aproximadamente 40 mL cada uma. A operação 

durante a adsorção/eluição foi realizada à vazão de 5,0 mL.min-1. As amostras foram 

evaporadas em Speed-Vac. 

 

Experimento 2   

 

Nesse segundo experimento, foram reunidas as frações 23 -29 já secas, obtidas 

da eluição com 0,5 % (m/v) de NaCl, obtidos no experimento 1. Foram diluídos 1,38 gramas 

da amostra seca em 40 mL de H2O milli-Q. 

Este novo volume de caldo foi aplicado na coluna empacotada com resina 

QXL, com uma vazão de 5,5 mLmin-1. Iniciou-se a eluição com 400 mL de água e com 400 

mL de soluções de NaCl: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 e 5,0% (m/v). Foram feitas coletas 

sucessivas de 40 mL em tubos Falcon, obtendo-se 70 frações, que foram evaporadas em 

Speed-Vac. As frações que apresentaram maior halo de inibição contra E. coli ESS foram 

analisadas por RMN-1H. 

 

Experimento 3   

 

Neste experimento trabalhou-se com as frações obtidas da saturação da coluna 

do experimento 1, isto é, as primeiras frações (7 até 18).  

Essas frações foram evaporadas e reunidas, e desta mistura 2,0 gramas de 

sólido seco foram diluídos em 40 mL de água milli-Q. A solução resultante foi alimentada na 

coluna preenchida com resina QXL. A eluição foi realizada com um gradiente degrau 

composto por soluções de cloreto de sódio, respectivamente nas seguintes proporções: 0,0; 

0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5 e 5,0% (m/v).  Foi aplicado um volume de 400 mL de 

cada eluente, sendo finalmente coletadas 109 frações com volumes de 40 mL. 

Após da evaporação do solvente, as frações que apresentaram maior diâmetro 

do halo de inibição foram analisadas por ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN-
1H).  
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4.3.2 Eluição com acetato de sódio   

 

Experimento 1  

 

Neste experimento foi utilizado acetato de sódio como eluente. Foram 

alimentados 40 mL de caldo.  

As eluições foram realizadas com volumes de 400 mL de cada solução eluente. 

As soluções preparadas em diferentes concentrações de acetato de sódio tiveram as seguintes 

concentrações de NaOAc: 0,0; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,5 e 5,0% m/v, respectivamente. Foram 

coletadas 79 frações de 40 mL cada, as quais foram concentradas em Speed-Vac 

A amostra que apresentou maior diâmetro de halo de inibição foi analisada por 

espectrometria de massa (EM).  

  

Experimento 2  

  

Neste segundo experimento foi utilizada uma coluna de vidro com 1,5 cm de 

diâmetro interno e 40 cm de altura preenchida com resina QXL. A etapa de eluição foi 

desenvolvida com uma gradiente salino tipo rampa, e acoplou-se um espectrofotômetro 

ajustado a 254 nm para leituras em linha do efluente da coluna. Neste processo, as leituras 

foram feitas desde a alimentação até a eluição com o sal. O arranjo experimental utilizado está 

representado esquematicamente na Figura  4.4. 

Este experimento foi desenvolvido utilizando as frações obtidas da saturação 

da coluna do experimento 1, no item 4.3.1.1 (frações 7 a 18). Como foi descrito 

anteriormente, estas frações foram secas e depois reunidas, e desta mistura foi extraído 1,5 

gramas e diluído em 40 mL de água milli-Q. Esta solução foi alimentada na coluna, a uma 

vazão de 2,5 mLmin-1, com temperatura controlada a 20 0C. A lavagem da coluna foi feita 

com 100 mL de H2O milli-Q para tirar o excesso da amostra. O gradiente salino em forma de 

rampa foi feito com 250 mL de uma solução de NaOAc a 12,5% m/v e um volume de 250 mL 

de H2O. A concentração de sal alimentada na coluna foi calculada a partir da equação (4.1), 

obtida por balanço de massa no sistema. 
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Figura  4.4. Sistema utilizado para a determinação dos diferentes parâmetros. 
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(4.1) 

Onde: 

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

F : vazão volumétrica de alimentação na coluna. 

Vo: volume inicial do frasco de armazenamento de sal. 

t : tempo percorrido (minutos). 

Deste experimento, foram coletadas 73 frações de 6,25 mL. 

 

4.4 Caldo obtido por cultivo em batelada alimentada 

 

Tem-se em conta que nestes experimentos as frações coletas foram controladas 

em função do tempo. Utilizou-se uma coluna com um volume 31,4 cm3de leito fixo.      

 

4.4.1 Eluição com cloreto de sódio 

 

Experimento 1   

 

         Nesse experimento foram utilizados 20 mL de amostra do caldo 

previamente tratado com a resina XAD-4 e aplicados na coluna preenchida com resina QXL 

(Figura  4.5). A eluição foi feita com um gradiente degrau composto por soluções de cloreto de 
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sódio, com um volume de 500 mL de cada eluente nas seguintes proporções NaCl: 0,0; 0,1; 

0,3; 0,5; 1,0; 1,3 e 5,0% m/v, respectivamente. Foram coletadas 151 frações de 20 mL. As 

vazões de eluição foram de 5,1 mL min-1. 

 

 
Figura  4.5. Montaje do sistema de cromatografía de troca aniônica, coluna empacotada, banho 

termostático e controlador de temperatura. 
 
Na Figura  4.6, podem-se observar as diferentes frações obtidas nos 

experimentos coletadas nos tubos Falcon.  

 

 
Figura  4.6. Frações coletadas em tubos Falcon para posterior analeses por bioensaio e CLAE. 

 

Após da evaporação do solvente, as frações que apresentaram maior diâmetro 

do halo de inibição foram analisadas por ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN-
1H).  

 

Experimento 2   
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Foram alimentados 50 mL de amostra do caldo, em uma coluna preenchida 

com resina QXL. 

A eluição foi realizada com um gradiente degrau composto por soluções de 

cloreto de sódio, com volumes de 500 mL de cada eluente nas seguintes concentrações: NaCl: 

0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,3 e 5,0% m/v, respectivamente. Foram coletadas 152 frações de 20 mL, à 

vazão de 5,1 mL.min-1.  Após evaporação do solvente, as frações que apresentaram maiores 

diâmetros de halo de inibição foram analisadas por ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN-1H). 

 

Experimento 3 – Bioensaio das frações tratadas com diferentes pH  

 

Este experimento teve como objetivo estudar o comportamento em diferentes 

pHs dos compostos que apresentam atividade antimicrobiana, principalmente a sensibilidade 

do segundo composto ou grupo de compostos. Este ensaio foi ensaio meramente qualitativo.  

Neste experimento foram utilizadas frações obtidas dos experimentos 

anteriores (1 e 2) Foram utilizados 50 mg de cada amostra seca e diluídas em 40 mL de água 

milli-Q. 

A leitura do pH foi realizada com variação da escala de 0,5, (ou seja, 7,0 ; 6,5; 

6,0 ; 5,5 ; 5,0...1,0 ). Mediante agitação continua com adição de HCl 0,2 M altamente diluído 

coletaram-se amostras com volumes de 50 µL cada uma, para análise em bioensaio. Das 

frações majoritárias obtidas por eluição, tem-se a hipótese de ter dois compostos. O primeiro 

pode ser uma reunião de cefalosporinas e o segundo uma reunião de compostos, podendo 

estar entre eles, alguma penicilina por ser um precursor biossintético. Com efeito, estes 

compostos apresentam diferentes estabilidades a diferentes valores de pH. Assim, com essa 

hipótese fez-se (Ver figura 4.7.): 

• Para a analise da amostra denominada Cef foram utilizadas amostras do experimento 

1: frações 33 e 34, ambas são misturadas, para obter maior massa. 

• Para a analise das amostras Pen foram realizadas dois ensaios utilizando amostras do 

experimento 1: frações 85 e 88 as quais foram denominados (Pen-1) e do experimento 2: as 

frações 37 e 38 que foram denominados (Pen-2). Em ambos os casos as frações foram 

misturadas. 

• Neste caso o H2O é selecionado como branco (amostra de referência), para ter uma 

melhor comparação, com as amostras. 
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(a) 

 

(b) 

 4.7. Estudo do comportamento  de compostos bioativos obtidos segundo (a) mudando o pH  por bioensaio 
das frações que apresentaram atividade em (b).  

 
 

4.4.2 Eluição com acetato de sódio  
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Experimento 1 

 

Neste caso, o caldo obtido em batelada alimentada utilizado não foi 

concentrado, Após microfiltração e ultrafiltração, ele foi tratado com resina XAD-4, e 50 mL 

foram aplicados em uma coluna preenchida com resina QXL. A eluição foi feita com um 

gradiente degrau composto por soluções de acetato de sódio, com volume de 500 mL de cada 

eluente nas seguintes concentrações 0,0; 0,4; 0,5; 0,6; 1,5% m/v.  A vazão de operação foi de 

5.1 mL min-1. Foram coletadas 128 frações de 20 mL cada uma. 

 

Experimento 2  

 

Da mesma forma que o experimento 2 visto anteriormente em (4.4.2.1), 50 mL 

de amostra do caldo previamente tratado foram aplicados na coluna. A eluição foi feita com 

um gradiente degrau composto por soluções de acetato de sódio, com volume de 500 mL de 

cada eluente nas seguintes concentrações: 0,0; 0,2; 0,3; 1,5; 2,5 e 3,5 e 5,0% m/v. A vazão de 

operação foi de 4,8 mL min-1.Foram coletadas 130 frações de 20 mL cada uma.   

Após a evaporação do solvente, as frações que apresentaram maior diâmetro do 

halo de inibição foram analisadas por ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN-
1H). A diferença do experimento anterior seção 4.4.2.1 é o uso de uma menor concentração de 

sal. 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

 

O presente capítulo encontra-se dividido em duas partes. A primeira refere-se à 

utilização de um caldo obtido em batelada. A segunda parte refere-se ao uso de um caldo 

obtido em batelada alimentada. 

Portanto, serão apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos 

através das diferentes técnicas de caracterização, conforme os objetivos deste trabalho de 

pesquisa. 

 

5.1 Tratamento do caldo com Amberlite XAD-4 

 

Neste experimento nota-se que através da utilização da resina de adsorção, 

como a XAD-4, ocorre adsorção de pigmentos escuros presentes no caldo de fermentação, 

sendo, portanto, uma etapa importante no processo de limpeza do caldo. 

 

 

Figura  5.1. Espectro de RMN-1H do caldo ultrafiltrado. Intensidade contra deslocamento químico em 
ppm. 
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Na Figura  5.1, apresenta-se o espectro RMN-1H de um caldo de cultivo típico, 

apenas microfiltrado e ultrafiltrado, onde são observados sinais de hidrogênios alargados entre 

deslocamento químico 3,0 e 4,5 ppm, bem característicos de açúcares.  

Este resultado será necessário para comparar qualitativamente o desempenho 

do processo proposto quanto à purificação. 

 

5.2 Purificação Utilizando a Resina de Troca Iônica QXL 

 
Os resultados obtidos utilizando esta resina foram satisfatórios de acordo com 

o caldo e os eluentes empregados.  

 

5.3 Caldo obtido por cultivo em batelada 

 
5.3.1 Eluição com cloreto de sódio (NaCl) 

 

Experimento 1  

 
A Figura  5.2 apresenta os resultados obtidos nas condições descritas e 

referentes a este primeiro experimento. 

0 10 20 30 40 50
0

10

20

30

40
I V VIIVIIIII

Numero de fraçõesNumero de fraçõesNumero de fraçõesNumero de frações

dddd H
AL

O
H

AL
O

H
AL

O
H

AL
O

    

(m
m

)

(m
m

)

(m
m

)

(m
m

)

0

1

2

3

4

5

1,5 %

1,0 %

Amostra

N
aC

l 

(%
 m

/v

)

N
aC

l 

(%
 m

/v

)

N
aC

l 

(%
 m

/v

)

N
aC

l 

(%
 m

/v

)

Lavagem

0,5 %

 
Figura  5.2. Resultado do experimento 1: diâmetro de halo de inibição em função do número de frações. 
Dessorção realizada em resina QXL. I - aplicação da amostra, II – lavagem com água; III - eluição com 

solução de NaCl 0,5 % m/v; IV - eluição com solução de NaCl 1,0 % m/v; V- eluição com solução de NaCl 
1,5 % m/v e VI - eluição com solução de NaCl 5,0 % m/v.  
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Podemos observar que a aplicação de 600 mL de caldo na coluna com volume 

aparente de resina de 196 cm³ promoveu a saturação do leito, como pode ser observado já na 

quinta fração durante aplicação da amostra. 

Durante a lavagem da coluna, verificou-se que houve a retirada de antibióticos 

em excesso na coluna, isto ocorre, pois uma parte da solução fica retida nos vazios do leito de 

adsorção. Além disso, pode ocorrer arraste de parte dos compostos que ficaram fracamente 

retidos na superfície da resina pela força iônica da solução que se forma da alimentação com 

água. As etapas de eluição mostraram que diferentes frações, que apresentavam atividade 

antibacteriana, foram eluídas com diferentes concentrações salinas.  

Foram obtidos espectros de RMN-1H de algumas frações com elevada 

atividade, sendo destacados os espectros que se encontram na Figura  5.3 referentes à fração 

10 obtida durante a aplicação da amostra. Especialmente na Figura  5.4, concernente ao 

espectro da fração 25, referente à eluição com solução de 0,5 % m/v de NaCl, está ilustrando 

claramente a limpeza do caldo, bem como sinais de hidrogênios que podem estar relacionados 

à estrutura de um antibiótico beta-lactâmico, onde são observados hidrogênios em 3,6 ppm e 

5,2 ppm que podem ser do grupo metoxila, encontrado apenas na cefamicina C e do 

hidrogênio na forma de um singleto entre os dois anéis do antibiótico, respectivamente, o 

mesmo foi observado por Fukase et al., 1975. 

 

 
Figura  5.3. Espectro 2, RMN-1H da fração 10. Obtida da lavagem com água. 

(D2O, 400 MHZ). 
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É notório verificar a redução do conglomerado de sinais de hidrogênio 

pertencentes aos açúcares, aminoácidos, etc, que aparecem na Figura 5.1, relativos ao caldo 

apenas ultrafiltrado. A diminuição destes sinais mostrados na Figura 5.3 equivale ao caldo 

tratado com a resina XAD-4. E, por fim, uma redução significativa das impurezas, conforme 

pode ser verificado na Figura 5.4, pela redução dos hidrogênios referentes a estes 

contaminantes. 

 

 
Figura  5.4. Espectro 3, RMN-1H da fração 25 obtida da eluição com  0,5 % m/v de NaCl. 

 (D2O, 400 MHZ). 
  
 

Experimento 2  

 
Esta fração é a mais importante do estudo devido aos resultados obtidos, tal 

como pode ser verificado na Figura  5.5. 

Durante a lavagem com água (fração do intervalo II) não foi verificada a 

exaustão da solução através de testes de atividade antibacteriana. Isto mostra que todos os 

compostos com atividade foram retidos pelos sítios iônicos da resina. Este experimento 

permitiu mostrar a separação bem definida de duas frações que apresentam atividade 

antibacteriana. A primeira fração foi eluída com uma concentração de 0,2% m/v de NaCl, e, 

durante todo o processo de eluição, é possível verificar que a segunda fração é eluída com 1% 

m/v de NaCl. Este resultado indica a presença de dois compostos ou de dois grupos de 
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compostos diferentes que apresentam atividade antibacteriana, visto que são eluídos com 

soluções de diferentes forças iônicas. 
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Figura  5.5. Experimento 2 diâmetro de halo de inibição (mm) em função do número de frações 
Cromatografia realizada com a resina QXL; I - aplicação da amostra, II - lavagem com água, e eluição 
com NaCl a diferentes concentrações: III -  NaCl 0,2 % m/v; IV - NaCl 0,4 % m/v; V - NaCl 0,6 % m/v;  

VI - NaCl 0,8 % m/v; VII – NaCl 1,0% m/v; VIII – NaCl 1,5%  m/v e IX – NaCl 5,0% m/v.  
 
 
De acordo com este resultado, pode-se dizer que a segunda fração obtida se 

adsorve fortemente aos sítios da resina. Isto ocorre devido ao fato que quando o eluente 

ingressa na coluna é mais fácil retirar dos sítios da resina os componentes com menor força de 

interação eletrostática com a matriz. As análises por RMN-1H das frações 22, 27 e 58, 

encontram-se mostradas nas figuras 5.6, 5.7, e 5.8, respectivamente. 

Através da análise dos espectros verifica-se que, apesar de se obter espectros 

mais limpos, o que confere caldos mais puros, houve a presença de um contaminante, (Figura 

 5.6 fração 22) cujo sinal de hidrogênio aparece próximo a 1,9 ppm, prejudicando a análise dos 

demais sinais de hidrogênio. Estes sinais se referem, talvez, as impurezas presentes na 

vidraria utilizada para este tipo de analise. Neste espectro são observados hidrogênios em 3,6 

ppm e 5,2 ppm, presentes unicamente na cefamicina  C. 
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Figura  5.6. Espectro 4, RMN-1H da fração 22, aplicação da amostra do Experimento1. Obtida da eluição 

com  0,4 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). 
  

 
Estes sinais também aparecem no espectro da Figura  5.7 pertencente à fração 

27.  

Pode-se observar a presença do contaminante perto de 1,9 ppm, mas em menor 

concentração. 

 

 
Figura  5.7.  Espectro 5, RMN-1H da fração 27, aplicação da amostra do Experimento1 (seção 5.5.1.1.) 

frações reunidas 23 - 29. Obtida da eluição com  0,4 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). 
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O espectro apresentado na Figura  5.8, referente à segunda fração que 

apresentou atividade biológica, mostra um espectro mais limpo, ou seja, a amostra esta mais 

purificada. 

 No entanto, se refere a um composto diferente a primeira fração, ou seja, os 

sinais de hidrogênio que apresentam são totalmente diferentes dos apresentados nas figuras 

5.6 e 5.7, podendo ter outro antibiótico devido à ausência dos sinais apresentados nos 

espectros anteriores correspondentes a cefamicina C. Não é possível perceber visualmente 

qual o composto em questão. Além disso, já não é notado o sinal intenso do contaminante em 

1,9 ppm. Ainda, pode-se dizer a respeito desta figura que o composto bioativo se apresenta 

em baixa concentração visto que são notados os sinais de diversos contaminantes. 

 

 
Figura  5.8. Espectro 6, RMN-1H da fração 58, aplicação da amostra do Experimento1, obtida da eluição 

com  1,0 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). 
 

Experimento 3  

 

Neste experimento foram utilizadas concentrações ainda menores de NaCl 

como eluente, com a finalidade de poder diminuir o efeito do sal em análises de 

espectrometria de massas. 

Os resultados obtidos neste experimento estão apresentados na Figura  5.9.  

De acordo com esses resultados é possível verificar que, durante a lavagem 

com água não há exaustão de compostos com atividade, indicando que grande parte do 

composto foi adsorvida pelos sítios da resina. É possível verificar que para uma concentração 



 71

de NaCl de 0,1% (m/v) se inicia a eluição do primeiro composto ou de um grupo de 

compostos. 

No entanto, à medida que se aumentou a concentração de NaCl, novas frações 

foram eluídas. É possível que a primeira fração se refira a um antibiótico, e as seguintes, a 

outros.  

No entanto, isso pode estar ocorrendo devido à formação de multicamadas de 

soluto na superfície da resina devido à força eletrostática exercida nos diferentes compostos. 

As camadas mais afastadas da superfície se ligam mais fracamente, sendo, portanto, eluídas 

com uma baixa concentração (neste caso 0,1 % m/v) e as que estão mais próximas da 

superfície são eluídas com maiores concentrações. Entretanto, deve-se ressaltar que isso não 

pode estar ocorrendo com a fração majoritária presente no intervalo IX, pois esta é eluída com 

uma concentração específica de 1,25% m/v de NaCl e no transcorrer do ensaio de eluição, que 

vai do término da primeira fração majoritária no intervalo V até o início da eluição desta 

segunda fração (segundo pico) no intervalo IX, não houve outra fração que apresentasse esta 

atividade. 

Assim, é provável que se trate de dois compostos diferentes.  
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Figura  5.9. Resultado do experimento 3 diâmetro de halo de inibição em função do número de frações. I - 
aplicação da amostra, II - eluição com água, e eluição com solução de NaCl a diferentes concentrações: 

III -  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; VIII - 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 frações 27, 30, 38 e 84 que apresentaram maior halo de inibição, também 

foram analisadas por RMN-1H e os resultados encontram-se apresentados nas Figura  5.10, 

5.11, 5.12 e 5.13. Estas análises por RMN foram importantes, neste caso, para mostrar que o 

caldo ficou muito mais limpo, com menos interferentes, quando comparado com o caldo 

eluído do experimento anterior (Experimento 2 no item 5.3.2). Isto, possivelmente, ocorreu 

por características do processo de produção e mesmo por características do processo de 

eluição. Neste experimento 2, a eluição do primeiro pico foi feita com duas concentrações de 

NaCl (intervalos III e IV, com 0,2% e 0,4% m/v, enquanto que neste terceiro experimento 

foram utilizadas 3 intervalos de concentrações de NaCl (intervalos III, IV e V, com 0,1%, 0,2 

e 0,3% m/v. Este maior gradiente degrau permitiu uma maior limpeza no caldo. De acordo 

com os resultados obtidos de RMN-1H é possível observar que na fração 27, Figura 5.10, são 

observados sinais interessantes pertencentes a um composto que apresentou atividade, mas 

estes sinais não são característicos de um composto beta-lactâmico. Novamente, apresenta-se 

o sinal do contaminante em 1,9 ppm. 

 

 
Figura  5.10. Espectro 7, RMN-1H da fração 27, eluída com  0,2 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). Com 

aplicação de uma amostra obtida das frações 7 – 18 reunidas do Experimento1.  
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No entanto, a fração 30 (Figura  5.11) é semelhante ao espectro número 4 

(Figura  5.6), onde são observados, novamente, os sinais dos hidrogênios característicos da 

cefamicina C em 3,6 ppm e 5,2 ppm, além do contaminante perto de 1,9 ppm.  

 

 
Figura  5.11. Espectro 8, RMN-1H da fração 30, eluída com  0,2 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). Com 

aplicação de uma amostra obtida das frações reunidas 7 - 18 do Experimento1.  
 

Também se pode dizer que o espectro mostrado na Figura  5.12 apresenta sinais 

de hidrogênio maiores que o apresentado na fração 30 (Figura 5.11), indicando que, nesta 

fração, a concentração deste composto é majoritário, coincidindo com o bioensaio realizado, 

cujo resultado encontra-se na Figura 5.9, onde esta fração mostrou um diâmetro de inibição 

maior.  

Isto permite dizer que é mais eficiente a eluição deste composto com 0,3 % 

m/v de NaCl, nas condições em que foi realizado o experimento. Este espectro é muito 

semelhante ao espectro da  Figura  5.4, além de exibir sinais característicos deste antibiótico 

(cefamicina C). 

Para o segundo grupo de compostos ativos, que também se apresentou mais 

puro neste terceiro experimento (Figura  5.13), pertencente a fração 84, pode-se observar 

claramente que trata-se de um composto totalmente diferente obtido no intervalo IX em 

comparação com as outras frações obtidas no primeiro pico. Isto é, neste espectro não se 

observa os sinais característicos da cefamicina C. 
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Figura  5.12. Espectro 9, RMN-1H da fração 38. Obtida da eluição com  0,3 % de NaCl. (D2O, 400 MHZ). 

Com aplicação de uma amostra obtida das frações reunidas 7 - 18 do Experimento1. 
 
 
O fato de incrementar o gradiente degrau, quando comparado com o 

experimento 2, permitiu a retirada de contaminantes que, provavelmente, saíram em 

diferentes concentrações de NaCl. 

 

 
Figura  5.13. Espectro 10, RMN-1H da fração 84, pertenecente ao intervalo IX. Obtida da eluição com  1,25 

% de NaCl. (D2O, 400 MHZ). 
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As análises de RMN, no entanto, não permitiram concluir a respeito dos 

compostos que foram separados neste experimento com a resina QXL. Provavelmente, estes 

compostos estão presentes em menor concentração quando comparados com os de outros 

produtos presentes nas amostras, sendo assim, mascarados nesta análise. 

 

5.3.2 Eluição com acetato de sódio CH3COONa 

 

Experimento 1  

 

Os resultados obtidos neste primeiro experimento, utilizando acetato, estão 

apresentados na Figura 5.14. 
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 Figura  5.14. Experimento 1 com acetato de sódio diâmetro de halo de inibição em função do número de 
frações. Observa-se I – aplicação da amostra, II – lavagem com água, e eluição com NaOAc a diferentes 
concentrações: III – 0,4 % m/v; IV – 0,6 % m/v; V – 0,8 % m/v; VI – 1,0 % m/v; VII – 1,5 % m/v; VIII – 

2,5 % m/v e IX – 5,0 % m/v.  
 

De acordo com este experimento foi possível verificar que uma pequena fração 

foi eluída ainda durante o processo de lavagem da coluna, sendo que outras duas frações 

foram eluídas a diferentes concentrações de acetato, indicando a presença de dois compostos 

com atividade antibacteriana. O primeiro composto eluíu com uma concentração de acetato de 

sódio de 0,4% m/v, enquanto que o segundo eluíu com uma concentração de 5% m/v de sal.  
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Esta segunda fração apresentou um diâmetro de halo menor do que aquele 

obtido com NaCl, referente aos experimentos anteriores. É possível que este segundo 

composto esteja simplesmente presente em menor concentração do que os outros. Esse 

resultado pode ser um indicativo de que o segundo composto seja mais facilmente degradado 

do que o primeiro, pois vale ressaltar que a amostra utilizada neste experimento ficou 

armazenada em ultrafreezer por um maior período de tempo. 

 

Analise por Espectrometria de Massa 

 

A fração 27 deste experimento foi submetida à análise por espectrometria de 

massas. O resultado desta análise está ilustrado na Figura 5.15. Este espectro foi feito por 

ionização de eletro-spray (ESI+) através de inserção direta da amostra e os íons foram 

monitorados na faixa de m/z 100 - 500.  

 

Figura  5.15. Espectro de massas da amostra 27 eluída com 0,6% m/v NaCl.. 

   

Na Figura 5.16, pode-se observar o mesmo espectro ampliado na região de 
interesse. 

De acordo com os resultados apresentados neste espectro é possível verificar 

uma ampla gama de íons cuja relação massa carga varia de m/z 100 a 500. Através do 

espectro, observa-se o íon de m/z 446,9 referente a um íon protonado [M+H]+ muito próximo 

ao valor esperado para a Cef, cujo valor m/z já detectado em outros experimentos foi de 447,2 

referente a massa molecular da cefamicina C protonada [M+H]+, não sendo possível 

confirmar a presença de cefamicina C na amostra analisada. Para uma análise mais conclusiva 

haveria a necessidade de se fazer uma análise por espectrometria de massas de alta resolução. 
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Figura  5.16. Ampliação do Espectro de massas da amostra 27 na faixa de íons de interesse (Cef). 

 

 

Experimento 2 

 
Os resultados obtidos no segundo experimento realizado com a solução de 

acetato de sódio como eluente são apresentados na Figura 5.22.  

Neste gráfico são apresentados os resultados da leitura em linha feita no 

espectrofotômetro UV em 254 nm. De acordo com o resultado obtido é possível verificar que, 

neste caso, o comportamento durante a alimentação, lavagem e primeira eluição foi similar ao 

do experimento obtido em 5.3.2-1. Vale destacar a importância deste resultado sob o ponto de 

vista analítico, que embora não forneça um resultado quantitativo, fornece um resultado 

qualitativo que representa satisfatoriamente o caminho percorrido pelo composto com 

atividade biológica. A eluição do composto iniciou-se em aproximadamente entre 0,3 e 0,4% 

(m/v) de acetato de sódio, pois neste resultado pode-se observar o deslocamento na linha de 

base gerando interferência. É importante mencionar que o tipo de eluente interfere na leitura 

no espectrofotômetro UV.  

Não foi verificada a ocorrência de eluição após da detecção do primeiro pico 

(Figura  5.17 e Figura  5.18), ou seja, a presença do segundo grupo com atividade (segundo 

pico, ver Figura  5.19).  

As análises realizadas por CLAE e bioensaio permitiram uma melhor discussão 

deste resultado. 
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Figura  5.17. Absorbância em função do tempo (λ = 254 nm) da cromatografia realizada com acetato de 
sódio, em resina QXL e eluída com um gradiente degrau de H2O:NaOAc 1:1.  

 

Leituras no Cromatográfo Liquido de Alta Eficiência (eluente Acido 

acético) 

   

Os resultados obtidos nesta análise estão apresentados na Figura 5.18, onde 

mostra o mesmo comportamento daquele obtido por leitura no espectrofotômetro. Neste caso, 

é observado um cromatograma das amostras coletadas com o tempo, novamente, se verifica a 

saída do composto ainda durante a alimentação sendo que a eluição foi verificada a uma 

concentração de acetato de sódio de ~ 0,4% (m/v).  

Novamente, tem-se uma análise qualitativa do experimento, sendo possível 

definir a concentração de eluente que permite a eluição do composto.  

Esta metodologia desenvolvida utilizando CLAE, a rigor, permite obter um 

pico referente à cefamicina C, podendo estar sujeito à presença de outros compostos que 

deixam a coluna no mesmo tempo de retenção. No entanto, este resultado (análise em CLAE a 

254 nm) prevê, majoritariamente, a presença do antibiótico. 
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Figura  5.18. Cromatograma dos volumes injetados através de um gradiente degrau de H2O : NaOAc.  

 

Assim, eventuais compostos com atividade antibacteriana, diferente desta 

cefalosporina, não são detectados nesta metodologia, estando em concordância com o 

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

 

Teste da Atividade Bacteriológica contra E. coli. 

 

Para a confirmação dos resultados obtidos por espectrofotometria UV-Vis e por 

CLAE, todas as amostras foram analisadas pela metodologia de bioensaio. Os resultados 

obtidos encontram-se na Figura 5.19. 

De acordo com estes resultados, há comprovação qualitativa do 

comportamento do processo de adsorção, lavagem e eluição da coluna. Somando-se aos 

resultados anteriores, o aparecimento de uma fração com atividade biológica, que não havia 

aparecido nas análises em linha por espectrofotometria e por CLAE, o que leva a concluir que 

estas duas metodologias não são sensíveis ao aparecimento deste segundo composto. 
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Figura  5.19.  Diâmetro de halo de inibição em função do tempo do processo para diferentes concentrações 
de NaOAc. Cromatografia realizada com a resina QXL e eluída com concentrações diferentes desta sal e 

realizada através de um gradiente degrau de H2O : NaOAc. 
 

O resultado obtido, no entanto, vem confirmar os demais resultados obtidos 

nos experimentos. Esta eluição em rampa, entretanto, não permitiu uma boa separação entre 

as duas frações.  

 

5.4  Caldo obtido por cultivo em batelada alimentada 

 
5.4.1 Eluição com cloreto de sódio NaCl 

 

Experimento 1  

 

Tendo em vista os resultados apresentados anteriormente, nesta etapa do 

trabalho serão apresentados os resultados experimentais tal como é detalhado na seção 

4.4.1.1. 

Na Figura  5.20 apresenta o comportamento dos resultados obtidos. Cabe 

lembrar que este caldo não foi concentrado como nos casos anteriores. Devido ao uso de um 

volume menor de caldo (20 mL) é possível verificar que a coluna não alcançou o ponto de 
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saturação com compostos ativos de acordo com o observado nos intervalos I e II. A primeira 

fração (intervalo III) foi eluída completamente, com 0,1 % m/v do eluente garantindo desta 

forma a obtenção do composto de interesse em uma única concentração de sal. 

Não foi possível realizar uma análise mais detalhada dos espectros RMN destas 

substâncias, pois seriam necessários os demais espectros mono e bidimensionais. Além disso, 

as impurezas presentes nas amostras interferiram em suas análises. 
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Figura  5.20. Resultado do diâmetro de halo de inibição em função do tempo do processo. O intervalo I - 
aplicação da amostra, II - lavagem, e  a eluição em III -  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 é que houve adsorção irreversível de 

substâncias pela resina que apresentaram uma coloração escura. Devido ao emprego de uma 

pequena quantidade de caldo fermentado durante a aplicação, não foram feitos análises por 

RMN-1H. 

Na Figura  5.21 é apresentado o resultado das amostras analisadas em CLAE, 

onde só foi lido o primeiro composto referente à cefalosporinas. Ressalta-se que o segundo 

pico com atividade não foi detectado pelo método desenvolvido.  
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Figura  5.21. Variação da área e da concentração de NaCl com o tempo.  

Leturas obtidas no CLAE a um λλλλ = 254 nm. 
 

Experimento 2 

 

Os resultados obtidos neste experimento são ilustrados na Figura  5.22, 

indicando a presença de um primeiro pico no intervalo II (durante a lavagem), mostrando que 

a coluna havia atingido o ponto de saturação, pois foi injetado um volume de 50 mL de caldo.   
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Figura  5.22. Resultado do Experimento 5; variação do diâmetro de halo de inibição em função do tempo 

de processo. Cromatografia realizada com a resina QXL. O intervalo I - aplicação da amostra, II - 
lavagem, e  a eluição com solução de NaCl a diferentes concentrações: III -  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.  
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Foram realizadas análises de RMN-1H das regiões A, B e C da Figura 5.2.2, e 

por apresentarem quantidades pequenas de compostos de interesse, estes não foram 

detectados. 

Na Figura  5.23 são ilustrados os resultados das amostras analisadas no CLAE.  
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Figura  5.23. Leturas obtidas no CLAE do experimento 5, com λλλλ = 254 nm. 
 

Experimento 3 - Bioensaio mudando o pH das frações que apresentaram 

atividade 

 

É importante mencionar os seguintes fatos de se medir o pH inicial de cada 

uma das amostras diluídas em H2O milli-Q: 

1. Para a análise da fração denominada Cef, este apresentou um pH 8,2 e foi 

ajustado a 7. Tomou-se 13 amostras desde pH 7,0 até pH 1.0. 

2. Para a análise da segunda fração com atividade denominada Pen-1, o pH se 

apresentava inicialmente a 6,3 e foi feito um ajuste a pH 7,0. Esta solução apresentou 

características de difícil ajuste ao valor de pH 7,0 . 

3. Devido ao problema anteriormente mencionado, foi utilizada uma segunda 

amostra, denominada Pen-2, que se encontrava a um pH inicial de 5,8 e, novamente, o 

problema ocorreu. Desta forma, decidiu-se trabalhar a partir deste pH, tanto para a 

amostra Pen-1 quanto para a Pen-2. Assim,  quantificou-se as amostras até pH igual a 

1. 



 84

Os resultados obtidos indicam que estes compostos mostraram 

comportamentos muito diferenciados em diferentes valores de pH, que outorgam propriedades 

e características muito interessantes, apresentadas na Figura  5.24.  
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Figura  5.24. Variação do diâmetro do Halo em função do pH.. As linhas sólidas mostram o 

comportamento linear desses pontos.  
 

Na legenda da Figura 5.24 é mostrado a inclinação de ajuste linear realizado 

para a variação do diâmetro do halo em função do pH, correspondentes a cada 

amostra.Observa-se nas curvas da Figura  5.24 que o composto denominado Cef, apresentou 

atividade contra organismos gram-negativos e é mais estável a pH ácidos em comparação com 

as outras amostras denominados Pen. Isto pode ser notado através do ajuste linear dos pontos 

(e as respectivas barras de erros de cada amostra), onde vemos que a amostra Cef possui uma 

menor inclinação (0,36) em comparação aos outros compostos Pen-1 e Pen-2 com maior 

inclinação (0,78 e 0,82 respectivamente), evidenciando maior instabilidade com o incremento 

da acidez nestes dois últimos compostos. Ainda por observação a esta figura, vale ressaltar 

que foi apresentada uma solução aquosa a diferentes valores de pH (entre 7,0 e 0,6), sendo 

estas submetidas a análise por bioensaio, a fim de se verificar a influência do pH na 

determinação do halo de inibição. Estes resultados mostram que a solução ácida não interfere 

na análise por bioensaio a menos do valor de pH em 0,6. Isto corrobora com os resultados 

obtidos para as soluções contendo os compostos bioativos. 
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Em tempo, pode-se comprovar que o segundo composto com atividade 

corresponderia a uma penicilina por apresentar uma estrutura elevadamente instável e 

hidrolisável em meios ácidos, particularmente, abaixo de pH 2,0 e segundo o ajuste a pH 1,0 

este composto apresentou alta degradação. De acordo com a literatura, Nágarajan (1972) 

propõe que para recuperar os caldos de cefamicina C, o pH do caldo de cultivo é ajustado 

entre 2,0 – 2,5 para inativar a penicilina N e, também, de acordo com Schubert (1980), para 

obter cefamicina C no processo é necessário inativar a penicilina N por ajuste do pH entre 1,8 

– 2,5.  

No transcorrer do trabalho foi verificado que para as frações referentes ao 

segundo pico de eluição na coluna com a resina QXL, quando congeladas e descongeladas, 

por sucessivos intervalos, o valor do pH sempre diminui. Por hipótese, pode-se apresentar que 

isto ocorre com a degradação das penicilinas que, em geral, formam ácido penicilóico.  

Cabe lembrar que as estruturas químicas das penicilinas são mais instáveis que 

as das cefalosporinas. Sendo que, se este segundo composto apresentar a estrutura de uma 

penicilina e o primeiro, a estrutura de uma cefalosporina, certamente aquele será mais 

suscetível à degradação. 

 

5.4.2 Eluição com acetato de sódio CH3COONa 

 
Experimento 1 

 

Os resultados obtidos com eluição, utilizando-se acetato de sódio na forma 

degrau, estão apresentados na Figura 5.25.  

De acordo com os resultados, obteve-se a saturação da coluna e a fração 

correspondente à cefamicina C é mostrada no intervalo III, que foi obtida com um 0,4 % m/v 

de sal. Este resultado é semelhante aos obtidos na seção A (Experimentos 4 e 5), pois este 

composto sai com a mesma concentração de sal. Devido a um erro no experimento não foi 

possível extrair dados sobre o segundo composto, mas este resultado  foi importante para 

indicar as condições experimentais do trabalho subseqüente onde se diminuiu a concentração 

do sal. 

Na Figura 5.26 são apresentadas as análises das frações realizadas em CLAE. 

O cromatograma em função das áreas apresenta o pico das cefalosporinas nas frações eluídas 

com 0,4 % m/v de acetato de sódio. 
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Figura  5.25. Experimento 1 usando acetato de sódio. Diâmetro de halo de inibição em função do tempo do 

processo.  I – aplicação da amostra, II – eluição com água, e eluição com NaOAc a diferentes 
concentrações: III – 0,4 % m/v; IV – 0,5 % m/v; V – 0,6 % m/v; VI – 1,5 % m/v; VII.  
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Figura  5.26. Variação da área obtida por cromatografia e variação da concentração de NaOAc em função 

do tempo. Cromatograma dos volumes injetados do CLAE do experimento 1 (λλλλ = 254 nm).  
 
 



 87

Experimento 2 

 

Neste experimento foi obtido o mesmo resultado anterior, no entanto, com uma 

concentração menor de sal sendo 0,2 % (m/v). O segundo composto ativo deixou a coluna 

com uma concentração maior de sal, sendo este de 2,5 % (m/v). Neste caso, observa-se um 

comportamento totalmente diferente aos resultados anteriores, dando a entender que este 

composto apresenta um comportamento fortemente iônico, onde o acetato de sódio não possui 

força iônica suficiente para conseguir eluir o composto da resina. 
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Figura  5.27. Experimento 2, diâmetro de halo de inibição em função do tempo de processo. Cromatografia 
realizada com a resina QXL da Amershan. I – aplicação da amostra, II – eluição com água, e eluição com 

NaOAc a diferentes concentrações: III – 0,2 % m/v; IV – 0,3 % m/v; V – 1,5 % m/v; VI – 2,5 % m/v; VII – 
3,5 % m/v; VIII – 5,0 %  m/v.  

 

A Figura 5.28 apresenta o resultado das amostras analisadas por CLAE, sendo 

detectadas cefalosporinas. O segundo pico com atividade não foi detectado, novamente. 

Na análise dos espectros por RMN-1H (Figura 5.29) foi obtido um sinal do 

acetato (aproximadamente de 2 ppm), que atrapalhou a análise dos resultados. Isto indica que 

o melhor eluente é o NaCl para análise por RMN. 
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Figura  5.28. Cromatograma dos volumes injetados do CLAE do experimento 2 (λλλλ = 254 nm). Áreas do 
picos e de concentração de NaOAc (% m/v) em função do tempo. 

 
 

PPM   6.4     6.0     5.6     5.2     4.8     4.4     4.0     3.6     3.2     2.8     2.4     2.0     1.6     1.2    0.8    
Figura 5.29. Interferência do acetato na região dos sinais de hidrogênio da cefalosporina. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

 

• Foi possível separar duas frações bem definidas com atividade antibacteriana, 

utilizando-se a resina QXL e ambos os caldos de cultivo. 

• Foi possível verificar que a metodologia adotada (seqüência de etapas) 

permitiu uma melhor clarificação do caldo de cultivo, tendo sido verificada pelos 

espectros de RMN-1H.  

• A utilização da UF e da adsorção a pH 6,8 com a resina Amberlite XAD-4 

promoveu uma purificação no caldo.   

• Os eluentes NaCl e CH3COONa permitiram a eluição similar de compostos da 

coluna empacotada com a resina QXL, mas o eluente NaCl mostrou ser mais 

eficiente que o CH3COONa, devido a este último ter provocado distorção dos sinais 

nos resultados dos espectros por RMN-1H.  

• A introdução repetida na coluna QXL levou a um produto final mais puro, 

segundo os resultados obtidos nos primeiros experimentos trabalhados com um caldo 

de cultivo obtido em batelada. 

• A utilização de espectrofotometria UV/Vis permitiu um monitoramento do 

comportamento da eluição das frações que contenham atividade antibiótica.  

• Foi possível comprovar a detecção da cefalosporina mediante a metodologia 

analítica desenvolvida no DEQ.  

• O primeiro composto denominado “Cef” é eluído com concentrações muito 

baixas de sal. Segundo os espectros de RMN-1H poderia tratar-se da cefamicina C 

mas está presente em pequenas quantidades. Devido a esse fato, na análise por EM, 

estes sinais são sobrepostos pelos sinais de impurezas que estão presentes em maior 

quantidade.  
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• O segundo composto obtido denominado “Pen” possui um comportamento 

diferenciado, segundo o caldo gerado em batelada e em batelada alimentada pela 

eluição com concentrações muito caracterizadas de eluente.  

• O abaixamento do pH das duas frações que apresentaram atividade mostrou 

que a segunda (segundo pico), a que chamamos de “Pen”, são instáveis a pH ácidos, 

sendo degradado a um pH < 1, acontecendo o contrário com a  primeira fração. 

 

  CONCLUSÕES PONTUAIS  

 

Com relação ao uso de solução de NaCl 

• Utilizadas em grandes quantidades danificam o espectrômetro de Massa, isto é 

uma desvantagem, sendo necessária a retirada de sal.  

• Na análise de RMN-1H, as concentrações maiores (NaCl) interferem nos 

resultados, isto é evidenciado nos sinais de ruído observado nos espectros.  

 

Com relação ao uso de solução de Acetato de sódio. 

• O acetato como eluente produz um deslocamento no sinal do UV ou 

deslocamento temporal dos picos.  

• Nos resultados do RMN-1H foi observado um sinal intenso perto de 2,0 ppm, 

que sobrepôs os demais sinais.  

 

PERSPECTIVAS 

 

• Aumentar o volume de caldo para conseguir detectar uma maior quantidade de 

metabólitos com atividade.  

• Aumentar o volume de lavagem com água para poder tirar a maior quantidade 

de impurezas.  

• Verificar se é possível diminuir a concentração de eluente inicial, por exemplo, 

0,01 % m/v do eluente (NaCl ou de NaOAc). Fazer uma eluição em rampa 

empregando uma menor concentração de sal. Dos resultados experimentais foi 

constatado a eluição de compostos ativos apenas aplicados ao eluente com 0,1 % m/v 

para NaCl e com 0,2 % m/v para NaOAc.  
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• Recolher as frações obtidas pela passagem na QXL e repetir a metodologia, 

processando as frações em XAD-4 e, novamente, pela QXL. Realizar esse 

procedimento repetidamente com o objetivo de melhorar a purificação. 

• Analisar aminoácidos, ácido clavulanico e cefalosporina C nas amostras além 

de outros compostos presentes na rota biossintética da cefamicina C.  
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