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RESUMO

As cefalosporinas sao antibioticos B-lactamicos muito utilizados no tratamento de infecgdes
bacterianas. Dentro do grupo, a cefamicina C (cefC) se destaca devido a sua maior resisténcia
a acdo das B-lactamases bacterianas e ao seu maior espectro de acdo contra patdgenos Gram-
negativos. Ela é produzida pelas bactérias Nocardia lactamdurans e Streptomyces
clavuligerus, geralmente em cultivos submersos. Na literatura, as informagdes existentes
sobre os processos de purificagdo deste antibidtico estdo disponiveis apenas em patentes ou
em artigos publicados em décadas passadas. Sendo um composto que é matéria-prima para
producdo de antibidticos semissintéticos de grande importancia clinica e comercial, e devido a
falta de informacbes fundamentadas cientificamente sobre 0s processos de separacdo e
purificacdo deste antibiotico, surgiu a motivacdo para o desenvolvimento desta tese. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi estudar a purificacdo da cefC produzida por S. clavuligerus,
utilizando o processo de adsorcdo e troca ibnica em colunas de leito fixo. As técnicas de
adsorcdo e troca ibnica apresentam-se como uma boa estratégia para purificacdo da cefC
devido a natureza anfétera da molécula do antibidtico, que possui cargas positivas ou
negativas dependendo do pH do meio, e ao ndcleo biciclico em sua estrutura, que permite a
interacdo com estruturas hidrofébicas. Como nédo hé o padréo da cefC disponivel no mercado,
neste estudo trabalhou-se apenas com o caldo de cultivo. Os adsorventes avaliados foram as
resinas neutras Amberlite XAD4 e Amberlite XAD16 e a resina de troca idnica Q Sepharose
XL. Inicialmente, foram realizados experimentos em coluna de troca idnica com a resina
QXL. Os resultados destes ensaios mostraram que a variacdo da vazdo no intervalo de 2,5
mL/min a 7,5 mL/min ndo alterou as eficiéncias de recuperacdo do produto e de utilizacdo do
leito, nem interferiram na eluicdo dos compostos bioativos. A eluicdo no modo isocratico com
solugdo de NaCl 1% (m/v) possibilitou a separacdo da cefC de outro(s) composto(s) com
atividade antimicrobiana presentes no caldo, mas ndo identificados, e promoveu uma
recuperacdo do antibiético em um tempo menor de processo € em um volume menor de
solucdo que a eluicdo com NaCl 0,1%. Apos andlise por espectrometria de massas, com
ionizacdo feita por ESI no modo positivo, observou-se que o processo de troca idnica seguido
da adsorcdo em cartucho de SPE C18 foi capaz de separar a cefC de composto(s) com a razdo
m/z correspondente a lisina, e diminuir a concentracdo de contaminantes presentes no caldo
cujas moléculas apresentaram, apds ionizacdo, razdo m/z correspondentes a das moléculas de
penicilina N, desacetilcefalosporina C e desacetoxicefalosporina C. Finalizados o0s
experimentos de troca i0nica, iniciaram-se 0s estudos de adsorgdo utilizando as resinas
neutras. Os primeiros experimentos consistiram na determinacdo de isotermas de adsorgéo da
cefC nas resinas XAD4 e XAD16, avaliando a influéncia do pH e da temperatura no
equilibrio de adsor¢do. Os resultados mostraram que o pH do caldo teve dréstica influéncia na
adsorcdo, sendo que a melhor condigdo observada foi no valor de pH 2,6 a 15°C. Os ensaios
cinéticos mostraram que o equilibrio é atingido mais rapidamente na resina XAD16. A
estimativa dos parametros cinéticos intrinsecos e de transferéncia de massa retornaram valores
maiores para esta resina. O processo de adsor¢do em coluna com a resina XAD4, quando a
alimentacédo da coluna consistiu do caldo ultrafiltrado ou clarificado e a elui¢do foi feita com
as solucbes de EtOH 1% ou 5% (v/v), ndo levou a separacdo da cefC dos contaminantes que
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foram monitorados nos ensaios. Mas quando a alimentacdo foi feita com uma fragcdo pré-
purificada, oriunda da troca ibnica, adicionada de cefalosporina C, foi possivel obter a
separagdo dos dois antibiodticos. A cefalosporina C foi adicionada para simular a presenca de
alguns contaminantes presentes no caldo de cultivo — a desacetilcefalosporina C e
desacetoxicefalosporina C. Como estes contaminantes estdo em concentracfes muito baixas e
ndo existem os padrdes comerciais disponiveis para serem adquiridos, nem metodologia
analitica para quantifica-los, optou-se por adicionar cefalosporina C, cuja estrutura quimica é
bem similar a dos contaminantes, existe o padrdo comercial para ser adquirido e possui um
método de quantificacdo. Os experimentos em coluna com a resina XAD16 mostraram
resultados similares aos experimentos com a resina XAD4, nos quais também foi observada a
separagdo entre a cefC e a cefalosporina C. Apo6s analise dos momentos dos picos
cromatograficos, verificou-se que a cefC apresentou tempos de retencdo medios menores na
resina XAD16 e a dispersdo dos picos foi menor. Desta forma, foi obtida uma fracdo mais
concentrada em cefC nos ensaios em coluna com esta resina do que com a resina XAD4.
Portanto, pbde-se constatar pelo processo de purificacdo estudado que as técnicas de adsor¢do
e troca ibnica mostraram-se eficientes na purificacdo da cefC em relacdo a contaminantes
dificeis de serem separados.
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ABSTRACT

Cephalosporins are B-lactam antibiotics which are widely used in the treatment of bacterial
infections. Within this group, cephamycin C (CefC) stands out from the others cephalosporins
antibiotics due to its greater resistance to p-lactamases enzymes and its broader spectrum of
action against Gram-negative pathogens. It is produced by the bacteria Nocardia
lactamdurans and Streptomyces clavuligerus, usually in submerged fermentation. In the
literature, the available information about the purification processes of this antibiotic are
restricted to patents or papers published in the past decades. As cefC is the raw material for
the production of important semi-synthetic antibiotics and due to the lack of scientifically
substantiated information about its separation and purification processes, the motivation for
the development of this thesis has arisen. Then, the aim of this thesis was to study the
purification process of CefC produced by S. clavuligerus, by using the processes of
adsorption and ion exchange in fixed bed columns. The techniques of adsorption and ion
exchange present themselves as good strategies for CefC purification due to the amphoteric
nature of the antibiotic molecule, which has positive or negative charges depending on the
environmental pH, and the bicyclic nucleus in its structure, which allows the interaction with
hydrophobic structures. As there is no chemical standard of cefC available on the market, in
this study we have only used culture broth containing this antibiotic. The adsorbents evaluated
were the neutral resins Amberlite XAD4 and Amberlite XAD16 and the anionic resin Q
Sepharose XL. At first, ion exchange column experiments using the resin QXL were carried
out. The results showed that the variation of the flow rate in the range of 2.5 mL/min to 7.5
mL/min did not affect the efficiencies of product recovery nor of bed utilization, and it did not
interfere with the bioactive compounds’ elution. The isocratic elution modes using 0.1% or
1% NaCl (w / v) were able to separate cefC from other (s) compound (s) with antimicrobial
activity present in the broth, which were not identified. But the use of 1% NaCl solution
promoted the antibiotic recovery in a shorter process time and smaller volume than using 0.1
% NaCl solution. After analysis by mass spectrometry, carried out by ESI ionization in the
positive mode, it was observed that the ion exchange process with QXL resin followed by
adsorption on a C18 SPE cartridge were able to separate cefC from compound (s) whose
molecules after ionization acquired m/z ratios corresponding to the lysine’s molecule, and
they also reduced the concentration of contaminants with m/z ratios corresponding to the
molecules of penicillin N, deacetylcephalosporin C and deacetoxycephalosporin C. As the ion
exchange studies were done, the adsorption studies using the neutral resins were initiated. At
first, adsorption isotherms of cefC on XAD4 and XAD16 resins were obtained, and the effects
of pH and temperature in the adsorption equilibrium were evaluated. The results showed that
the broth pH had strong influence on the adsorption and the best condition was observed at
pH 2.6 at 15° C. The kinetic experiments have shown that equilibrium is reached more
quickly on the resin XAD16. Estimation of intrinsic kinetic parameters and mass transfer
coefficients returned higher values for this resin. The column adsorption processes with
XAD4 resin, when the column feed consisted of the ultrafiltered or clarified broth and the
elution solutions were 1% or 5% (v/v) EtOH solutions, did not lead to separation of cefC from
contaminants that were monitored in the experiments. But when the feed consisted of a pre-
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purified fraction, obtained in the ion exchange column with QXL resin, added with
cephalosporin C, it was possible to separate the two antibiotics. Cephalosporin C was added
to simulate the presence of some contaminants in the culture broth - deacetylcephalosporin C
and deacetoxycephalosporin C. As these contaminants are in very low concentrations and
there are not commercial chemical standards available to purchase, neither an analytical
methodology to quantify them, it was decided to add cephalosporin C, whose chemical
structure is very similar to the contaminants, the commercial standard is commercially
available and there is a quantification method to determinate it. The column experiments with
resin XAD16 showed similar results to the experiments with resin XAD4, in which it was also
observed the separation of cefC from cephalosporin C. The moment analysis of the
chromatographic peaks showed that cefC average retention times and peak dispersions were
smaller in the column assays with XAD16 than with XAD4. Thus, a more concentrated
fraction containing cefC was obtained in the column experiments with XAD16 resin.
Therefore, it was demonstrated by the purification processes studied that the techniques of
adsorption and ion exchange were effective in the purification of cefC in relation to
contaminants that are difficult to separate.
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parametro do modelo de isoterma BET e representa o coeficiente de equilibrio para
a monocamada (relagéo entre a adsorcao e dessorcgéo)

didmetro do halo de inibicdo da amostra de maior concentragdo no bioensaio
quantitativo

diametro do halo de inibicdo da amostra de menor concentracdo no bioensaio
quantitativo

parametro do modelo de isoterma BET e representa o coeficiente de equilibrio para
todas as camadas acima da primeira monocamada

modelo de isoterma de adsor¢éo e representa a abreviacéo de Brunauer, Emmet, e
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“Base peak chromatogram”, ou cromatograma de pico base.

concentracdo de cefamicina C na fase liquida

concentracdo de cefamicina C na fase liquida, no equilibrio

concentracdo de cefamicina C na fase liquida

concentracdo de cefamicina C na amostra calculada pelo bioensaio quantitativo
concentracdo do complexo CefR
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concentragdo de contaminantes no caldo

Cef ou CefC: cefamicina C

CefR:
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Cetonz:

Ci:

CL:

complexo da cefamicina C adsorvida no sitio ativo da resina

no modo de eluicdo em gradiente linear é a concentracdo de etanol no béquer com
maior concentracgao de etanol

no modo de eluicdo em gradiente linear é a concentracdo de etanol no béquer com
menor concentracdo de etanol, cuja solucéo € bombeada para a coluna

concentragédo do adsorbato na fragéo i

concentragédo de cefamicina C na fase liquida no reator de mistura
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relacdo a massa total de adsorvente para cobertura completa da monocamada

concentracdo do adsorbato na fase liquida
concentragdo inicial de cefamicina C no caldo ou na fragdo
concentragéo inicial de contaminantes no caldo
fase estacionéria octadecilsilano

difusividade da cefamicina C nos poros da resina
densidade oOptica

eficiéncia de separacdo entre dois componentes
etanol

vazdo de eluicdo da coluna

fator de concentracéo

fator de purificacéo

fator de recuperacao

fracdo contendo cefamicina C coletada durante eluicdo da coluna de troca idnica
com re sina QXL

altura do leito utilizada até o ponto de ruptura
altura total do leito da coluna

altura ndo utilizada do leito até o ponto de ruptura
constante do modelo de isoterma linear
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parametro do modelo da isoterma de Langmuir e corresponde a razao entre as
constantes de dessorcdo e adsorcéo

constante cinética intrinseca de dessorcéo
constante de equilibrio de adsorcao

constante do modelo de isoterma de Freudlich



Nomenclatura  Xxiv

Kg:

Ks:
k’1
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coeficiente de transferéncia de massa da pelicula

constante cinética aparente de adsorcao

constante cinética aparente de dessor¢ao
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massa de resina utilizada no experimento

razdo massa carga adquirida por uma molécula ou fragmento de molécula apos
passar por uma fonte de ionizacdo e ou fragmentacdo em um espectrometro de
massas.

namero de moléculas de adsorbato que se ligam a cada sitio ativo do adsorvente

parametro do modelo de isoterma BET e representa o nimero de camadas incluindo
a monocamada

produtividade do processo durante a alimentacdo da coluna calculada a partir das
curvas de ruptura

didmetro do halo de inibicdo da solucdo padréo de maior concentracdo no bioensaio
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diametro do halo de inibicdo da solucdo padrdo de menor concentra¢do no bioensaio
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constante do modelo de isoterma de Freudlich

concentracdo do adsorbato na fase sélida ou quantidade de cefamicina C adsorvida
por massa de resina

vazdo de alimentacgéo da coluna
concentracdo de cefamicina C na fase solida (resina), no equilibrio
mmol de cefamicina C adsorvida por m? de resina

massa de cefamicina C adsorvida por massa de resina calculadas a partir dos dados
de curva de ruptura obtidas com a resina Amberlite XAD4

quantidade de cefamicina C adsorvida por volume de leito até o ponto de ruptura
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Om:

Qt-

Res:

SPE:

te:

i

TIC:

t;

tu:

uv:

Vi

VL:

VO:

concentracdo na fase sélida correspondente a completa cobertura dos sitios
disponiveis, ou a capacidade limitante de adsorcdo. E também um parametro do
modelo da isoterma Langmuir.

quantidade de cefamicina C adsorvida por volume de leito da coluna até a sua
saturacao

raio da particula de resina

sitio ativo da resina disponivel para ser adsorvido

“solid phase extraction” ou extra¢do em fase sOlida

tempo

tempo equivalente ao ponto de ruptura da coluna

na curva de ruptura é o primeiro instante de tempo em que C/Cy=1
tempo no qual a fracdo i sai da coluna
“Total ion chromatogram”, ou cromatograma de ions totais.

tempo equivalente para atingir a capacidade total do leito, calculado a partir das
curvas de ruptura

tempo equivalente a capacidade utilizada ou o tempo no qual o efluente atinge a
méaxima concentracdo permitida de soluto, , calculado a partir das curvas de
ruptura

ultravioleta

volume de caldo ou fracdo alimentados na coluna ou no reator
volume da fracdo i coletada na coluna

volume de leito da coluna

no modo de eluigdo em gradiente linear € o volume inicial de solugdo eluente nos
béqueres

Letras gregas

A:

operador de variagdo

porosidade do sistema
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W

Presina-

2.
c .

da
e

porosidade da resina

parametro calculado no bioensaio quantitativo a partir dos halos de inibicdo das
solucdes de amostra e do padréo

primeiro momento de um pico cromatografico

densidade da resina

segundo momento do pico cromatogréafico

eficiéncia de utilizacdo do leito calculada a partir das curvas de ruptura

eficiéncia de remocédo do soluto ou a eficiéncia relacionada a capacidade de
retencdo do soluto no leito calculada a partir das curvas de ruptura



Sumaério

SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e s he e e bRt n e e e ne e nr e ne e [
ABSTRACT et E et r e e ii
LISTA DE FIGURAS ..ttt ne e ne e %
LISTA DE TABELAS ..t X
NOMENCLATURA ettt sr e e e b e e e e nnr e neennees xii
(O LN 210 516071 J TR 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooooiieeeeeeeeeeeteete ettt sne st 4
2.1-CefamICING C ...t 4
2.2-Separacdo de produtos bioteCNOIOGICOS. .........ceveiiiirieiieie e 5

2.3- Adsorcdo e troca ibnica na purificacdo de produtos biotecnoldgicos ....................... 8
2.3.1-EQUIlTDriOS d€ @dSOIGAO. .......cuervereeeirierieieeie et 11

2.3.2 - Cinética de adsorcao e transferéncia de massa...........ccoovevververereseseseenean, 15

2.3.3- SIStEMAs 08 OPEIAGAD .......cc.eeveirieiieeiesie e eite st e et re e re e et e e sre e 16

2.3.4 - TIPS € aUSOIVENTES.......ccveeviiiiecieeie ettt 21

2.4 - Processos de purificacdo da cefamicina C...........ccoooveiiiiiiciccc e 23

3. MATERIAIS E METODOS.......cociieieeeeteeeesee et eses s esses s eses s ssssenas s ssnensans 29
3L — IVIBLETTAIS ...ttt bbbttt bbbt 29
3.1.1- RESINAS ..ttt bbb 29

3.1.2 — Cartucho para extra¢do em fase sOlida...........cccoeveiieiicvciicci e, 30

3.1.3- Caldo de CUITIVO ..o 30

3.1.4 — CefaloSPOring C......ocuiiiiiieiieieiesie e 30

3.2 — Metodologia analitiCa ..........coerverieriii i 31
3.2.1- Determinagéo da concentragdo de cefamicina C.........ccoovvvvivieiencicnnnnnn 31

3.2.2 — Deteccdo de compostos com atividade antimicrobiana — bioensaio

(o [UE LY L 1Y TSRS 33

3.2.3- Determinacdo da concentragdo de contaminantes ..........coccevveererieereeriennenn 33



Sumaério

3.2.4- Determinagéo da concentragéo de cefalosporina C..........cceoeveieiiicniennne 33
3.2.5 — Andlises de espectrometria de MASSAS ........erverrerieriereeeerierieresesesresreeneans 34
3.3- Procedimento exXperimental ... 35
3.3.1- Pré-tratamento do caldo de CUItIVO ........c.ccveieriereieiececeeee e 35
3.3.2 — Pré-tratamento das FESINAS ........cccvvveiviieeeieriese e enens 36
3.3.3 — Pre-tratamento do caldo ultrafiltrado e obtencéo do caldo clarificado ....... 37

3.3.4- Experimentos de troca i6nica em coluna de leito fixo empacotada com a

resina Q SEPNATOSE XL ...ccviiuiiiiiiecie ettt nas 37
3.3.5- Adsorcdo em cartucho SPE utilizando a fase estacionaria C18 ................... 39
3.3.6- Experimentos de isotermas de adSOrGa0 ...........ccvevvereerieerieseeieeesee e 39

3.3.7- Experimentos de cinética de adsorcdo e de dessorcdo da cefamicina C em
= Lo 0 (S 411 (U - PRSP 40

3.3.8- Experimentos em colunas de leito fixo empacotadas com a resina Amberlite

XAD4 € AMDEITITE XADLE......c.oiiiieieiiiieieise e 42
3.4 — Metodologias de analise dos resultados — parametros quantitativos ...................... 45
3.4.1 — Fator de purifiCaCa0 .........ccccveiieiieeie e 45
3.4.2 — Fator de CONCENLIACAD ........ccveivieiieeieciee ettt eae e 46
3.4.3 — Fator de reCUPEIACAD ..........cveirieireeiestee et seeste et et re et sre e sre e 46
3.4.4 — Avaliacdo gquantitativa das curvas de ruptura ..........ccccceevveeeereevesiese e, 47

3.4.5 — Determinacdo dos momentos cromatograficos e eficiéncias de separacdo.49
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD.......ceoeeeeeeeeeeeeeeee et eeee e e eee e een e 51

4.1- Purificagdo da Cefamicina C em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL

4.1.1 — Avaliacédo qualitativa da purificagdo da cefamicina C por espectrometria de

massas apos coluna de troca idnica em resina QXL e extracdo em fase solida ............... 59

4.2- Isotermas de adsor¢do da Cefamicina C nas resinas aromaticas Amberlite XAD 4 e
AMDBDEITTE XAD 16 ..ot bbbttt b bbb nneeneas 65

4.3 - Cineticas de adsorcdo e dessorcao da cefamicina C nas resinas XAD4 e XAD16 .76



Sumaério

4.3.1 - Modelo cinético de primeira Ordem..........cccoevveieiiniieieinc e 77

4.3.2 - Modelo cinético baseado no balan¢o de massa do reator, englobando as

resSiSteNCias & tranSfErENCIA 08 MASSA.......ccceeeeeee et et e e e e e e e e e e e eeaaa 79

4.4 - Purificacdo da Cefamicina C em coluna de leito fixo na resina Amberlite XAD 4 82

4.4.1- Ensaios em coluna com o caldo de cultivo ultrafiltrado..........ccccceeevvvennn... 83
4.4.2 - Ensaio em coluna com o caldo de cultivo clarificado ........cccovvvveeeevvieennnn. 88
4.4.3 - Ensaios em coluna com a fracdo 1 oriunda da coluna de troca ionica ........ 89

4.5 — Purificacdo da Cefamicina C em coluna de leito fixo na resina Amberlite XAD 16

4.5.1-. Purificacdo do caldo de cultivo contendo cefamicina C...........cccccevcvvvennnns 93

4.5.2-. Purificagéo da cefamicina C presente na fragdo 1 oriunda da coluna de troca

([0 4] ot RSO TTRPTU TPV PRPRO 94
4.6 — Comparacdo entre os processos em coluna com as resinas XAD4 e XAD16......... 95
4.7 — ConSIderaGles fINAIS .......cccveiiiieiiee e 98
5. CONCLUSOES ..ottt 100
6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ........oviverriieeteeisseteeseeessssesasseneesenen, 103

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 104



1-Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

A descoberta e o desenvolvimento dos compostos B-lactdmicos figuram entre
uma das mais importantes e vitoriosas descobertas da ciéncia e tecnologia. O uso de
antibidticos na terapia moderna comegou com a descoberta acidental de um B-lactamico por
Alexander Fleming, em 1928. Em seus estudos, Fleming observou a inibi¢cdo do crescimento
da bactéria Staphylococcus aureus em placas de Petri contaminadas com o fungo Penicillium
chrysogenum. Essa inibicéo foi atribuida a uma substancia produzida pelo fungo durante o seu
crescimento, e trés anos mais tarde, o composto foi isolado, caracterizado e denominado de
penicilina (BRAKHAGE et al., 2005). A importancia desta descoberta estd no fato de que a
penicilina foi o primeiro grande sucesso do uso de um agente quimioterapico produzido por
micro-organismo e levou a criacdo de uma nova linha de pesquisa no desenvolvimento de
antibiéticos, como também ao surgimento de um novo império industrial. Seguindo 0s passos
da penicilina, veio a descoberta de outros B-lactamicos — as cefalosporinas, produzidas pelo
fungo Cephalosporium acremonium, as cefamicinas, clavamas e carbapenens, produzidos por
actinomicetos e outras bactérias Gram-negativas, e B-lactamicos monociclicos, produzidos
por actinomicetos e bactérias (DEMAIN e ELANDER, 1999; LIRAS 1999).

Os pB-lactdmicos sdo compostos caracterizados pela presenca do anel B-
lactdmico na estrutura molecular, que Ihes confere a atividade antibacteriana. De acordo com
a caracteristica do segundo anel ligado ao anel B-lactdmico ou a auséncia deste anel, o grupo é
dividido em cinco classes: penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, clavamas e monobactans
(LIRAS e MARTIN, 2006).

Atualmente, os B-lactamicos representam um dos grupos mais expressivos de
medicamentos utilizados no tratamento de doencas bacterianas. As penicilinas, usadas no
tratamento de doencas causadas por patdgenos Gram-positivos, e as cefalosporinas, utilizadas
contra Gram-positivos e Gram-negativos, sdo o0s antibacterianos mais utilizados para
tratamentos de infecgdes bacterianas, seguidos das fluoroquinolonas e macrolideos (HAMAD,
2010). Em 2009, os antibidticos da classe das cefalosporinas foram os maiores em termos de
vendas, movimentando US$11,9 bilhdes. Esta classe representou 28% do mercado global de
antibioticos e a segunda maior foram as penicilinas de amplo espectro de a¢do, que no mesmo
ano movimentaram US$7,9 bilhdes em vendas, correspondendo a 19% do mercado
(HAMAD, 2010).
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Devido a importancia destes medicamentos, tanto na area da clinica como
economicamente, existe um grande interesse académico voltado a pesquisa para
desenvolvimento e otimizacdo dos processos de producdo, extracdo e purificacdo destes
compostos do caldo de cultivo. Na literatura encontram-se muitos trabalhos relacionados a
producdo e purificagdo da penicilina G, cefalosporina C e acido clavulanico. Entretanto,
existem alguns antibidticos cujas informacfes sdo mantidas sob segredo industrial e aquelas
disponiveis estdo presentes quase que exclusivamente em patentes. Este é o caso da
cefamicina C, que foi descoberta em 1972 e desde entdo apenas patentes (PINES e SEEMON,
1976; WILDMAN E DATTA, 1977; SCHUBERT, 1980; KAWAMURA, SHOJI e
MATSUMOTO, 1981; KAMOGASHIRA et al., 1982) e quatro trabalhos foram encontrados
na literatura relacionados ao seu processo de purificacdo (MILLER ET AL., 1972,
BUSTAMANTE et al., 2008; RODRIGUEZ, HOKKA E BARBOZA, 2010; BAPTISTA
NETO et al., 2012).

A cefamicina C pertence a classe das cefalosporinas e é produzida pelos
actinomicetos Streptomyces clavuligerus e Nocardia lactamdurans. Atualmente, existem
poucos grupos de pesquisa gque trabalham com o desenvolvimento de processos de producdo e
purificacdo da cefamicina C. E pelo que se tem conhecimento, apenas o grupo de Engenharia
Bioquimica do DEQ/UFSCar realiza pesquisas relacionadas a extracdo e purificacdo da
cefamicina C de caldos de cultivo. Devido a esta lacuna existente na literatura, pesquisadores
de diferentes instituicbes de ensino e pesquisa no Brasil se reuniram em um grande projeto
entitulado “Producdo e purificacdo de acido clavulanico, cefamicina C e outros metabolitos
bioativos de Streptomyces”, no qual estavam inseridos professores e pesquisadores do grupo
de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar. Dentro desta temética principal, ja foram
realizados trabalhos sobre a producdo da cefamicina C em batelada e batelada alimentada
(BELLAO, 2013) e sobre processos de purificacdo empregando a microfiltracéo,
ultrafiltracdo, processos de adsor¢do e troca ibnica (BUSTAMANTE et al.,, 2008;
RODRIGUEZ, 2011). Em relacdo aos processos de separacéo e purificacdo da cefamicina, os
estudos realizados disponibilizaram informacGes importantes, mas ainda falta muito para ser
avaliado, como aplicacdo de outras técnicas de separacdo, estudo das varidveis do processo e
determinacdo das melhores condicdes de operagao.

Assim, dando continuidade aos trabalhos ja desenvolvidos, este trabalho de
doutorado teve como objetivo avaliar a extracdo e purificacdo da cefamicina C de caldos de
cultivo fermentados por S. clavuligerus, empregando a técnica de adsor¢do em resinas

poliméricas neutras, associada ao processo de troca iénica. A adsorcado e a troca ionica foram
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escolhidas devido a eficiéncia das mesmas na extracdo e purificagdo de outros antibidticos do
caldo de cultivo, como a cefalosporina C, que € um antibidtico de estrutura quimica muito
semelhante a da cefamicina. Além disso, a natureza anfotera da molécula de cefamicina faz
com que a troca idnica seja uma técnica interessante para ser aplicada e o nucleo biciclico em
sua estrutura permite a interacdo com estruturas hidrofébicas. Acreditou-se que a combinagéo
dessas duas técnicas baseadas em principios de separacdo diferentes poderia levar a
purificacdo da cefamicina C em relacdo a contaminantes de diferentes naturezas, sejam eles
ibnicos, polares ou apolares. Visando alcancar o objetivo geral, as seguintes etapas foram
desenvolvidas:

a) Avaliar a purificacdo da cefamicina C presente no caldo de cultivo
empregando 0 processo de troca idnica na resina Q Sepharose XL e
determinacdo das curvas de ruptura em diferentes vazdes de alimentacao;

b) Estudar do equilibrio de adsorcéo da cefamicina C nas resinas poliméricas
neutras Amberlite XAD4 e XAD16, em diferentes condicdes de
temperatura e pH;

c) Estudar da cinética de adsorcdo da cefamicina C nas resinas XAD4 e
XAD16;

d) Estudar de processos de purificagdo em colunas de leito fixo empacotadas
com as resinas XAD4 e XAD16.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1-Cefamicina C

As cefamicinas constituem uma familia de antibidticos pertencentes a classe
das cefalosporinas. Como tal, possuem em sua estrutura molecular o nucleo cefem
caracteristico das cefalosporinas, formado pelos anéis -lactdmico (anel de quatro membros) e
di-hidrotiazina (anel de seis membros). Ligado ao carbono C7 deste nucleo esta presente um
grupo metoxila, uma caracteristica particular as cefamicinas. Dependendo do radical ligado ao
carbono 3 sdo classificadas como cefamicina A, B ou C, ou 7 a-metoxicefalosporina

(STAPLEY etal., 1972; BAGGALEY et al., 1997) (Figura 2.1).

Figura 2.1- Estruturas das cefamicinas A, B e C, e 7 a-metoxicefalosporina. 1- Grupo metoxila; 2- Anel -
lactdmico; 3- Anel di-hidrotizina
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Fonte: Adaptado de Baggaley et al., 1997.

A cefamicina C foi primeiramente descrita por pesquisadores dos laboratorios
Lilly e Merck, no inicio da década de setenta (STAPLEY et al., 1972). Nesta época, 0
tratamento de doencas utilizando os antibioticos entdo conhecidos, as penicilinas e
cefalosporinas, tornava-se cada vez mais ineficaz devido ao aumento da resisténcia
bacteriana. O principal mecanismo de resisténcia era a producao B-lactamases. Essas enzimas,
produzidas por algumas bactérias patogénicas, clivam o anel B-lactamico do antibidtico,
liberando um composto sem atividade bactericida. Objetivando encontrar solugdes para o

problema, pesquisadores de varias partes do mundo engajaram-se na procura por novos
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antibidticos que fossem mais eficientes, e neste contexto a cefamicina C foi descoberta,
isolada de caldo fermentado por Streptomyces (BAGGALEY et al., 1997).

Apesar da similaridade estrutural (Figuras 2.1 e 2.2) e da presenca dos mesmos
passos metabdlicos iniciais durante a biossintese, a cefamicina C e a cefalosporina C séo
produzidas por diferentes micro-organismos. Enquanto a cefalosporina C € produzida pelo
fungo Cephalosporiun acremonium, a cefamicina C € produzida pelos actinomicetos
Streptomyces clavuligerus e Nocardia lactamdurans (LIRAS, 1999). Trabalhos na literatura
reportam a producdo da cefamicina por meio de cultivos submersos aerados, em batelada ou
batelada alimentada (BELLAO et al., 2013), e também em cultivos em estado s6lido (KOTA
e SRIDHAR, 1999; KAGLIWAL, SURVASE e SINGHAL, 2009).

Figura 2.2 — Férmula estrutural da Cefalosporina C
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Fonte: Adaptado de Ramos, Otero e Rodrigues (2004).

As cefamicinas apresentam maior estabilidade as p-lactamases e maior
atividade contra patdgenos Gram-negativos e patdgenos anaerébios do que as cefalosporinas
comuns, propriedades que sao atribuidas a presenca do grupo metoxil na molécula (DEMAIN
e ELANDER, 1999). O modo de acdo dos B-lactamicos é similar: eles atuam inibindo a
enzima trans-peptidase, responsavel pela formacédo de ligaces cruzadas durante a biossintese
da parede celular da bactéria. Sem ligacdes cruzadas, forma-se uma parede celular muito
fraca, que € facilmente rompida (MURRAY E MOELLERING, 1981). A cefamicina ndo é
usada diretamente como antibidtico no tratamento de doencas bacterianas, mas como matéria-
prima para a producdo de antibidticos semissintéticos, como a cefoxitina e cefotetan
(DEMAIN e ELANDER, 1999). Por meio de modificacdes quimicas nas cadeias laterais
ligadas aos carbonos C7 ou C3 da molécula, os antibidticos semissintéticos foram
desenvolvidos, gerando farmacos com maior espectro de acdo e diferentes propriedades
farmacocinéticas (MURRAY E MOELLERING, 1981).

2.2-Separacdo de produtos biotecnoldgicos
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Varios compostos de interesse industrial, incluindo antibioticos, etanol, acido
citrico, enzimas, hormonios e aminoécidos (HARRISON et al., 2003; KILIKIAN e PESSOA
JR., 2005 ), sdo produzidos por meio de bioprocessos — processos nos quais a transformacéo
da matéria-prima no produto de interesse € conduzida por um organismo vivo. Quando se
trata de um processo microbiano, ao final da etapa de producgéo, obtém-se um caldo de cultivo
de composicdo complexa e heterogénea, contendo além da biomolécula de interesse, uma
elevada proporcdo de agua, moléculas organicas e inorganicas constituintes do meio de
cultivo, metabolitos extracelulares, metabolitos intracelulares oriundos de células lisadas e
fragmentos celulares. E deste caldo que o composto de interesse deve ser isolado, purificado e
eventualmente derivatizado antes do seu uso comercial. Esta enorme variedade e quantidade
de moléculas presentes no caldo torna o desenvolvimento dos processos de purificacdo tdo
desafiantes quanto o estudo das etapas de cultivo (KILIKIAN e PESSOA JR, 2005).

A etapa de bioseparagdo, também conhecida como “downstream process” OU
processo a jusante, pode ser dividida em quatro estagios, descritos a seguir (BELTER et al.,
1988; HARRISON et al., 2003; KILIKIAN e PESSOA JR, 2005).

Clarificacdo/Remocdo de insoluveis: retirada de células, fragmentos celulares,
componentes do meio de cultura e produtos ndo sollveis. Nesta etapa hd uma reducdo na
turbidez do meio e uma pequena concentracdo do produto pode ocorrer. A centrifugacéo e
filtracdo sdo as principais operacfes unitarias utilizadas.

Isolamento do produto: remocdo de material com caracteristicas fisico-
guimicas bem diferentes do produto desejado. A extracdao com solvente e adsorcao sdo tipicas,
podendo também ser usados a ultrafiltracdo e precipitacdo. Geralmente, consegue-se uma
consideravel concentragdo do produto ou melhora na sua qualidade.

Purificacdo: as operagdes unitarias empregadas nesta etapa sdo altamente
seletivas e removem as impurezas com propriedades quimicas e fisicas similares ao composto
de interesse. A cromatografia, métodos de afinidade, cristalizacdo e precipitacdo fracionada
séo bons exemplos.

Refinamento: remocdo de liquidos e conversdo do produto na sua forma
cristalina, quando possivel. O uso final do produto desejado geralmente dita a sequéncia final
utilizada. Operacdes tipicas séo a cristalizacdo e secagem.

Quando o produto desejado € um metabdlito intracelular, a operacdo de
rompimento celular deve ser acrescentada ao processo e é realizada no adensado de células
obtido apos a etapa de clarificagdo (KILIKIAN e PESSOA JR, 2005).
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O Quadro 2.1 apresenta as operagdes unitarias empregadas nos processos de

purificacdo executados em escala industrial, agrupando-as nas etapas da purificagdo em que

participam e o principio de separacdo envolvido.

Quadro 2.1 - Operac8es Unitéarias utilizadas em processos de separacdo e purificacdo de produtos
biotecnoldgicos, e principios envolvidos na separa¢do (KILIKIAN e PESSOA JR, 2005)

Etapa do Operacdes Unitérias Principio
processo
Clarificagdo Filtragdo convencional Tamanho de particulas
Centrifugacéo Tamanho e densidade de particulas
Centrifugacéo tangencial Tamanho de particulas
(membranas)
Floculacéo Hidrofobicidade de particulas
Rompimento Homogeneizagao Cisalhamento
de Ultra-som Cisalhamento
células Moagem em moinho de bolas Cisalhamento

Rompimento quimico ou
Enzimatico

Hidrolise, solubilizacdo ou desidratacao de
moléculas que compdem a parede ou a
membrana celular

Purificacdo de
baixa
resolucéo

Precipitacédo
Ultrafiltracdo (membranas)

Extracdo em sistema de duas
fases liquidas

Solubilidade
Massa molar e raio hidrodinamico de
moléculas
Solubilidade, massa molar

Purificagéo de
alta resolucao

Cromatografia de troca idnica

Cromatografia de afinidade
(bioldgica ou quimica)
Cromatografia de
imunoafinidade
Cromatografia de interacdo
hidrofébica
Cromatografia de exclusdo
molecular
Membranas adsortivas

Tipo e densidade de carga na superficie da
biomolécula
Sitios especificos na superficie de uma
proteina (adsor¢édo)
Sitios especificos na superficie de uma
proteina (adsor¢do antigeno/anticorpo)
Hidrofobicidade

Massa molar
Massa molar e caracteristicas para adsorgédo

ou sitios especificos da superficie de uma
proteina

Refinamento

Cristalizacdo

Liofilizacao
Secagem

Solubilidade e caracteristicas de equilibrio
liquido-sélido
Caracteristicas de equilibrio liquido-sélido
Caracteristicas de equilibrio liquido-sélido

Fonte: Kilikian e Pessoa Jr (2005)
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Como na producéo, ndo existe um processo de purificagdo universal. Para cada
produto devem ser definidas suas proprias opera¢fes unitarias e condi¢cdes de operacéo,
baseando-se na exploracédo eficiente das diferencas de propriedades fisico-quimicas entre o
produto de interesse e os contaminantes presentes (ASENJO e ANDREWS, 2008). Para
propositos de separacdo, propriedades importantes que devem ser conhecidas incluem
estabilidade térmica, solubilidade, difusividade, carga, ponto isoelétrico, constantes de taxa de
reacao e termodindmica de separacdo (HARRISON et al., 2003). A aplicacdo final do produto
também influencia na definicdo das etapas do processo. Para alguns, como o0s produtos
farmacéuticos, a legislacdo reguladora impde a comercializacdo de medicamentos com
elevado grau de pureza, exigindo-se, assim, a aplicacdo de técnicas de alta-resolucdo, como a
cromatografia. Ja outros produtos podem ser comercializados com um grau de pureza menor,
como alguns &cidos organicos e enzimas industriais (KILIKIAN e PESSOA JR, 2005).

A viabilidade econémica também é um fator importante. Geralmente, a etapa
de separacdo representa uma parcela consideravel dos custos de processo, podendo chegar a
mais de 50% do custo total (KEIM e LADISCH, 2000). Assim, a fim de diminuir o nimero
de etapas empregadas na purificacdo, procura-se utilizar operacdes que combinem mais de
uma finalidade, como concentracdo e pré-purificacdo (KILIKIAN e PESSOA JR, 2005). A
pureza exigida também exerce uma grande influéncia no preco final, ja que atingir um maior
grau de pureza geralmente significa aplicar mais etapas de purificagcdo. Mas como produtos
com alto grau de pureza geralmente sdo produtos com alto valor agregado, os custos de
processo sao compensados pelo preco pago pelo mercado (KEIM e LADISCH, 2000).

As técnicas de separacdo baseadas nos processos adsortivos sdo amplamente
aplicadas no isolamento e purificacdo de produtos oriundos de bioprocessos, sejam eles
lipofilicos ou hidrofilicos (DUTTA et al. 2004). Os processos de adsorcdo tém destaque em
relacdo as outras técnicas de separacdo, ja que propiciam um alto fator de concentracdo, o que
satisfaz a necessidade de uma alta recuperacdo do produto de interesse (SAIKIA e DUTTA,
2006), séo processos ndo-desnaturantes, altamente seletivos, eficientes energeticamente e de
custo relativamente baixo (RAMOS et al., 2004).

2.3- Adsorcdao e troca idnica na purificacdo de produtos biotecnologicos
A utilizacdo dos fendmenos de adsorcdo e troca ibnica para fins praticos

remonta a periodos muito antigos da nossa civilizagdo. Egipcios e sumérios usavam o carvdo

ativado para reduzir os niveis de cobre, zinco e estanho durante a manufatura do bronze. Os
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fenicios também utilizavam o carvdo para tratamento de agua e obtencdo de agua potavel.
Aristételes descreveu em sua Problemata a diminuicdo da concentracdo de sal na &gua do mar
quando esta percolava através da areia. Inicialmente, o emprego da técnica era puramente
empirico e apenas em 1773 foram realizados estudos quantitativos do fenémeno de adsorcéo e
entdo a primeira abordagem sistematica foi desenvolvida (KAMMERER, CARLE e
KAMMERER, 2011). Nos anos seguintes, esta tecnologia se desenvolveu rapidamente e
atualmente é aplicada em diferentes ramos industriais, como na industria farmacéutica,
alimenticia, petrolifera, tratamento de agua, etc.

Os processos de adsorcdo podem ocorrer entre fases gasosa e solida ou entre
fases liquida e solida. Neste trabalho, apenas 0s processos do segundo tipo serdo abordados.

Os processos de adsorcdo envolvem a separacdo de uma substancia presente
em uma fase fluida acompanhada da sua acumulacdo ou concentracao na superficie de outra
fase solida. A fase em que ha a adsor¢do é chamada de adsorvente e o material concentrado
ou adsorvido é chamado de adsorbato (WEBER, 1985). A separacdo ocorre devido a
afinidade diferencial entre as varias moléculas presentes na matriz e o0 material que constitui a
fase estacionaria, o adsorvente. Diferentes tipos de interacdo sdo aproveitados para que
ocorra a separacdo e isolamento dos compostos presentes na matriz, como por exemplo
interacOes eletrostaticas, interacbes t, hidrofébicas e de afinidade (HARRISON et al., 2003;
SAIKIA, 2008).

O fenémeno de troca ibnica acontece de forma semelhante a adsorcdo, mas
existem algumas diferencas entre ambos. Na troca idnica, as moléculas de adsorbato séo ions
e 0 adsorvente possui grupos funcionais idnicos em sua superficie. Devido as interacGes
eletrostaticas, moléculas de cargas contrarias a carga do sitio ativo do adsorvente sdo atraidas
e acumulam-se na superficie do sélido, com subsequente deslocamento destas espécies por
outros adsorbatos ibnicos com maior afinidade eletrostatica. Neste processo, o adsorbato
desloca um contra-ion previamente ligado ao sitio ativo, de forma a atingir a
eletroneutralidade. Ha, entdo, dois fluxos i6nicos: um em direcdo as particulas do adsorvente
e outro na direcdo da fase fluida (Figura 2.3) (KAMMERER, CARLE e KAMMERER,
2011).

Alguns autores consideram a troca i6nica um caso especial de adsor¢do e na
literatura encontra-se muito o termo adsor¢do por troca iénica ou adsor¢éo de ions (BAILEY
E OLLIS (a), 1986; ALMEIDA, BARBOZA e HOKKA, 2003; KILIKIAN e PESSOA JR,
2005; DATTA et al.; 2011). Como as operagdes utilizadas empregando a adsorg¢éo ou a troca

ibnica sdo muito semelhantes, para propdsitos de engenharia essa consideracdo ¢é
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frequentemente adotada e muitos modelos e teorias desenvolvidos para adsor¢do s&o
aplicados também para a troca ibnica (GEANKOPLIS, 2003; KAMMERER, CARLE e
KAMMERER, 2011).

Figura 2.3- Representacdo esquematica da troca idnica na superficie de um adsorvente catidnico. A figura mostra
a troca do adsorbato representado por um triangulo pelo adsorbato em forma de circulo, indicando que este
Gltimo apresenta maior afinidade pelo adsorvente que o primeiro.

\ A T A/

Fonte: Adaptado de Collins (1995)

Weber (1985) divide os processos de adsorcdo em quatro tipos principais:
fisica, quimica, especifica e a de troca ibnica, definida acima. A adsor¢do fisica, ou
fisissorcdo, é resultante da acdo de interagdes intermoleculares relativamente fracas, como
forcas de van der Waals (dispersdo-repulsdo) e interacdes eletrostaticas classicas,
compreendendo a polarizacdo e momentos dipolo. A adsorcdo quimica envolve a formacéo de
uma ligacéo quimica entre o adsorbato e o adsorvente, resultando em uma mudanca quimica
do adsorbato. O Quadro 2.2 apresenta as principais diferencas entre a adsorcdo fisica e a
quimica (GUBULIN, 1990).

Quadro 2.2 - Principais diferengas entre a adsorgdo fisica e quimica

FISISSORCAO QUIMISSORCAO
Baixo calor de adsorcéo Alto calor de adsorcéo
N&o especifica Altamente especifica
Mono ou multicamada Somente monocamada
Sem dissorcao das espécies envolvidas Pode ocorrer dissorgéo
Significante apenas em baixas temperaturas Possivel sob grande faixa de temperatura
Rapida, ndo ativada Ativada, pode ser lenta
Reversivel Irreversivel

Sem transferéncia de elétrons, embora possa  Com transferéncia de elétrons e formacéo de
ocorrer polarizagéo ligacdo quimica com a superficie

Fonte: Ruthven (1984)



2- Revisdo Bibliografica 11

A quimissor¢do tem grande importancia no estudo da catalise heterogénea,
enquanto que a fisissor¢do é mais utilizada para separacdo de compostos presentes em mistura
(GUBULIN, 1990).

A adsorcao especifica, também chamada de adsorcao por afinidade, resulta na
ligagdo de moléculas de adsorbato a grupos funcionais presentes na superficie do adsorvente e
que ndo geram uma transformacdo quimica do adsorbato. Geralmente, estes grupos funcionais
apresentam especificidade bioldgica que os tornam muito seletivos para determinado tipo de
adsorbato (Figura 2.4). Como exemplos podem ter citados antigenos, enzimas ou lecitinas,
que retiram da fase fluida anticorpos, proteinas ou agUcares, respectivamente (COLLINS,
1995).

Figura 2.4 - Representacdo esquematica da adsor¢do especifica ou por afinidade.
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= Matriz do adsorvente

K Grupo funcional
> quimicamente ligado a matriz
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presentes na fase fluida

Fonte: Adaptado de Collins (1995)

2.3.1-Equilibrios de adsorcéo

Em um sistema especifico, a adsor¢do de uma substancia presente em uma fase
fluida na superficie de outra fase s6lida leva a uma distribuicdo termodinamicamente definida
desta substancia entre as fases, quando o sistema atinge o equilibrio. Uma maneira comum de
representar esta distribuicdo é expressar a quantidade de substancia adsorvida por unidade de
massa de adsorvente, g, em fungdo da concentracdo da substancia em solucdo no equilibrio, a
uma temperatura constante. Este tipo de expressdo & denominada isoterma de adsorcao
(WEBER, 1985).

Isotermas experimentais sdo necessarias para descrever a capacidade de
adsorcdo de determinado sistema, facilitando a avaliagdo da aplicagdo do processo, para
selecdo do adsorvente mais apropriado e para determinacdo preliminar da quantidade

necessaria de adsorvente. A partir dos dados de isotermas também é possivel realizar a
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interpretacdo tedrica dos pardmetros termodindmicos, como as entalpias de adsor¢do
(WEBER, 1985).

Existem varios modelos de equilibrio desenvolvidos para descrever as
isotermas de adsorcdo. Alguns modelos foram deduzidos a partir da aplicacdo de conceitos
tedricos, enquanto outros foram deduzidos empiricamente (DUTTA, BORAH e DUTTA,
2004; KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011). No Quadro 2.3 sdo apresentados os
modelos de isotermas mais comumente aplicados no estudo de adsor¢do de alguns
antibioticos. Na sequéncia, sdo apresentadas as defini¢des destes modelos.

Quadro 2.3 - Modelos de isotermas de equilibrio de adsorc¢éo aplicados no estudo da adsorgéo ou troca idnica de
alguns antibiéticos

Antibidtico Adsorvente MOdEIO de Referéncia
isoterma
Acido clavulanico IRA400; Zedlita Langmuir BARBOZA, ALMEIDA
E HOKKA (2003);
FORTE, RODRIGUES
E MAUGERI (2011)
Acido 7- XAD4 e XAD16 Langmuir e DUTTA, DUTTAE
aminocefalosporanico Freundlich BHATTACHARYA
(1999)
Cefalexina XAD4, XAD16 e Langmuir e DUTTA, DUTTAE
XAD2 Freundlich BHATTACHARYA
(1999)
Cefalosporina C XAD2, SP207 e Freundlich LEE, PARK E MOON
SP850 (1997)
XAD4, BET HICKETIER E
XAD1180, HP20 BUCHHOLZ (1990)
XAD16, XAD4 Langmuir RAMOS, OTERO E
RODRIGUES (2004);
SAIKIA (2008)
Cefamicina C Q-Sepahrose XL Langmuir RODRIGUEZ (2011)
Eritromicina XAD4, IRA410 Langmuir e RIBEIRO E RIBEIRO
Freundlich (2003)
Penicilina G XADA4 Langmuir BARROS (2008)
Vancomicina XAD16 Langmuir BORIN E PAVKO

(2009)




2- Revisdo Bibliogréfica 13

e Modelo de Langmuir
O modelo de Langmuir foi um dos primeiros modelos propostos baseados em
uma teoria coerente de adsorcdo, utilizando uma abordagem cinética. Segundo ele, na
adsorcdo hd um continuo bombardeamento de moléculas sobre a superficie do adsorvente e
uma correspondente dessor¢cdo das moléculas desta superficie de forma que, no equilibrio, a

taxa de acumulacdo é nula (DO, 1998). O modelo é representado pela equacéo 2.1 abaixo:

g = KZmTCc* (2.1)
em que g* é a quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa do adsorvente, no
equilibrio; gm é a concentracdo na fase solida correspondente a completa cobertura dos sitios
disponiveis, ou a capacidade limitante de adsorcdo; e C” é a concentracdo do adsorbato na
fase liquida no equilibrio e Kp € a constante de equilibrio e estd relacionada ao calor de
adsorcao.

Este modelo assume que a energia de adsor¢do € constante e independente da
cobertura da superficie; a adsorcdo ocorre em sitios definidos e localizados; ndo hé interacdo
entre as moléculas do adsorbato; e 0 maximo de adsorcao ocorre quando a superficie € coberta

por uma monocamada de adsorbato (WEBER, 1985).

e Modelo BET

Brunauer, Emmett, e Teller extenderam o modelo de Langmuir para incluir o
fendmeno de adsorcdo em multicamada. As principais hipdteses assumidas neste modelo séo:
os sitios de adsorcdo sdo energeticamente homogéneos, ndo ha interacdo entre moléculas de
uma mesma camada, ndo ha necessidade de que uma camada esteja completa para que outras
comecem a se formar; a primeira camada de moléculas se adere a superficie com uma energia
compardvel ao calor de adsorcdo para a formacdo da monocamada (WEBER, 1985).
Assumindo que as camadas acima da primeira possuem a mesma energia de adsorcdo, 0
modelo é representado pela equacéo 2.2:

C[* a C*[l _ (n’ + 1)bn’C* ny ot putLcr nr+1] (2 2)

Cy  (1+bCH[1+ (a—b)C*—ab™ C™+1]

em que Cy é a quantidade adsorvida em relacdo a massa total de adsorvente para cobertura

completa da monocamada; n” € o nimero de camadas incluindo a monocamada; a é o
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coeficiente de equilibrio para a monocamada (relacdo entre a adsorgdo e dessorcao); b é o
coeficiente de equilibrio para todas as outras camadas (HICKETIER e BUCHHOLZ, 1990).

e Modelo de Freundlich
Apesar do embasamento teorico dos modelos de Langmuir e BET, o equilibrio
de adsorcdo de alguns sistemas nem sempre se ajusta bem a estes modelos. Descobriu-se que
os dados de equilibrio de adsor¢do geralmente sdo melhor representados pela relacdo dada
pela equacdo 2.3, que corresponde ao modelo de isoterma de Freundlich.

q° = KFC*I/n (2.3)

em que Kg e 1/n sdo constantes caracteristicas. Tentou-se atribuir significancia fisica a estes
pardmetros, mas, na maioria das vezes nédo foi obtido sucesso. Entretanto, os valores de Kg
podem ser tomados como um indicador relativo da capacidade de adsorcdo, e 1/n como um

indicativo da energia ou intensidade da adsor¢cdo (WEBER, 1985).

e Modelo Linear

E 0 modelo de isoterma mais simples, descrito pela equagéo 2.4:
qQ-=kC" (2.4)

em que k é a constante do modelo.

Este modelo tem como vantagem a descricdo de um conjunto de dados de
adsorcdo em funcdo de apenas um parametro, k. Apesar da simplicidade, 0 modelo linear de
particdo ndo € apenas uma conveniéncia matematica para facilitar o tratamento dos dados, ele
também tem embasamento teodrico. Pode-se notar que todos os modelos discutidos
anteriormente, sob certas condigdes, sdo simplificados em relagOes lineares. Por exemplo, no
modelo de Langmuir, para solu¢fes muito diluidas, chega-se a uma relagdo linear. Entretanto,
0 modelo é raramente valido para grandes variagdes de concentracdo e por isso ndo pode ser

extrapolado além dos limites do conjunto de dados a que foi ajustado.



2- Revisdo Bibliogréfica 15

2.3.2 - Cinética de adsorcdo e transferéncia de massa

Na descricdo da cinética intrinseca, a adsor¢do é considerada uma “pseudo-
reacdo” na qual o adsorbato (S) “reage” (interage) com o sitio ativo do adsorvente (R),

levando a formacao do complexo adsorbato-sitio ativo (q) (equacdo 2.5).

ka k es
sS+rR & nq (2.5)

Na literatura, modelos cinéticos de primeira ordem, pseudo-primeira ordem,
pseudo-segunda ordem e também modelos mistos ja foram utilizados para descrever a cinética
de adsorcdo em diferentes sistemas (KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011).

Barboza, Hokka e Maugeri (2002) consideraram a adsor¢cdo um processo
reversivel em que mais de uma molécula de cefalosporina C seria adsorvida pelo sitio ativo da
resina XAD2, o que levou a equacdo cinética descrita pela equacdo 2.6. Almeida, Barboza e
Hokka (2003) e Rodriguez, Hokka e Barboza (2010) utilizaram modelo semelhante para
descrever a cinética de adsorcdo de antibidticos em resinas poliméricas anidnicas, exceto que

utilizaram n=1, ou seja, apenas uma molécula se liga a um sitio ativo.

dq
E = kadCSn(Qm - Q) — Kgesq (2'6)

sendo q e Cs as concentracBes do adsorbato na fase sélida e em solucéo, respectivamente, n é
0 numero de moléculas de adsorbato que se ligam a cada sitio ativo do adsorvente, Kag € Kges
as constantes cinéticas intrinsecas de adsorcdo e dessorcdo, e gm a capacidade maxima de
adsorc¢éo da resina.

Em um processo adsortivo, a velocidade com que o adsorbato é transferido da
fase fluida para a fase sdlida ndo depende apenas da cinética intrinseca de adsorcdo, mas
também dos mecanismos de transferéncia de massa que levardo o adsorbato até a superficie
do adsorvente. A Figura 2.5 apresenta um diagrama esquematico das trés principais etapas
consecutivas envolvidas no transporte de massa (GUBULIN, 1990).

Para que a adsorcdo ocorra, as seguintes etapas devem ser alcancadas
(GUBULIN, 1990; WEBER, 1985):
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Figura 2.5 - llustracdo do transporte de massa em um sistema de adsorgéo
FASE FLUIDA

Transporte do adsorbato
através do filme estagnante

. Difusdo nos poros do
S -| adsorvente

_____

Fonte: Adaptado de Bailey e Ollis (b) (1986).

1) Transporte do adsorbato presente na fase fluida até a superficie do filme
estagnante que envolve a particula de adsorvente. Esta etapa geralmente € rapida devido a
agitacdo e/ou transporte convectivo do fluido.

2) Transferéncia de massa externa: transporte através do filme estagnante até a
superficie externa do adsorvente. Este transporte é governado pela difusdo molecular ou, em
caso de fluxo turbulento, pelos turbilhGes de massa e difusdo, que controlam a espessura
efetiva do filme.

3) Transferéncia de massa interna: caso o adsorvente seja poroso, ha também o
processo de difusdo do adsorbato através dos poros.

4) Adsorcdo (ou troca idnica) propriamente dita: contato fisico entre o
adsorbato e os sitios ativos do adsorvente devido as interacfes quimicas existentes entre
ambos. Esta etapa geralmente é considerada muito rapida, equivalente a uma reacdo em
equilibrio.

Estes mecanismos vdo dar corpo as equacBes constitutivas associadas ao
balanco de massa do sistema de adsor¢édo, possibilitando a descricdo matematica do processo
(GUBULIN, 1990).

2.3.3- Sistemas de operagéao
Em biotecnologia, os mais importantes sistemas de operacdo utilizando

processos adsortivos sdo colunas em leito fixo ou reatores de mistura, operados de forma
continua ou em batelada (WEBER, 1985; HARRISON et al, 2003).
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2.3.3.1 — Adsorcao em colunas de leito fixo

No processo de adsor¢do em coluna de leito fixo podem ser distinguidos trés
ciclos diferentes: alimentacdo da coluna, lavagem do leito e eluicg&o.

O primeiro ciclo é a alimentacdo, no qual o fluido a ser tratado é bombeado
para a entrada da coluna, geralmente a uma vazdo fixa. No inicio da alimentagdo, a
concentracdo de soluto no leito é zero. Quando o fluido alimentado entra em contato com o
adsorvente, os processos de transferéncia de massa e adsorcdo se iniciam e a concentracao do
soluto na fase liquida vai diminuindo conforme o fluido vai passando pelo leito. A regido no
leito onde a maior parte da adsorgdo ocorre € chamada de zona de transferéncia de massa.
Nos tempos iniciais da alimentacao, a concentracdo de soluto na saida da coluna é zero, ja que
todo o0 soluto é adsorvido no leito. A medida que o tempo vai passando, o adsorvente vai
sendo saturado e com menos sitios disponiveis para adsor¢do, nem todo soluto é retido.
Assim, comeca a ser detectado soluto na saida da coluna, que corresponde a0 momento no
qual a zona de transferéncia de massa atinge o final da coluna. A concentracdo de soluto na
saida comeca a aumentar lentamente até um momento em que aumenta abruptamente. Este
ponto é chamado de ponto de ruptura e neste momento a alimentacdo deve ser desligada
(Figura 2.6 (B)). Normalmente, o ponto de ruptura é tomado como o tempo no qual C/Cy esta
entre 0.01 e 0.05, sendo que Cy é a concentracdo do adsorbato na alimentacdo e C a
concentracdo na saida da coluna (GEANKOPLIS, 2003). A Figura 2.6 (A) apresenta os perfis
de concentracdo do adsorbato na fase fluida, que variam com o tempo e ao longo do leito da
coluna.

Na etapa de alimentacdo da coluna, dados importantes do processo podem ser
obtidos por meio da construcdo das curvas de ruptura (Figura 2.6 (B)). A obtencao de curvas
de ruptura € um passo importante no desenvolvimento de processos em coluna, pois, a partir
delas, pode-se calcular a eficiéncia do leito em diferentes condi¢des de operacdo e realizar 0s
calculos de aumento de escala. Ela é obtida plotando-se a concentracdo na saida da coluna em
relacdo a concentracéo na alimentagdo (C/Cy) em funcéo do tempo, até que a concentra¢do na
saida se iguale a concentracdo na entrada (C/Co~1). A forma de uma curva de ruptura
usualmente depende da isoterma de adsorcdo, da vazdo, da velocidade de transferéncia de
massa externa das particulas e difusdo nos poros. Para zonas de transferéncia de massa
estreitas, a ruptura é abrupta e a curva assume um formato bem ingreme. Nestes casos, a
maior parte da capacidade do leito é utilizada até o ponto de ruptura, o que leva a um uso

eficiente do adsorvente (GEANKOPLIS, 2003). Os célculos para determinagédo da capacidade
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do leito, ponto de ruptura e eficiéncias serdo detalhados posteriormente, no capitulo de
materiais e métodos.
Figura 2.6 — Perfis de concentracdo do soluto na fase fluida em colunas de leito fixo. (A) Variacdo da

concentracdo com o tempo e ao longo da posicdo no leito; (B) Representacdo de uma curva de ruptura, sendo C a
concentragdo na saida da coluna

A
@
t1 t2 t3
C/C0 t4
0 H1 H2 H3 HT
Altura do leito de adsorcio H
B) .
1 Cd
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
crco Ponto de | !
ruptura [ :
1 ]
0 t1 t2 t3 t4 5 16
Tempo, t

Fonte: Adaptado de Geankoplis (2003).

O segundo ciclo do processo em coluna € a lavagem do adsorvente, em que
agua (ou outra solucdo apropriada) é passada na coluna para retirada de material ndo
adsorvido, retido nos espacos vazios do leito. O terceiro e ultimo ciclo é a eluicdo. Neste
ciclo, uma solucgdo apropriada, chamada de eluente, é bombeada para a entrada da coluna e
provoca a dessorcdo dos compostos retidos nos sitios ativos do adsorvente. A dessorcdo
ocorre devido a maior afinidade do eluente pelos sitios ativos do adsorvente ou pela mudanca
de condicbes do sistema (ex: pH, temperatura) que reduzam a afinidade do adsorbato. A
determinacdo adequada do eluente é um passo fundamental no processo de purificacdo em
coluna, pois dependendo da natureza e concentracdo desta solugéo, ela promovera a dessor¢édo
diferencial dos compostos adsorvidos, possibilitando a separa¢do dos mesmos.

Algumas vezes sdo necessarias etapas adicionais de limpeza e regeneracdo do
adsorvente. A limpeza promove a retirada de compostos fortemente adsorvidos que ndo foram
dessorvidos durante a eluicdo. A regeneracdo restaura os sitios de adsor¢cdo para a forma
apropriada que favoreca um novo processo de adsorcdo. Assim, um novo ciclo pode ser
iniciado.

O processo de adsorcdo em leito fixo também pode ser conduzido de forma

continua, como nos sistemas de leito mdvel simulado ou processo em carrossel. Nestes
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processos, ha um conjunto de colunas colocadas em série onde a alimentacdo, o eluente ou o
regenerante séo aplicados em sequéncias definidas e diferentes para cada coluna. A vélvula de
alimentacdo se move periodicamente no mesmo sentido do fluxo, simulando um movimento
periddico da coluna em contracorrente ao fluxo de fluido. A Figura 2.7 apresenta um esquema
de funcionamento de um processo em carrossel, formado por cinco colunas e quatro ciclos de
operacdo (MUN et al., 2006).

Figura 2.7 — Diagrama esquematico de um processo de adsorgdo continuo em carrossel com quatro zonas de

operacao
Reequilibrio Regeneragio Eluigao Alimentagdo
Passo N A B C D E
Impureza Produto Produto
Reequilibrio Regeneragio Eluigio  Alimentagio

! | ! | l

Passo N+1 B C D E A
! ! ! -
Impureza Produto Produto

Fonte: MUN et al. (2006)

No passo N, as colunas D e E estdo no ciclo de alimentacdo, sendo que a E ¢é
chamada de coluna guarda. Quando a zona de transferéncia de massa do soluto a ser
purificado atinge o final da coluna D, o passo N+1 se inicia. A valvula de alimentacdo se
move para a coluna E. A coluna A, que no passo N estava no ciclo de reequilibrio, passa a ser
a nova coluna guarda. A coluna D passa para o ciclo de elui¢do. A coluna C passa para o ciclo
de limpeza ou regeneracdo, e a B para o ciclo de reequilibrio. O sistema € operado
continuamente desta maneira ciclica (MUN et al., 2006).

O processo em batelada utilizando uma unica coluna é mais aplicado para
pequenas escalas de producdo, ja que € mais facil de delinear, de compreender e exige apenas
equipamentos convencionais de cromatografia (MUN et al., 2006). O processo continuo é
mais complexo para ser delineado e aplicado, mas apresenta grandes vantagens em relagdo a
batelada, como alta produtividade, alto fator de purificacdo e baixo consumo de solvente
(CRAMER e HOLSTEIN, 2011).



2- Revisdo Bibliogréafica 20

2.3.3.2 — Adsorcao em reatores de mistura

O processo operado em reator de mistura é apresentado pela Figura 2.8 (A).

Figura 2.8 - (A) Reator de mistura encamisado; (B) Sistema continuo de adsorcdo formado por dois reatores de

mistura
(A) ) X (B)
Alimentagao Eluente
Agitador — \I, \[
Saida de <
agua Reciclo de
resina
Entrada —> <
de dgua

Residuo Produto

Fonte: Adaptado de Almeida, Barboza e Hokka (2003).

Neste modo de operacdo, o reator € carregado com o adsorvente e a fase fluida
contendo o0 adsorbato e o processo é iniciado ligando-se a agitacdo, promovida por um
impelidor. Com o passar do tempo, a concentracdo do adsorbato na fase fluida vai
diminuindo, devido a sua acumulacéo na fase sélida, até que o equilibrio seja atingido. Apds a
etapa de adsorcdo, a fase liquida é retirada do reator e seguem-se as operacfes de lavagem e
eluicdo, em que o reator é novamente carregado com solucGes adequadas a cada etapa. Ao
final da eluicdo, obtém-se uma solu¢do com um maior grau de pureza e/ou mais concentrada
em relacdo ao adsorbato. O processo em reator de mistura também pode ser operado de forma
continua. Sistemas formados por dois reatores interligados através de reciclo do adsorvente ja
foram propostos na literatura (BARBOZA, HOKKA e MAUGERI, 2002; ALMEIDA,
BARBOZA e HOKKA, 2003; RODRIGUEZ, 2011) (Figura 2.8 (B)). No primeiro reator
ocorre a etapa de adsor¢do. Ha continua alimentagdo do material a ser purificado e retirada de
residuo. O segundo reator é alimentado com a solucdo eluente, causando a dessorgédo e
concomitante regeneracdo da resina, e ocorre também a retirada da fase liquida, contendo o
adsorbato que foi dessorvido. Esta configuracdo permite o uso mais eficiente da capacidade
do adsorvente, ja& que maximiza a transferéncia de massa dentro do sistema. Este tipo de
processo é recomendado para separa¢des mais dificeis, nas quais a seletividade é baixa e/ou a
transferéncia de massa é lenta (GUBULIN, 1990).
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2.3.4 - Tipos de adsorventes

Muitos materiais adsorventes tém sido desenvolvidos para diferentes tipos de
aplicacdo. Tipicamente, apresentam a forma de pequenas esferas, pellets ou granulos, com
tamanhos variando entre 0,1 mm a 12 mm. Muitos adsorventes sdo formados por estruturas
muito porosas, sendo que o volume dos poros pode representar até 50% do volume total da
particula (GEANKOPLIS, 2003). A porosidade é uma propriedade importante destes
materiais, ja que seu aumento leva concomitantemente ao aumento da area superficial
(KUNIN, 1976). E sendo a adsorcdo um fendmeno de superficie, a area superficial esta
diretamente relacionada a capacidade de adsor¢do. O tamanho dos poros também influencia
na capacidade do adsorvente. O poro deve ter um tamanho adequado que permita a difusdo do
adsorbato pelo seu interior até o contato com a superficie (KAMMERER, CARLE e
KAMMERER, 2011). Os adsorventes nao-porosos geralmente sdo sélidos finamente
divididos (< 10 um) e apresentam grande area superficial devido justamente ao pequeno
tamanho de particula alcancado, empregando técnicas como trituracdo, precipitacdo, etc
(KUNIN, 1976). Além da area superficial, porosidade e distribuicdo do tamanho de poros,
outras propriedades importantes dos materiais adsorventes sdo distribuicdo do tamanho de
particula, polaridade, grupos funcionais e resisténcias quimica e mecanica (KAMMERER,
CARLE e KAMMERER, 2011).

A utilizacdo de materiais adsorventes pelas indastrias farmacéutica e
alimenticia é regulada por legislacdo especifica de cada pais, assim como pelo 6rgao
americano FDA (“Food and Drug Administration”) e pelo Conselho Europeu (“Council of
Europe”). Uma breve descrigao dos materiais adsorventes mais importantes e empregados €
feita a seguir.

Carvédo ativado: obtido pela decomposicao térmica de material carbonaceo de
origem vegetal ou animal (ex: madeira, casca de vegetais, carvdo mineral, etc.). O controle de
alguns parametros de processo permite a obtencdo de materiais com diferentes caracteristicas
— em forma de granulos, p6 ou pellets, com areas superficiais de 300 a 3000 m?/g e volume de
poro de 0,7 a 1,8 cm*/g. O carvdo ativado é um dos adsorventes porosos mais utilizados
devido a eficiente capacidade de adsor¢édo de diferentes tipos de adsorbatos. O amplo espectro
de adsorcdo e a diversidade de formas em que pode ser encontrado permitiu uma ampla
variedade de aplicagBes: remocdo de substancias indesejaveis de gas, liquido e vapor,
tratamento de agua, remocdo de substancias que afetam o sabor e o odor (WEBER, 1985;
GEANKOPLIS, 2003; KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011).
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Zedlitas: sdo estruturas cristalinas de aluminosilicatos de metais alcalinos ou
alcalinos terrosos, como sodio, potassio ou calcio. Podem ser divididas em 40 tipos naturais
ou mais de 150 sintéticos. A estrutura tridimensional das zedlitas formam aberturas internas,
interligadas por canais que cruzam a estrutura. Os poros deste material sdo precisamente
uniformes, o que os diferenciam de outros adsorventes que apresentam tamanhos de poros
variados. Os tipos de zedlitas mais utilizadas sdo a A, X e Y. Também séo utilizadas como
peneiras moleculares (GEANKOPLIS, 2003; KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011).

Silica gel: é formada pelo tratamento acido de solucdo de silicato de sodio e
posterior secagem. A 4rea superficial varia de 600 a 800 m?/g e o didmetro de poro entre 20 e
50 A. Atualmente, utiliza-se muito a silica modificada, em que sdo adicionados grupos
funcionais para ampliar as propriedades tecnoldgicas. E um adsorvente bastante hidrofilico e a
adicdo de grupos cria novos materiais mais ou menos hidrofébicos (GEANKOPLIS, 2003;
KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011).

Resinas sintéticas: sdo resinas poliméricas normalmente com uma grande éarea
superficial interna. Podem ser obtidos na forma de gel, macroreticulado ou altamente
reticulado. As resinas macroreticulares sdo caracterizadas pela alta porosidade. A presenca de
poros grandes leva a uma area superficial interna maior e aparéncia mais homogénea que as
resinas tipo gel. Para aumentar a resisténcia mecéanica, € necessario adicionar mais
componentes de ligacdo cruzada na cadeia polimérica em comparacdo ao adicionado para as
resinas tipo gel. Esta adicdo também adiciona outras propriedades interessantes, como maior
volume interno, menor diferenca na dilatacdo entre solventes polares ou apolares, menor
diminuicdo do volume durante secagem da resina e maior estabilidade a oxida¢do. Devido ao
maior tamanho dos poros, estas resinas permitem a recuperacdo de moléculas maiores, que
conseguem ter acesso aos poros. As resinas altamente reticuladas sdo extremamente rigidas,
com grau de ligacdo cruzada acima de 40%. Possuem capacidades de adsor¢cdo muito maiores
que os outros adsorventes conhecidos, devido ao volume interno muito grande.

Os trocadores i0nicos sintéticos sdo formados por uma matriz apolar a qual
grupos funcionais ionizaveis sdo ligados por ligagdes covalentes. A diversidade estrutural
deste tipo de material € bem maior que das resinas neutras, devido aos diferentes grupos
funcionais que podem ser ligados. A carga do grupo funcional da resina determina o tipo de
trocador — anidnico (grupo funcional positivo); catidnico (grupo negativo) ou anfétero (grupos
positivos e negativos) (KAMMERER, CARLE e KAMMERER, 2011).



2- Revisdo Bibliogréfica 23

2.4 - Processos de purificacdo da cefamicina C

Como ja mencionado, existem poucos trabalhos na literatura sobre processos
de separacao e purificacdo da cefamicina C e a maior parte deles estdo na forma de patentes.

O primeiro trabalho relacionado ao processo de purificagcdo da cefamicina C foi
publicado por Miller et al. (1972), concomitantemente a publicacdo do artigo descrevendo a
descoberta das cefamicinas A, B e C (STAPLEY et al., 1972). Como primeiro passo de
purificacdo, os autores realizaram uma filtracdo para separacdo do micélio celular. Em
sequida, o caldo resultante foi aplicado em uma coluna de troca iGnica empacotada com a
resina Dowex 1 X 2, no ciclo cloreto, e a eluicdo foi feita com solugdo NaCl 5%. As fragdes
com maior parte da atividade antimicrobiana foram combinadas, tiveram o pH ajustado para 2
e foram aplicadas em uma coluna de troca catiénica, utilizando a resina Dowex 50 X 2 no
ciclo hidrogénio. A eluicéo foi feita com solugéo aquosa de piridina 2%. Desta coluna, fragdes
com atividade foram combinadas, neutralizadas com solucdo de NaOH e concentradas sob
pressdo reduzida. O concentrado passou por uma cromatografia de troca ionica, utilizando
novamente a resina Dowex 1 X 2, no ciclo cloreto. Como fase mével foi utilizado o tampéo
piridina/HCI ( 0,1 M, pH 5). As fracbes com maior atividade foram agrupadas, tiveram o pH
ajustado para 8 e foram concentradas até secarem. Como utlimo passo de purificacdo,
utilizou-se uma cromatografia em gel com a resina Bio-Gel P-2. O concentrado foi diluido em
agua, o pH ajustado para 7 e a fase mdvel utilizada foi d&gua. O produto final apresentou 40%
de pureza.

Pines e Seemon (1976) reivindicaram em sua patente 0 seguinte processo de
purificacdo: filtracdo do caldo em pH acido; adsorcdo em carvao ativado seguida da dessorcdo
pela passagem de uma mistura de agua e solvente polar organico (acetona, butanol ou acetato
de etila); passagem do efluente da dessorcao contendo a cefamicina C em coluna empacotada
com resina de troca ionica; elui¢do da coluna com solugéo salina ( NaCl, NazPO,4, Na;HPO,,
NaHCOj3) com pH variando de 5,5 a 10. Segundo o autor, é melhor a utilizagéo de resinas de
troca i6nica fracamente basicas, como a IRA 45, IRA 47, IRA 68 e IRA 93, produzidas pela
companhia Rohm and Haas. Com este processo, a cefamicina C no efluente final foi
enriquecida de 20 a 70 vezes em relacdo as impurezas presentes no caldo bruto inicial, sendo
que 45-65% do material organico no efluente era cefamicina C.

Na patente depositada por Wildman e Datta (1977), os autores realizaram o
isolamento da cefamicina C utilizando um sistema de separa¢éo liquido-liquido, por meio de

troca anibnica. Os liquidos i6nicos utilizados foram compostos fortemente aniénicos como
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compostos de amonio quaterndrio, utilizados em mistura com solventes organicos ou mistura
de solventes com uma constante dielétrica moderadamente alta, em proporcdes variando de 5-
30% (v/v) de liquido ibnico/solvente. O processo de separacdo foi conduzido misturando-se a
solucdo ou o caldo contendo a cefamicina C, com o pH ajustado para uma faixa entre 8,0-
11,5, com o sistema de troca aniénica. Apds separacgdo das fases, a fase organica foi recolhida
e misturada com outra solucdo aquosa, para re-extracdo da cefamicina C. Como exemplo, foi
citado a utilizacéo de tricaprilil-metil-amonio, no ciclo acetato, em n-butanol (30% v/v), como
solucdo anibnica de troca. Volumes iguais desta solucdo e do caldo de cultivo, com pH
ajustado para 11,5, foram misturados, e apds centrifugacdo, as duas fases foram separadas. A
re-extracdo foi feita misturando-se a fase orgénica com uma solucdo aquosa de &cido
fosforico, 4,25% (v/v). Desta forma, conseguiu-se uma extracdo de 98% na primeira etapa e
95% na segunda.

Em sua patente, Schubert (1980) reivindicou as seguintes etapas de
purificacdo: filtracdo do caldo em pH acido (pH entre 1,5 e 4,5); aplicacdo do filtrado em
coluna empacotada com resina catidnica (Ex: Duolite C3); lavagem da coluna com agua ou
solucdo aquosa contendo uma pequena quantidade de cefamicina C; eluicdo com solucéo
aquosa de NaCl, com concentracdo entre 5 e 15%. Apds esta etapa, os efluentes da coluna das
duas etapas anteriores foram combinados, o pH foi ajustado para 7,0-8,0 e a solugéo resultante
foi recirculada na coluna. O processo de recirculacdo foi mantido até que o pH da corrente de
saida alcancasse o valor entre 5,0-6,5. A fracdo final obtida continha cerca de 90% da
cefamicina inicial.

Na patente depositada por Kawamura, Shoji e Matsumoto (1981), os autores
desenvolveram um processo bem longo para obtencdo da cefamicina C na forma de um sal.
As etapas iniciais foram as mesmas propostas por Pines e Seemon (1976), exceto que a resina
de troca ibnica utilizada foi a BioRex-5. Ap0s a etapa de troca idnica, as fracdes coletadas que
apresentaram atividade antimicrobiana passaram novamente por adsor¢ao em carvao ativado e
eluidas com solugdo de acetona 50%. As fragdes ativas foram concentradas sob pressédo
reduzida até a obtencdo de um xarope oleoso. Adicionou-se acetona a esse xarope, e apos
filtracdo, o precipitado retido foi seco. O pé obtido foi dissolvido em &gua e a solucéo aquosa
resultante foi aplicada em uma coluna Sephadex G-10. Foi feita a eluicdo com agua e as
fragbes com atividade antimicrobiana foram aplicadas em uma coluna de leito fixo
empacotada com a resina HP-20. O leito foi lavado com &gua a pH 2,0 e eluido com agua a
pH 7,0. As fracOes com atividade foram liofilizadas e passaram por cromatografia de camada

delgada em silica gel, reveladas com cloroférmio:etanol:agua (4:7:2). As zonas ativas foram
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eluidas com solucdo aquosa de metanol 50% e as fracdes obtidas concentradas sob pressdo
reduzida. As solugdes concentradas foram ajustadas para pH 3,0 e adsorvidas em coluna com
resina HP 20, previamente equilibrada com solucdo de NaCl, pH 3,0. A eluicéo da coluna foi
feita com agua. As fracGes com atividade tiveram o pH ajustado para 7,0 e foram liofilizadas.
Ja neste ponto, obteve-se um sal de sodio de cefamicina C quase puro. Os autores ainda
propuseram outra cromatografia para refinamento da purificagdo. O sal de sodio foi dissolvido
em agua e passou por um leito com a resina Biogel P-2. A eluicao foi feita com uma solucgéo
aquosa de butanol 1%. As fraces com atividade foram liofilizadas, resultando em um sal de
sodio de cefamicina C incolor.

Em outra patente, Kamogashira et al. (1982) reivindicaram dois processos
diferentes para purificacdo da cefamicina C. Em um deles, adotou-se a seguinte sequéncia:
centrifugacdo do caldo de cultivo; adsor¢do do sobrenadante, com pH ajustado para 7,0-8,0,
na resina catidnica Diaion PA 406; eluicdo com solucdo de cloreto de sdédio 0,5M;
concentracédo da fracdo ativa sob baixa pressao, a 30°C; aplicagdo do concentrado em coluna
empacotada com silica gel ODS e nova concentracdo da fracdo obtida; realizacdo de
cromatografia de fase reversa em coluna de silica gel ODS utilizando como fase movel uma
solucdo 0,01M de acido acético; liofilizacdo das fracGes ativas para obtencdo da cefamicina
na forma de um p6 branco. No segundo método proposto, 0s passos de purificacdo foram os
seguintes: filtracdo do caldo e adsorcéo do filtrado em resina Diaion PA 406, no ciclo cloreto,
lavagem da coluna com agua deionizada, seguida da eluicdo com solucdo de NaCl 1M; ajuste
do pH da fracdo ativa coletada para 1 e adi¢cdo de NaCl para uma concentracdo final de 4M;
adsorcdo da solucao resultante em resina Diaion HP 20 e eluicdo com &gua; coleta do eluente
de saida da coluna quando este atingir um valor de pH préximo a 4; liofilizacdo do eluente
coletado para obtencdo da cefamicina na forma de um pé branco.

Como acontece em todas as patentes, os autores apenas propdem o0s métodos
de separacdo. Ndo ha uma abordagem cientifica nem embasamento teodrico sobre o
comportamento da cefamicina C nos diferentes sistemas de separacdo. Na maioria das
patentes citadas na revisdo, os autores sugerem a utilizagdo de resinas de troca idnica e resinas
neutras para a purificacdo. Mas como ndo ha dados experimentais, ndo se sabe qual das
resinas é mais eficiente, nem as melhores condigOes operacionais para a purificagdo. Como
ndo existem outros trabalhos publicados sobre o assunto, faz-se extremamente necessario o
estudo comparativo das diferentes resinas existentes para processos de purificacdo, bem como
a avaliagdo de diferentes condigdes operacionais na eficiéncia do processo, como temperatura

de trabalho, pH de adsorcao e eluicdo, natureza dos eluentes.
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Alguns trabalhos sobre a purificagdo da cefamicina C a partir do caldo de
cultivo j& foram conduzidos pelo grupo de pesquisa em Engenharia Bioquimica do DEQ-
UFSCar. Estudos preliminares mostraram que a cefamicina C pode ser extraida do caldo
utilizando resinas poliméricas neutras, como as resinas XAD2, XAD1180, XAD4 e Diaion
HP 20. O pH do meio influenciou muito na adsorcdo. Para a resina XAD4, por exemplo, em
pH 2,8 prevaleceu a adsor¢do da cefamicina C em relagdo aos contaminantes monitorados. Ja
em pH 6,8, ocorreu o inverso — a adsor¢do dos contaminantes prevaleceu sobre a adsor¢do do
antibidtico (MARTINS, 2010).

Baseando-se neste comportamento, Bustamante et al. (2008) propuseram um
processo para retirada de contaminantes do caldo ultrafiltrado. Foi proposto um processo de
adsorcdo em resina Amberlite XAD4 em reator de mistura, operado em batelada, e pH do
meio igual ao pH do caldo (pH entre 6,6-6,8). Esta etapa possibilitou a retirada de pigmentos,
promovendo uma clarificacdo do caldo. Neste mesmo trabalho, foi proposto uma etapa de
troca i0nica operada em coluna de leito fixo, com a resina anionica Q Sepharose XL, realizada
apos a clarificacdo do caldo com a resina XAD4. A eluicdo da coluna no modo gradiente
degrau com solugdes de NaCl 0,1%, NaCl 0,3% e NaCl 0,5% (m/v) possibilitou a separacédo
de duas fracbes com atividade antimicrobiana, sendo a cefamicina C eluida na primeira
fracéo.

Rodriguez (2011) estudou o processo de troca ionica utilizando a resina Q-
Sepharose XL em reatores de mistura, avaliando os efeitos da temperatura e do pH na
adsorcéo e dessorcdo da cefamicina C. A temperatura de 30°C e pH 6,8 foi a melhor condicao
experimental para adsorcao do antibi6tico na resina. Foi proposto um modelo para simulagéo
do processo continuo utilizando dois reatores de mistura e ap6s otimizagdo, foram definidas
as vazdes de alimentacdo do caldo, do eluente e de reciclo de resina que maximizassem 0s
parametros de desempenho fator de concentracdo, fator de purificacdo, produtividade e
rendimento. As vaz0es 6timas obtidas para cada parametro de desempenho variaram bastante
entre si. Os resultados da otimizagdo mostraram que 0 processo continuo pode ser utilizado
com o objetivo de concentrar a cefamicina C, sendo que o valor maximo obtido para o fator
de concentracgdo foi 2. Entretanto, a purificacdo obtida ndo foi satisfatoria, j& que o maior fator
de purificacdo obtido foi de 1,06, ou seja, a propor¢do cefamicina C/contaminantes
permaneceu a mesma em relacdo ao caldo inicial.

Baptista-Neto et al. (2012) avaliaram o processo de purificagdo em coluna
utilizando uma resina neutra, a Amberlite XAD1180, e outra anidnica, a Q-Sepharose XL. Os

autores verificaram que o pH influenciou na adsor¢édo da cefamicina C na resina XAD1180.
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Em valores de pH proximo a neutralidade (pH 6,8) a cefamicina C foi pouco adsorvida no
leito, mas em valores de pH acidos (pH 3,5 e 2,8) a adsorcao foi maior. A eluicdo foi possivel
utilizando-se tanto tampdo pH 2,8, agua ou solucdes de etanol 5 ou 10%. A medida da
absorbancia a 260 nm mostrou a separagdo de diferentes picos do pico da cefamicina C. No
processo de troca idnica, a resina foi capaz de reter a cefamicina no leito, que foi eluida
utilizando-se um gradiente degrau de solucdo de NaCl variando de 0,5 a 5%. Os espectros de
RMN de fracGes coletadas na troca idnica mostraram uma significante purificacdo em relacéo
aos espectros do caldo ultrafiltrado.

Ap6s andlise dos dados disponiveis na literatura, observou-se que ainda ha
pouca informacdo sobre o processo de purificagdo da cefamicina C. Mas a cefalosporina C,
antibiotico que pertence a mesma classe da cefamicina dentro do grupo dos B-lactamicos, ja
foi abundantemente estudada e na literatura encontram-se muitos trabalhos sobre a purificacdo
deste composto. Existem varios estudos avaliando os processos de adsor¢do da cefalosporina,
principalmente em resinas poliméricas neutras de poliestireno divinilbenzeno, como as resinas
HP20, XAD2, XAD4, XAD16, XAD1180, SP207, SP850 (HICKETIER e BUCHHOLZ,
1990; LEE, JUNG e MOON, 1997; LEE, PARK e MOON, 1997; BARBOZA, HOKKA e
MAUGERI, 2002; RAMOS, OTERO e RODRIGUES, 2004). A adsor¢cdo em resinas neutras
apresentou-se como um processo favoravel, sugerindo a possibilidade de aplicacdo para
extracdo deste antibidtico do caldo de cultivo. Bautista et al. (2006) verificaram a separacéao
da cefalosporina C da desacetilcefalosporina C, um intermediario da rota biossintética com
estrutura quimica muito semelhante a da cefalosporina, utilizando a resina XAD2 modificada
quimicamente. O trabalho de Fisher, Maikner e Gehris (2011) também apresentou resultados
muito interessantes, mostrando a separacdo da cefalosporina C da desacetilcepalosporina C e
desacetoxicefalosporina C, outro intermediario da rota, utilizando as resinas XAD16 e
XAD18.

Conforme mencionado anteriormente, a cefamicina C e a cefalosporina C
apresentam estruturas quimicas muito semelhantes (Figuras 2.1 e 2.2). Possivelmente, essa
semelhanga atribui aos dois compostos propriedades fisico-quimicas bem parecidas, o0 que
pode levar a comportamentos semelhantes em um sistema de adsorc¢éo, como no equilibrio e
na cinética. Baseando-se nesta hipotese e nos bons resultados obtidos com a cefalosporina C,
a adsorcdo da cefamicina em resinas poliméricas neutras apresenta-se COmMo um Processo
possivelmente promissor para extracdo e purificacdo deste antibiotico. Atualmente ndo existe

nenhum trabalho publicado sobre a cinética e equilibrio de adsor¢do deste antibiotico em
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resinas neutras, justificando-se, entéo, a necessidade de estudos para verificar a aplicabilidade
deste processo na purificacdo da cefamicina C.

O processo de troca ibnica também se apresenta como uma técnica interessante
para ser utilizada na extracdo da cefamicina C do caldo de cultivo devido a natureza anfotera
da molécula, que apresenta cargas positivas e/ou negativas, dependendo do pH do meio. Os
resultados obtidos utilizando a resina aniénica QXL confirmam esta hipotese. O processo em
coluna desenvolvido por Bustamante et al. (2008), utilizando a resina QXL, mostrou a
separacdo de duas fracbes com atividade antimicrobiana, mas a natureza dos compostos
presentes nas duas fragdes ndo foi identificada. A otimizagdo do processo bem como a
avaliacdo mais criteriosa dos compostos separados ainda falta ser verificada.

Baseado no exposto anteriormente justifica-se a proposta do presente trabalho,
que avaliou a purificacdo da cefamicina C utilizando processos de troca i6nica e adsor¢do em

colunas de leito fixo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1- Resinas

Foram utilizadas as resinas poliméricas neutras Amberlite XAD4 e Amberlite
XAD16, produzidas pela Rohm and Haas e fornecidas pela Sigma, e a resina de troca aniénica
Q Sepharose XL, da GE Healthcare.

A escolha das resinas foi baseada nos resultados de trabalhos anteriores
envolvendo processos de purificacdo da cefamicina C ou da cefalosporina C. A resina Q-
Sepharose XL foi utilizada por Bustamante et al. (2008) e Rodriguez (2011), que estudaram o
equilibrio, a cinética e a purificagdo da cefamicina C nesta resina. A resina Amberlite XAD16
foi utilizada por Ramos, Otero e Rodrigues (2004), e por Fisher, Maikner e Gehris (2011)
para extracdo e purificacdo da cefalosporina C, enquanto que Martins (2010) estudou a
adsorcéo e dessorcdo da cefamicina C e contaminantes presentes no caldo de cultivo na resina
Amberlite XAD4. Os resultados destes estudos estdo descritos em mais detalhes no item 2.4.
Como ndo havia nenhum estudo anterior a respeito do equilibrio e cinética de adsorcdo da
cefamicina C nas resinas XAD4 e/ou XAD16, 0s primeiros experimentos com estas resinas
envolveram a obtencdo de isotermas de adsor¢do e o estudo da cinética em reatores de
mistura. Posteriormente foram realizados os ensaios em colunas de leito fixo. O equilibrio e a
cinética da cefamicina C na resina QXL ja foi realizado por Rodriguez (2011). Assim, neste
trabalho, foram feitos apenas experimentos em coluna com esta resina, visando melhorar o
processo proposto por Bustamante et al. (2008).

As caracteristicas das resinas sao fornecidas pelos fabricantes e encontram-se

apresentadas nas Tabelas 3.1 e 3.2.

Tabela 3.1 - Caracteristicas das resinas poliméricas neutras Amberlite XAD4 e XAD16

Area superficial Didmetro de poro Diametro médio

Resina Matriz Al
(m2/g) (med|0) (A) (um)

poliestireno/
XAD4 " jivinilbenzeno 730 100 640
XAD16 poliestireno/ 800 150 0

divinilbenzeno
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Tabela 3.2 - Caracteristicas da resina de troca anidnica Q Sepharose XL

Diametro médio

Resina Matriz fon de troca Particula (um) (um)

agarose ligada a
QXL amonio quaternario 45-165 90
dextrana

3.1.2 — Cartucho para extracdo em fase solida (SPE)

Na etapa de extracdo em fase sélida, ou adsor¢do no adsorvente C18, foi
utilizado um cartucho de 10g fornecido pela Waters, de fase estacionéaria C18. De acordo com
as informac6es do fabricante, a fase estacionaria possui o tamanho de particula entre 55 e 105

um e diametro de poro de 125 A.

3.1.3 - Caldo de cultivo

Como ndo existe o padrdo da cefamicina C disponivel para ser adquirido, todos
0s experimentos realizados neste trabalho foram conduzidos utilizando caldo de cultivo
contendo o antibiético. Foram utilizados caldos de cultivo da linhagem bacteriana de
Streptomyces clavuligerus DSM 41826, cultivadas em biorreator de bancada (4L) em meio
contendo derivados de soja e lisina como fontes de nitrogénio e glicerol como fonte de
carbono e energia. Os cultivos foram realizados por outros pesquisadores do grupo de
pesquisa que tinham como objetivo estudar o processo de producdo da cefamicina C. A
descricdo dos meios de cultivo e do procedimento experimental utilizado para a producéo da

cefamicina C podem ser vistos em detalhes no trabalho de Belldo et al. (2013).

3.1.4 — Cefalosporina C

O padrao de cefalosporina C utilizado foi o sal de zinco da cefalosporina C, da

Sigma.

3.1.5 - Agar nutriente
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O é&gar nutriente foi preparado misturando-se 0s reagentes, na seguinte
proporcao (g/L): peptona 5,0; extrato de carne 3,0; &gar bacterioldgico 15,0; &gua destilada

g.s.p. O pH do meio foi ajustado para 7,2 (+0,1) e depois autoclavado a 121°C por 15 min.

3.2 — Metodologia analitica

3.2.1- Determinacdo da concentracgdo de cefamicina C

A cefamicina C foi analisada e quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e por bioensaio.

3.2.1.1 - Analise da cefamicina C por CLAE

Estas analises foram feitas de acordo com o método proposto por Baptista-Neto
et al. (2009). Utilizou-se a coluna C;2 Synergi da Phenomenex como fase estacionéria e
solucdo de acido acético 0,01M como eluente. As condi¢Ges de operacdo do equipamento
foram: temperatura de 28°C, vaz&o do eluente de 2mL.min, regime isocratico, e tempo de
injecdo de 20 min. A detecgéo foi feita por UV no comprimento de onda de 254 nm. O pico
da cefamicina foi detectado em um tempo aproximado de 10 min. Como ndo existe padrdo de
cefamicina C, a curva de calibracdo foi feita a partir de amostras purificadas contendo
cefamicina C. As amostras purificadas foram obtidas ap6s purificacdo do caldo em coluna de
troca ibnica, cujo procedimento experimental esta descrito no item 3.3.4, e a concentracao de
cefamicina C nestas amostras foram determinadas por bioensaio quantitativo. Sabendo-se a

concentracdo de cefamicina nas amostras, foi possivel construir a curva de calibragéo.

3.2.1.2 - Analise de cefamicina C por bioensaio quantitativo

A quantificagdo da cefamicina C por bioensaio foi feita segundo o método
proposto por Liras e Martin (2005), utilizando como bactéria-teste a linhagem de Escherichia
coli ESS 2235, que é sensivel a cefamicina. Como padréo, utilizou-se uma solugdo de
cefalosporina C, ja que ndo existe padréo de cefamicina C.

O método ¢ baseado na difusdo da solucdo de antibidtico no agar previamente

semeado com a bactéria-teste, que tem o crescimento inibido nas regides onde o antibidtico se
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difunde. O procedimento experimental utilizado para realizacdo desta analise € descrito a
sequir.

O primeiro passo consistiu em cultivar a bactéria-teste em agar nutriente em
um tubo inclinado por 48h, a 36-37°C. Apds crescimento, foi preparada uma suspensao
bacteriana adicionando-se 10 mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril ao tubo de ensaio. Em
seguida, mediu-se a DO da suspensdo num comprimento de onda de 600 nm. Com o valor da
DO, foi feito o calculo do volume de suspensdo a ser adicionada para cada x mL de agar

nutriente previamente autoclavado, de acordo com a equacao 3.1:

X (3.1)

Y =100+ DO

sendo y o volume de suspensdo bacteriana a ser adicionada em x mL de agar e DO o valor da
absorbancia da suspensao bacteriana medida a 600 nm.

O é&gar fundido foi inoculado com a suspensdo bacteriana a uma temperatura
entre 45-50°C, ja que temperaturas mais altas podiam matar a bactéria. Depois de inoculado,
o0 agar foi distribuido em placas de Petri de 150 mm de didmetro e apos solidificacdo, foram
perfurados oito pogos equidistantes de aproximadamente 0,5 mm de diametro.

O préximo passo consistiu em preparar as solugdes do padrdo e das amostras.
Primeiramente preparou-se uma solucdo de cefalosporina C de 30 mg/L. Parte desta primeira
solucdo foi diluida obtendo-se outra trés vezes menos concentrada. Para cada amostra,
também foram utilizadas duas solucdes, sendo uma a amostra sem dilui¢do e a outra a amostra
diluida com o mesmo fator de diluicdo entre as solucdes de cefalosporina C. De cada solucéo
foram adicionados 20 pL em dois pocos da placa de Petri. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 24h. Apo6s este periodo, os halos de inibi¢do correspondentes a cada
solugdo foram medidos e a concentracdo de cefamicina C, expressa como cefalosporinas

totais, foi calculada, de acordo com as equacdes 3.2 e 3.3.

QA +2A)— QP +XP) A (3.2)
0 = .log(fator de diluicao

CAn 5P - A +5p) 2V 7a0)

Camostra = 102. concentracio mais alta do padrio (3.3)

sendo A e P os didmetros dos halos de inibicdo das amostras e dos padrdes, respectivamente;

H e L representam, respectivamente, as altas e baixas concentrac@es; o fator de diluigdo é
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razdo entre a concentracdo mais alta e mais baixa das solugdes padrdes e Camostra € @
concentracédo de cefamicina C na amostra.

Se a amostra estivesse muito concentrada, ela era diluida, e desta solucéo
diluida preparava-se a segunda solucdo mais diluida, da mesma maneira como realizado com

a amostra pura. As duas solucdes diluidas eram aplicadas no agar.

3.2.2 — Detecgdo de compostos com atividade antimicrobiana — bioensaio

qualitativo

A deteccdo de compostos com atividade antimicrobiana foi feita de maneira
similar ao bioensaio quantitativo. O &gar e as placas foram preparados da mesma maneira,
mas foram aplicados nas placas apenas as amostras puras, sem o padrdo de cefalosporina C.
Apos incubacdo das placas, a formacdo de um halo de inibicdo indicava a presenca de algum

composto com atividade antimicrobiana na amostra.

3.2.3- Determinacédo da concentragdo de contaminantes

Os contaminantes foram definidos como compostos diferentes da cefamicina C
e que estavam presentes no caldo de cultivo ou nas fragdes purificadas. O caldo continha um
nimero muito grande de contaminantes e provavelmente eram compostos muito diferentes
entre si. Como ndo era possivel monitorar a concentracdo de cada um e grande parte dos
contaminantes ndo eram conhecidos, optou-se pela medida de absorbancia como uma medida
indireta da concentracdo destes compostos. Esta medida é capaz de detectar qualquer
composto que absorva luz no comprimento de onda selecionado. Neste trabalho, o0s
contaminantes foram definidos como compostos que absorvem luz entre 0os comprimentos de
onda de 310 a 450 nm. A cefamicina C nédo absorve luz nesta faixa de comprimentos de onda,
assim, esta andlise ndo sofre influéncia da cefamicina e detecta apenas a presenga de outros
compostos presentes na amostra e que absorvem luz nesta faixa.

A medida de absorbancia foi feita em espectrofotdmetro, na faixa de
comprimento de ondas definida, e a concentracdo dos contaminantes foi expressa como a area

obtida apos integracdo da curva de absorbancia versus comprimento de onda.

3.2.4- Determinacéo da concentracgéo de cefalosporina C
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A anélise de cefalosporina C foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foi utilizada uma coluna C18 MicroBondapak (Waters) como fase
estacionaria e a fase movel constituida por tampao KH,PO, (pH6)/acetonitrila, na propor¢édo
de 97:3. Foram utilizadas as seguintes condi¢des de operacgdo: temperatura de 40°C, vazéo 1

mL/min e deteccdo no comprimento de onda 254 nm.
3.2.5 — Andlises de espectrometria de massas

As fragdes com bioatividade oriundas da coluna de troca ibnica, previamente
tratadas em cartucho de SPE C18, foram qualitativamente analisadas por espectrometria de
massas. Essas andlises foram conduzidas em um sistema constituido por um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrdmetro de massas. O cromatégrafo liquido
utilizado foi o Thermo Finnigan Surveyor™, constituido de um injetor automatico, quatro
bombas e detector PDA, e o espectrometro de massas foi 0 Thermo Linear lon Trap LxQ™.
O sistema era controlado pelo programa Xcalibur® (Thermo Electron Finnigan™) que
armazenava os dados de cada analise e foi utilizado posteriormente para obtencdo dos
cromatogramas de ions totais e de pico base. Foi utilizada a coluna Hypersil Gold C18
(dimensdes 100 x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula) e como fase mével uma solucgéo de
metanol:agua na proporcao 70:30 (v/v) com 0,1% de acido acético. A vazdo utilizada foi de
0,4 mL/min. A fonte de ionizacao do espectrometro de massas era do tipo ESI (“Electrospray
Ionization”) e foi operada no modo positivo. A temperatura do capilar foi mantida a 300°C e a
voltagem aplicada na fonte de ionizacdo e no capilar foram de 5 kV e 3 V, respectivamente.
As vaz0es dos gases de bainha, auxiliar e de varrimento utilizadas foram, respectivamente, 70,
30 e 3 unidades.

As anédlises de espectrometria de massas foram realizadas no Centro de
Quimica, da Universidade do Minho, em Braga, Portugal, como parte do trabalho de
doutorado-sanduiche desenvolvido no Centro de Engenharia Biologica, também da
Universidade do Minho. O doutorado-sanduiche foi realizado em colaboracdo com o0s
professores Jose Antonio Teixeira, do Centro de Engenharia BiolOgica, e Pier Parpot, do
Centro de Quimica. Apenas 0s experimentos em coluna de troca idnica foram realizados
durante o doutorado-sanduiche, por isto as fracdes dos ensaios em coluna com as resinas

neutras XAD4 e XAD16 ndo passaram por esta analise.
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3.3- Procedimento experimental

A Figura 3.1 ilustra as etapas de purificacdo utilizadas neste trabalho por meio

de um fluxograma, sendo que aquelas contidas na area demarcada foram os focos de estudo

deste trabalho.

A escolha das etapas e as sequéncias adotadas sdo detalhadas na sequéncia,

conforme cada procedimento experimental € apresentado.

Figura 3.1 - Fluxograma dos processos de purificacdo utilizados
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3.3.1- Pré-tratamento do caldo de cultivo

Ao término do cultivo, o caldo foi centrifugado a uma temperatura de 4°C e

3220 g. O sobrenadante foi microfiltrado em membrana de poro 0,2um, e¢ o caldo
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microfiltrado foi posteriormente ultrafiltrado em membrana com 3 KDa de tamanho de poro,
utilizando médulos de filtracdo da GE contendo 3.600 cm? e 110 cm? de area de membrana,
respectivamente.

Os caldos ultrafiltrados foram armazenados a -80°C para uso posterior nos
ensaios de adsorcéo.

As etapas de centrifugacao, microfiltracdo e ultrafiltracdo foram utilizadas para
uma clarificacdo inicial do caldo e promoveram a remocao de insoltveis (células e fragmentos
celulares, residuos da farinha de soja utilizada no meio de cultivo), algumas proteinas e outras
macromoléculas de tamanho molecular maior que 3 KDa. A retirada de insollveis é uma

etapa importante j& que evita o entupimento do leito nos processos em coluna.
3.3.2 — Pré-tratamento das resinas
3.3.2.1 — Pré-tratamento das resinas Amberlite XAD4 e Amberlite XAD16

O pré-tratamento das resinas XAD4 e XAD16 foi feito em béquer, sob
agitacdo, e consistiu dos seguintes passos:

- trés lavagens sucessivas da resina com solucdo de metanol 50%, na proporcéo
3:1 de volume de solvente/volume de resina.

- trés lavagens sucessivas com agua deionizada, também na propor¢do 3:1
volume agua/volume de resina.

- trés lavagens sucessivas com etanol, na mesma proporc¢édo solvente/resina das
lavagens anteriores.

Cada lavagem teve duracdo aproximada de 30 min. Caso a resina ndo fosse
utilizada imediatamente, ela era armazenada em solucdo de EtOH 50%. Antes de cada
experimento de adsor¢do, a resina era lavada exaustivamente com agua para remog¢do do
etanol. Foram feitas pelo menos dez lavagens com agua deionizada, numa propor¢do em
volume de 10:1 (&gua:resina), com duragdo de aproximadamente 10 min, para garantir a

remocao do etanol.
3.3.2.2 — Pré-tratamento da resina Q Sepharose XL

A resina QXL foi tratada em coluna. A limpeza da resina foi feita passando-se

trés vezes o volume do leito de uma solu¢do 0,5 N NaOH + 1 M NacCl, vazdo de 5 mL/min.
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Em seguida, passou-se duas vezes o volume do leito de dgua deionizada. Para regeneracéo da
resina, utilizou-se solucdo de &cido acético 25% correspondente a um volume de leito. Antes
de ser usada nos experimentos de adsor¢éo, a resina era lavada com agua deionizada, entre 4 a

5 vezes o volume do leito, para remocao do acido acetico.

3.3.3 — Pré-tratamento do caldo ultrafiltrado e obtencdo do caldo

clarificado

Esta etapa teve como objetivo a retirada de contaminantes coloridos presentes
no caldo para futura alimentacéo da coluna de troca idnica QXL. Segundo Baptista-Neto et al.
(2012) esta etapa deve ser realizada porque alguns compostos coloridos adsorvem
irreversivelmente na resina QXL, causando a perda da mesma. Este ensaio foi feito com o
caldo ultrafiltrado em pH entre 6,6-6,8 e apenas para a resina XAD4, como proposto por
Bustamante et al. (2008).

O procedimento foi feito em reator de mistura, a 20°C e agitacdo de 500 RPM.
A relacdo caldo/resina utilizada foi de 3:1, em volume e o tempo de adsorcdo foi de 1h.
Amostras foram retiradas em intervalos de tempo definidos para determinacdo da cefamicina
C e contaminantes. Ao final, o caldo resultante deste processo, chamado de caldo clarificado,
foi recolhido e armazenado a -80°C para uso posterior nos ensaios em coluna de troca iénica e

de adsor¢do com a resina XAD4.

3.3.4- Experimentos de troca i6nica em coluna de leito fixo empacotada

com a resina Q Sepharose XL

Os ensaios de troca ibnica foram divididos em dois grupos de experimentos,
sendo o primeiro formado pelos ensaios CQ1, CQ2 e CQ3, e o0 segundo pelos ensaios CQ2 e
CQ4 (Tabela 3.3). O primeiro teve como objetivo avaliar a influéncia da vazao na retencéo da
cefamicina C no leito durante a etapa de alimentagé&o da coluna e na eluicdo. Para isso, foram
obtidas curvas de ruptura em diferentes vazdes de alimentacdo da coluna e calculados as
eficiéncias do processo. O modo de eluigdo foi 0 mesmo para todos os ensaios. No segundo
grupo de experimentos, foram avaliados dois métodos de eluicdo diferentes, mantendo-se a
vazao constante.

O aparato experimental pode ser visto na Figura 3.2 e a Tabela 3.3 apresenta 0s

parametros operacionais de cada ensaio realizado.
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Figura 3.2 - Aparato experimental utilizado nos experimentos em coluna de leito fixo.
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Fonte: Adaptado de Silva (2010).

Tabela 3.3: Pardmetros de operacdo dos experimentos de troca idnica em coluna de leito fixo com a resina QXL

Experimento  Volume Vazao Alimentacdo* Lavagem Eluicdo
do leito ]
(mL) (mL/min) % NaCl (m/v)
CQ1 20,1 2,5 45 mL CC** 150 mL Gradiente degrau
(96,97 mg/L) agua (400 mL)

pH 6,6 deionizada NaCl 0,1%; NaCl
0,3 %, NaCl 0,5%

CQ2 20,4 5 48 mL CC** 150 mL Gradiente degrau
(95,01 mg/L) agua (400 mL)

pH 6,6 deionizada NaCl 0,1%; NaCl

0,3 %, NaCl 0,5%

CQ3 20,1 7,5 455 mL CC** 150 mL Gradiente degrau
(105,2 mg/L) agua (400 mL)

pH 6,6 deionizada NaCl 0,1%; NaCl

0,3 %, NaCl 0,5%

CQ4 21,3 5 40 mL CC** 100 mL Isocratico
(237,02 mg/L) agua NaCl 1% (300 mL)
pH 6,7 deionizada

*QOs valores de concentragdo entre parénteses correspondem as concentracdes de cefamicina C na alimentagdo.**
Caldo clarificado.

Em todos os ensaios foi utilizada uma coluna encamisada de didametro interno
de 1 cm. Uma bomba peristaltica, previamente calibrada, bombeava as solucdes de
alimentacdo, lavagem e eluicdo para a entrada da coluna. A saida da coluna era ligada a um
coletor de fragBes automaético, onde as fracdes eram recolhidas em tubos de ensaio. No

experimento CQ4, antes de chegar ao coletor de fracGes, o efluente da coluna passava pelo
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espectrofotdmetro, que fazia as medidas de absorgédo em trés comprimentos de onda, 254,
280, 310 nm, a cada 10 segundos. De cada fragdo eram retiradas amostras para as analises de
cefamicina C, contaminantes e bioensaio qualitativo. A temperatura da camisa da coluna foi
mantida a 20°C em todos 0s ensaios, por meio de um banho termostatico.

Nos experimentos de ruptura (CQ1, CQ2 e CQ3), as fragOes da alimentacédo e
as fracOes iniciais da lavagem foram coletadas manualmente, em frascos Eppendorfs, porque
0 volume de cada fracdo foi de apenas 2 mL. ApOs a ruptura, a saida da coluna foi
reconectada ao coletor de fraches e as amostras subsequentes foram coletadas
automaticamente em tubos de ensaio.

As fragdes contendo cefamicina C foram congeladas a -80°C, concentradas em
liofilizador e depois armazenadas a -80°C para posterior uso nos ensaios em coluna com as
resinas XAD4 e XAD16 ou para extracdo em fase solida. Estas fracbes foram chamadas de
fracdo 1 (F1).

3.3.5- Adsorc¢ao em cartucho SPE utilizando a fase estacionaria C18

A extracdo em fase sélida foi utilizada para retirar o sal das fracdes oriundas da
coluna de troca ibnica para que estas pudessem ser analisadas por espectrometria de massas.
A extracdo foi feita utilizando-se cartuchos de fase estacionaria C18, previamente tratados
aplicando-se, em sequéncia, 50 mL de metanol e 30 mL de agua deionizada. As fracOes
liofilizadas F1 foram ressuspendidas em 10 mL de 4gua deionizada, tamponadas para pH 2,6
(tampéo citrato/fosfato) e aplicadas no cartucho. Em seguida, o cartucho foi lavado com 30
mL de &gua deionizada para retirada de compostos ndo adsorvidos e entdo foi feita a eluicdo
com 50 mL de solucdo de metanol 50% (v/v). FracGes de 4 mL foram coletadas na saida do

cartucho para determinacédo da cefamicina C e para as analises de espectrometria de massas.

3.3.6- Experimentos de isotermas de adsorgéo

Os experimentos de isotermas foram realizados com as resinas XAD4 e
XAD16, avaliando o efeito da temperatura e do pH no equilibrio de adsorcéo da cefamicina C
nestas resinas. Foram avaliados trés temperaturas - 15, 20 e 30°C - e trés valores de pH do
caldo - 2,6; 4,6 e 6,6. Para a resina XAD4, também foram obtidas isotermas nos valores de pH
3,8; 5,6 e 7,5 na temperatura de 20°C. Para atingir o valor de pH desejado, foi utilizado o

tampéo citrato/fosfato e, quando necessario, foi adicionada solucdo de HCI 5M para ajustar o
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pH. N&o foram obtidas isotermas para a resina Q Sepharose XL ja que estes experimentos ja
tinham sido realizados por outros pesquisadores e os resultados do estudo podem ser vistos no
trabalho de Rodriguez, Hokka e Barboza (2010).

Nestes ensaios, uma massa determinada de resina pré-tratada foi pesada em
frascos cilindricos e em seguida um volume conhecido de caldo ultrafiltrado tamponado
contendo diferentes concentragdes iniciais de cefamicina C foi adicionado a cada frasco. A
proporcdo de caldo/resina utilizada foi de 0,3g resina/5 mL de caldo. Para obtencdo de
diferentes concentracdes de cefamicina C inicial, o caldo ultrafiltrado foi diluido com agua
deionizada. Os frascos foram colocados sob agitacdo (150 RPM) em mesa incubadora rotativa
a uma temperatura fixa por 1h, até que o equilibrio fosse atingido. O tempo necessario para
atingir o equilibrio foi determinado em estudos anteriores de cinética de adsorcdo da
cefamicina C na resina XAD4 (MARTINS, 2010). Foram retiradas amostras dos caldos antes
de entrarem em contato com a resina e ao final do experimento para quantificacdo da
cefamicina C.

As isotermas foram expressas em graficos de g, que corresponde a
concentracdo de cefamicina C na fase sélida, no equilibrio, em funcdo de C”, que corresponde
a concentracdo do antibiético na fase liquida, também no equilibrio. O valor de q foi

calculado de acordo com a equagdo 3.4.

q = (34)

em que Cy é a concentracgdo inicial de cefamicina C no caldo (mg/L) e m a massa de resina
utilizada (g).

Os dados experimentais foram ajustados aos modelos de equilibrio de adsorcéo
de Langmuir e linear. Para o0 modelo de Langmuir, foi feito um ajuste néo-linear utilizando o
programa OriginPro 8 ®, que utiliza o algoritmo de Levenberg-Marquardt para ajuste
iterativo dos parametros. O modelo linear foi ajustado no mesmo programa, utilizando o

método dos minimos quadrados.

3.3.7- Experimentos de cinética de adsorcéo e de dessorcdo da cefamicina

C em reator de mistura



3- Materiais e Métodos 41

Os estudos cinéticos foram conduzidos em reator de mistura encamisado, sob
agitacdo de 500 RPM e temperatura de 20°C. O aparato experimental utilizado nestes
experimentos € mostrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Reator de mistura utilizado para retirada de contaminantes de caldo de cultivo ultrafiltrado.
Impelidor

— Saida de dgua
—

Resina

Entrada de dgua|

—s

Fonte: Silva (2010).

Os experimentos foram realizados com as resinas XAD4 e XAD16 e utilizou-
se o caldo ultrafiltrado tamponado (tampé&o citrato/fosfato) em pH~2,6, ja que esta condicao
de pH maximiza a adsorcdo da cefamicina C nestas resinas. Ndo foram feitos ensaios de
cinética com a resina QXL porque este estudo ja foi realizado por Rodriguez, Hokka e
Barboza (2010).

Na etapa de adsorcdo, 100 mL de caldo e 8g de resina pré-tratada foram
adicionados ao reator e mantidos sob agitacdo até que o equilibrio fosse atingido (1 h). Ao
final, o liquido resultante foi retirado, mantendo-se a resina, e seguiram-se duas etapas de
lavagem para retirada de compostos ndo retidos presentes nos espagos vazios entre as
particulas de resina. As lavagens foram feitas adicionando-se 100 mL de agua deionizada ao
reator e deixando o sistema em agitacdo por 10 min. Ao final, o liquido foi retirado para dar
inicio ao processo de dessorcdo. Para isso, adicionou-se 100 mL de solucéo de etanol 15% ao
reator, que foi mantido sob agitacdo até que o equilibrio fosse atingido (1 h). Nas etapas de
adsorcdo e dessorgdo, amostras foram retiradas em intervalos de tempo pré-definidos para
analises da cefamicina C. Nas etapas de lavagem, as amostras foram retiradas apenas ao final.

Os resultados dos experimentos cinéticos foram expressos em graficos de C/Cy
e g em funcdo do tempo, sendo C e q as concentracfes de cefamicina C na fase liquida e na
fase sélida, respectivamente. O valor de q foi calculado de acordo com a equacéo 3.5.

Co—C (3.5)

sendo Cy a concentracdo de cefamicina C inicial e m a massa de resina adicionada ao reator.
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Os resultados das cinéticas foram utilizados para estimativa dos parametros
cinéticos intrinsecos e de transferéncia de massa nas duas resinas, e assim verificar se a
diferenca no tamanho de poro entre as duas resinas leva a alguma diferenca na dinamica do
processo. Para estimativa dos parametros, foi feito o ajuste dos resultados experimentais a
dois modelos cinéticos, descritos nos itens 4.3.1 e 4.3.2, no capitulo de Resultados e
Discusséo.

3.3.8- Experimentos em colunas de leito fixo empacotadas com a resina
Amberlite XAD4 e Amberlite XAD16

O procedimento experimental utilizado nas colunas empacotadas com as
resinas XAD4 e XAD16 foi semelhante ao procedimento realizado na troca idnica. O aparato
experimental foi 0 mesmo e a temperatura também foi mantida a 20°C. Nestes ensaios, 0
efluente da coluna passava pelo espectrofotometro para realizagcdo de medidas de absorbancia
nos comprimentos de onda 254, 280 e 310 nm.

Nos ensaios realizados com a resina XAD4 foram avaliados a influéncia da
concentracdo inicial de cefamicina C na adsorcao no leito, por meio da obtencdo de curvas de
ruptura (CX1 e CX2, Tabela 3.4). Avaliou-se também a separacéo e purificacdo da cefamicina
C ao aplicar na coluna caldos ou fracBes em diferentes estadgios de purificacdo: caldo
ultrafiltrado (CX3), caldo clarificado (CC) (CX4), fracdo obtida na troca idnica (F1) (CX5) e
F1 adicionado de cefalosporina C (CX7). A cefalosporina C foi adicionada a fracdo purificada
F1 para simular a presenca de alguns contaminantes que estdo presentes no caldo de cultivo,
em quantidades muito pequenas. Estes contaminantes sdo intermediarios da rota de
biossintese da cefamicina C (desacetilcefalosporina C, desacetoxicefalosporina C e penicilina
N) e possuem estruturas quimicas bem semelhantes entre si e a da cefamicina. Como a
concentracdo destes € muito baixa, para avaliar a separacdo e purificacdo seria necessario
adiciona-los ao caldo de forma a se tornarem quantitativamente mensuraveis e, aléem disso,
dispor de uma metodologia analitica de quantificagdo. Mas como néo existe o padrdo analitico
destes compostos disponiveis para serem adquiridos, optou-se por introduzir um composto
com estrutura quimica semelhante aos contaminantes cuja aquisi¢do e quantificacdo fossem
possiveis. Por isso a cefalosporina C foi escolhida. Assim, foi possivel avaliar se 0 processo
seria capaz de separar moléculas com estruturas quimicas muito parecidas. Ainda com a

resina XAD4, também foram avaliados dois métodos de elui¢do da coluna (CX1 e CX3).
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Baseado nos resultados dos ensaios em coluna com a resina XAD4, apenas
alguns experimentos foram repetidos com a resina XAD16, verificando a purificagdo obtida
ao aplicar na coluna o caldo ultrafiltrado (CX8), a F1 (CX9) e a F1 adicionada de
cefalosporina C (CX10) (Tabela 3.5).

As condigOes operacionais utilizadas em cada ensaio sdo mostradas nas
Tabelas 3.4 e 3.5.

Tabela 3.4: Pardmetros de operacdo dos experimentos em coluna de leito fixo com a resina XAD4

Experimento  Volume Vazéao Alimentacéo Lavagem Eluicéo
do leito  (mL/min) *
(mL)
CX1 16,3 5 146 mL Caldo 300 mL Gradiente degrau
ultrafiltrado tampéo 10 mL EtOH 1%j;
(157,96 mg/L) citrato/fosfato 10 mL EtOH 2%;
pH 3,42 pH 2,72 600 mL EtOH 5%
CX2 16,9 5 200 mL Caldo - -
ultrafiltrado
(357,13 mg/L)
pH 2,8
CX3 33,1 5 40 mL Caldo 150 mL Gradiente degrau
ultrafiltrado tampdo 400 mL EtOH 1%j;
(120,73 mg/L) citrato/fosfato 400 mL EtOH 2%;
pH 2,81 pH 2,87 400 mL EtOH 3%
CX4 33,9 5 40 mL Caldo 100 mL Isocratico
clarificado Tampao 400 mL EtOH 1%
(64,22 mg/L) citrato/fosfato
pH 3,29 pH 2,6
CX5 20,2 5 134 mL F1 100 mL Gradiente degrau
(113,02 mg/L) tampdo 400 mL EtOH 1%;
pH 2,61 citrato/fosfato 400 mL EtOH 2%j;
pH 2,63 400 mL EtOH 3%
CX6** 27,6 5 16,0 mL F1 150 mL Gradiente linear
(132,45 mg/L) tampdo 450 mL
+ cefalosporina citrato/fosfato EtOH 0-9%
C pH 2,72
pH 2,77
CXT7** 27,48 5 16,0 mL F1 200 mL Gradiente degrau
(124,87 mg/L) tampéo 300 mL EtOH 1%;
+ cefalosporina citrato/fosfato 300 mL EtOH 3%
C pH 2,72
pH 2,81

*Qs valores de concentracdo entre parénteses correspondem as concentragdes de cefamicina C na alimentacéo.
**As concentracbes de cefalosporina C na alimentacdo para o0s experimentos CX6 e CX7 foram,
respectivamente, 28,3 mg/L (17,6%) e de 26,42 mg/L (17,5 %).
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A massa de cefalosporina C adicionada a F1 foi escolhida baseada no trabalho
de Fisher, Maikner e Gehris (2011). De acordo com estes autores, o caldo inicial continha
79% de cefalosporina C, 17% de desacetilcefalosporina C e 4% de desacetoxicefalosporina C.
Assim, procurou-se trabalhar em uma faixa de concentracdo de contaminantes, que neste
estudo foi a cefalosporina C, entre 15 e 20% em relacdo a concentragdo total de
cefamicina+cefalosporina.

Tabela 3.5 - Parametros de operacdo dos experimentos em coluna de leito fixo com a resina XAD16

Experimento Volume  Vazéo Alimentacao* Lavagem Eluicdo
do leito  (mL/min)
(mL)
CX8 26,9 5 40,0 mL Caldo 200 mL Gradiente degrau
ultrafiltrado tampdo 400 mL EtOH 1%;
(288,09 mg/L) citrato/fosfato 400 mL EtOH 2%j;
pH 2,6 pH 2,63 400 mL EtOH 3%
CX9 27,1 5 155 mL F1 200 mL Gradiente degrau
(71,73 mg/L) tampdo 400 mL EtOH 1%;

pH 2,53 citrato/fosfato 400 mL EtOH 2%;
pH 2,57 400 mL EtOH 3%

CX10** 27,3 5 17,0 mL F1 200 mL Gradiente degrau
(164,86mg/L) tampdo 300 mL EtOH 1%;
+ cefalosporina citrato/fosfato 300 mL EtOH 3%
C pH 2,65
pH 2,51

*Qs valores de concentracdo entre parénteses correspondem as concentragdes de cefamicina C na alimentacéo.
**A concentragdo de cefalosporina C na alimentacdo para o experimento CX10 foi de 29,29 mg/L (15%).

Nos experimentos de ruptura (CX1 e CX2), as fracdes da alimentacéo e as
fracOes iniciais da lavagem foram coletadas manualmente, em tubos falcon, em um volume de
5 mL cada. As fracdes seguintes foram coletadas pelo coletor de fragbes em tubos de ensaio.

Amostras de cada fracdo foram retiradas para analises de cefamicina C,
cefalosporina C, quando presente, e bioensaio qualitativo.

Para o experimento CX6, em que foi feita a eluicdo no modo gradiente linear, 0
eluente bombeado para a coluna era proveniente de um aparato de vasos comunicantes
(Figura 3.4), como descrito por Silva (2010).
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Figura 3.4 - Sistema de vasos comunicantes utilizados na eluicdo em modo gradiente linear
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Fonte: Silva (2010)

Um béquer contendo solucéo de etanol 10% (v/v) era conectado por mangueira
a outro béquer contendo agua deionizada, e deste Ultimo saia outra mangueira que levava a
solucdo eluente para a entrada da coluna, com o auxilio de uma bomba. Os dois béqueres
foram mantidos sob agitacdo durante toda a etapa de eluicdo, para garantir a completa
homogeneizacdo da solucdo. Conforme o nivel do béquer 2 ia diminuindo, parte da solucéo
do béquer 1 fluia para o béquer 2, de forma a igualar o nivel entre os dois. Desta forma, a
concentracdo de etanol no béquer 2 ia aumentando gradativamente. Quando os didmetros dos
dois béqueres e os volumes iniciais de solucdo sao iguais, 0 balanco de massa no sistema
fornece equacdo 3.6 para o calculo da concentracdo de etanol no béquer 2, em funcdo do

tempo:

Cerona(t) = C (—F ’ t)
= *
EtOH2 EtOH 1 2V0 (36)

sendo Cgon2 a concentracdo de etanol no béquer 2; Cgioni a concentracdo de etanol no béquer
1; F a vazdo de eluicdo eVy é o volume inicial de solucdo nos béqueres.
3.4 — Metodologias de anélise dos resultados — parametros quantitativos

3.4.1 — Fator de purificacéo

O fator de purificacdo representa a relacéo entre as concentragcdes do composto
que se quer purificar e dos contaminantes presentes, antes e depois da etapa de purificagédo. O
calculo é dado pelas equacdes 3.7 e 3.8, e deve ser feito em relacdo a cada contaminante

monitorado.

C/Ccont (3-7)

FP= ————
CO/COCOTlt

Simplificando:
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C * COcont (38)

FP =
Ceont * Co

sendo Cp e C as concentragcOes de cefamicina C iniciais e ao final do processo, e Cocont € Ceont
as concentracgdes de contaminantes inicial e final, respectivamente.

Desta forma, se o FP for maior que 1 significa que houve uma reducdo na
concentracdo do contaminante em relacdo a concentragdo do composto que se quer purificar,
apos a etapa de purificacdo. O contrério ocorre caso o0 FP seja menor do que 1. Se o FP for
igual a 1, nenhuma purificagdo foi alcangada.

Este célculo foi realizado na etapa de pré-tratamento do caldo ultrafiltrado e
obtencdo do caldo ultrafiltrado (Item 3.3.3), ja que foi o Unico experimento em que a

concentragdes dos contaminantes no caldo inicial e final foram medidas.
3.4.2 — Fator de concentracdo

O fator de concentracdo (FC) informa se a etapa de purificacdo utilizada foi
capaz de promover uma concentracdo do composto de interesse ou promoveu uma diluig&o.

Ele é calculado de acordo com a equacao 3.9.

C (3.9)

sendo Cy e C as concentracdes de cefamicina C iniciais e ao final do processo.
Assim como o FP, o FC foi determinado apenas para a etapa de pré-tratamento
do caldo ultrafiltrado e obtengéo do caldo ultrafiltrado (Item 3.3.3).

3.4.3 — Fator de recuperacéo

O fator de recuperacao (FR) € uma medida do quanto do composto de interesse
foi recuperado apds a etapa de purificacdo, em relagcdo a quantidade inicial alimentada ou

adicionada ao processo. Ele € calculado de acordo com a equagéo 3.10.

Co*V
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sendo Cy e C; as concentracdes de cefamicina C iniciais e em cada fracdo coletada no ensaio,
V é o volume do caldo alimentado ou adicionado ao processo, e V; 0s volumes de cada fragdo
coletada.

O FR foi calculado para os experimentos em coluna. Nestes ensaios, foram
coletadas vérias fragdes durante as etapas de alimentacdo, lavagem e eluicdo, e assim obteve-
se 0 valor do FR para cada etapa e o valor global.

3.4.4 — Avaliacéo quantitativa das curvas de ruptura

As curvas de ruptura foram obtidas por meio da construcdo de gréaficos
descrevendo a variagdo da concentracdo na saida da coluna no decorrer do experimento,
durante a alimentacdo e parte da lavagem do leito. Esta variacdo de concentracdo foi expressa
como C/Cy, sendo C e Cy as concentracbes na saida da coluna e na alimentacéo,
respectivamente. Destas curvas, algumas variaveis como capacidade de adsorcdo da resina e
utilizacdo do leito foram calculadas, podendo assim determinar as eficiéncias e produtividades
dos processos avaliados.

A capacidade total ou estequiométrica do leito empacotado, se a coluna estiver
em equilibrio com a alimentacdo, pode ser obtida através da area entre a curva e a linha onde
CI/Cy igual a 1 ( Figura 3.5). Esta capacidade € obtida em termos do tempo equivalente para
atingir a capacidade total do leito, denominado de t;, e pode ser calculada de acordo com a
equacédo 3.11 (GEANKOPLIS,1993).

te C
t= [, (1 - C—O) dt (3.12)
sendo t. 0 primeiro instante de tempo em que C/Cy~1.

Fiaura 3.5 Representacdo tedrica de uma curva de ruptura em coluna de leito fixo

A

1,0

C/C:

0,5

v

Tempo
Fonte: Adaptado de Cren et al. (2009)
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A partir da equagdo 3.11 é possivel calcular a quantidade de cefamicina C
adsorvida por volume de leito da coluna até a sua saturacdo, de acordo com a equagéo 3.12,

_ Co*Q (3.12)
q: = VL Lt

sendo Q a vazéo de alimentacdo da coluna e VL o volume do leito.
A capacidade utilizada do leito corresponde a capacidade utilizada até o ponto
de ruptura, no tempo tp, que neste trabalho foi considerado o tempo no qual C/Cy=0,1. Esta

capacidade pode ser calculada pelas equagdes 3.13 e 3.14,

. j‘tb (1 C > it (3.13)
u - 0 CO
_G*Q tb( C) (3.14)
W=y ) 17 )

em que t, € o tempo equivalente a capacidade utilizada ou o tempo no qual o efluente atinge a
maxima concentracdo permitida de soluto e g, € quantidade de cefamicina C adsorvida por
volume de leito até o ponto de ruptura. O valor de t, é geralmente muito préximo de ty.

A razdo t,/t; é a fracdo da capacidade total do leito ou da altura utilizada até o
ponto de ruptura. Sendo H; a altura total do leito e Hy, a altura utilizada até o ponto de ruptura,

tem-se:

tu
Hy = {“H, (3.15)

A altura ndo utilizada do leito é Hyqp, entdo a fracdo de tempo ndo utilizada da
altura total é:

Hynp = (1= ) H, (3.16)

it

O Hunp depende da velocidade do fluido e essencialmente independe da altura
total da coluna. O valor de Hy é diretamente proporcional a t,. Entdo a altura Hy,, da zona de
transferéncia de massa é simplesmente somada a altura H, necessaria e obtém-se a altura total
H.

Ht = Hunb + Hb (317)
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Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do processo foi utilizado o método de
calculo proposto por Cren et al. (2009). As curvas de ruptura foram divididas em diferentes
areas associadas a capacidade de adsorcao da resina, como mostrado na Figura 3.5. A; esta
associada com a capacidade utilizada da resina antes do ponto de ruptura, no tempo t,. Az esta
relacionada com a quantidade de soluto ndo adsorvido que sai da coluna antes que o ponto de
ruptura seja atingido. A, esta relacionada a capacidade da resina utilizada de uma maneira ndo
eficiente, j& que este momento do processo acontece depois do tempo de ruptura mas antes de
atingir a saturacdo do leito, no tempo te. Com base nestas areas, duas eficiéncias diferentes
podem ser calculadas: ¢;, que € a eficiéncia de utilizacdo do leito, e ¢,, que é a eficiéncia de
remocao do soluto ou a eficiéncia relacionada a capacidade de retencdo do soluto no leito.
Estas eficiéncias e a produtividade sdo definidas pelas equagbes 3.18, 3.19 e 3.20
(GEANKOPLIS,1993, CREN et al. 2009).

—_ A
0, = te  Aj+Ap (3.18)
— A
0, = ty  Aj+As (3.19)
P=%¢c,0 (3.20)
te

3.4.5 — Determinacdo dos momentos cromatograficos e eficiéncias de

separacgao

Para comparar as eficiéncias dos diferentes processos em coluna realizados na
purificacdo da cefamicina C, utilizou-se a metodologia proposta por Lu e Lee (1987) que
utilizaram o método dos momentos para avaliar a eficiéncia de separacdo entre dois
compostos.

O método dos momentos baseia-se na analise do primeiro e segundo momentos
estatisticos dos picos cromatograficos. O primeiro momento, u , € calculado de acordo com a
equacdo 3.21 e representa o tempo de retencdo médio do adsorbato no adsorvente. O segundo
momento, o7, calculado pela equacdo 3.22, esté relacionado diretamente & largura do pico, ou
variancia, e € resultado dos efeitos combinados de dispersdo axial e das resisténcias a
transferéncia de massa oferecidas pelos poros do adsorvente e pelo filme liquido externo a
particula (LU e LEE, 1987; SCHWANKE, 2003).
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XTI Gt (3.21)
H= X Gt

52 = X7 Ci(tiw)?At; (3.22)
Xi CiAt,

em que C; é a concentracdo do adsorbato na fracdo i, tj € o tempo no qual a fracdo i sai da
coluna ¢ At; é 0 intervalo de tempo entre as fracGes adjacentes.
A eficiéncia de separacdo (ES) entre dois componentes é obtida a partir valores

de p e o° de cada componente , de acordo com a equacio 3.23:

At 3.23
(ES)y, = —2 (3.23)
012
em que:
Aty = |y — | (3.24)
012 = (0102)1/2 (3.29)

Neste trabalho foram calculadas as eficiéncias de separacdo entre o pico da
cefamicina C e do pico correspondente a medida de absorcdo no comprimento de onda de 310
nm, que, como explicado anteriormente, € uma medida indireta de contaminantes presentes no
caldo, ja que a cefamicina C ndo absorve luz neste comprimento de onda. Também foram
calculadas as eficiéncias de separacdo entre os picos da cefamicina C e da cefalosporina C

para 0s ensaios em gue este antibiotico foi adicionado na alimentacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Purificacao da Cefamicina C em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL

O processo de purificagdo proposto por Bustamante et al. (2008), que engloba
uma etapa de adsor¢do em resina neutra para retirada de contaminantes seguida de troca
ibnica em coluna de leite fixo, foi reproduzido. Como a etapa de troca ibnica apresentou
resultados interessantes de purificacdo, foram feitas curvas de ruptura para tentar melhorar a
produtividade do processo e também foram feitas modificagBes na eluicdo da coluna. Os
resultados sdo apresentados a seguir.

A Figura 4.1 apresenta os resultados de adsor¢do da cefamicina C e

contaminantes em reator de mistura, em resina XAD4, a 20°C e pH 6,6.
Figura 4.1 - Adsorcdo da cefamicina C e contaminantes na resina XAD4 em reator de mistura, a 20°C, pH 6,6.
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Nesta operagdo, 27% da cefamicina C foi adsorvida, enquanto que 44% dos
contaminantes foram retirados da solucdo inicial. Neste processo, obteve-se um fator de
purificacdo da cefamicina de 1,5. Como parte da cefamicina C é adsorvida na resina, houve
certa diluicdo do composto no caldo, obtendo-se um fator de concentragéo de 0,73.

ApoOs a etapa de adsorcdo em XAD4, o caldo foi coletado e usado na
alimentacdo da coluna empacotada com a resina de troca iénica Q Sepharose XL. A Figura

4.2 apresenta o resultado obtido.
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Figura 4.2 - Perfil de adsorg&o e eluigdo de compostos com atividade antibacteriana e alguns contaminantes
presentes no caldo de cultivo, em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL, a uma vazdo de alimentacéo
e eluicdo de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 6,8.

Caldo

—B— Cef C (mg/L)

160

140 1

120

100

80

NaCl 0,1%

NaCl 0,3%

NaCl 0,5%_]

[ S

(&

— Halo de inibicao (m

o

w
o

> ~ © = = - 4
o (4,1 o o N w wn
* —Contaminantes (UA*nm)

N
a

o

Aa

% A
s’ ka‘A;‘

|
N |
o, A AaaaAaiaadada A
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240

Tempo (min)

o

Como relatado por Bustamante et al. (2008), os resultados do bioensaio
mostraram que a cromatografia de troca idnica foi capaz de separar duas fracbes com
atividade antimicrobiana, a primeira sendo eluida na solucdo de 0,1% NaCl (m/v), e a
segunda, mais retida, na solucdo de 0,5% NaCl (m/v). As analises de CLAE detectaram
cefamicina C apenas na primeira fragdo. O composto, ou conjunto de compostos com
atividade antimicrobiana, que foram eluidos no segundo pico, ndo foram identificados mas
supde-se que possam ser intermediarios da rota biossintética da cefamicina C, como a
penicilina N, desacetoxicefalosporina e desacetilcefalosporina C, que sdo produzidos em
pequenas quantidades e excretados para 0 meio de cultura. Estes compostos também
apresentam atividade antimicrobiana e podem ser 0s responsaveis pelo pico detectado pelo
bioensaio qualitativo (ROLLINS, JENSEN e WESTLAKE, 1991).

Objetivando encontrar melhores condicdes operacionais para a etapa de troca
ibnica, foram realizados experimentos de curva de ruptura, avaliando o efeito da vazdo no
desempenho da cromatografia durante as etapas de alimentacdo do caldo e eluicdo dos
compostos retidos no leito da coluna.

Na Figura 4.3 podem ser vistas as curvas de ruptura para as trés vazdes de
operacdo avaliadas e na Figura 4.4 sdo apresentados os perfis de concentracdo dos

contaminantes, da cefamicina C e de compostos com atividade antimicrobiana durante a etapa
de alimentacéo.
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Figura 4.3 - Curvas de ruptura para a cefamicina C em coluna de leito fixo com resina QXL, em trés diferentes
vazdes de operacéo.
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Figura 4.4 - Perfis de concentragdo da cefamicina C, contaminantes e compostos com atividade bactericida na saida da coluna
empacotada com a resina QXL, durante a alimentagéo e parte da lavagem da coluna, nas vazdes (A) 2,5 mL/min; (B)

(A)

—B—Cef C (mglL)

5mL/min; (C) 7,5 mL/min.

180 45 4150 (B) 180 r r r r r 45 - 150
-
160 - /e . 440 135 160 - 440 135
- |
\ ] i
140 ,o/ \. e 4 q35_1"% 140 435 120@
/ I - \ = = E.
120 4 / + Ja0E]"% 120 4 \ J a0 ] 1055
/ A \ — S o) h 1 = =
7 N\ ‘ 8490 % E) / \ ge0 =
100 / | am amal | 252 3 £ 100 - f [ 1258 8
[ m/ \ snmmmbdSnEa | 21755 = / 2175 €
| [\, aa’ " = e o h = =178
80 | A Aa - 208 £ TS 80 / I 42098 £
[ o160 g © f I o160 §
/ / ] = | 2 £
60 / / < 15T 3 m 60+ [ | 415
b Fles \ Rt
/ \ | . | [ 1 Al | !
40 | /./ | 107 1g04 40 - 1] i 1107 Js0
| « \ | |& \
- | / m\ | o " \ -
20 s // 45 s 20 }‘i“ 1 5 115
A At am Y AL | m \
0 pm——aA R ——— . ——=24l0 Jo 0 T . : . . o Jo
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)
(C) 180 . . . . . 45 - 150
160 -| Jda0 135
140 4 435 7 120,@
E {1055
120 -+ 30E =
S 8490 3
£ 100+ 4258 3
o 475 §
5 80 4208 H
? o600 g
< £
= 60 4152 s
| 445 O
. |
40 1190 430 +
20 - 45 s
A
o e o Jo
0 15 20 25 30

Tempo (min)

Nas trés curvas, observaram-se perfis parecidos na saida da coluna. O primeiro
ponto de ruptura observado foi para os contaminantes, sendo que a ruptura da cefamicina C
ocorreu momentos depois. As curvas mostraram um comportamento singular da concentragao
de cefamicina na saida da coluna: nos instantes iniciais da alimentacdo, logo apds a ruptura,

ocorreu uma concentracdo da cefamicina na coluna, ja que foi detectada uma concentracéo na
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saida maior que a concentragdo na alimentacéo (C/Cy >1). Instantes depois, a concentragdo na
saida foi diminuindo até se igualar a concentracdo da entrada (C/Cq =1). Este comportamento
pode ser explicado por um mecanismo sequencial de troca ibnica, como proposto por Barros
et al. (2003) para troca idnica de metais em zedlitas. A troca i6nica sequencial ocorre devido a
competicdo entre as diferentes espécies ibnicas pelos sitios ativos do adsorvente. Como
consequéncia, quando ndo havia mais sitios ativos disponiveis para adsorcdo, 0s
contaminantes na fase fluida foram capazes de deslocar a cefamicina ja adsorvida, que foi
entdo liberada para a fase liquida. Por isso, durante um intervalo de tempo, a concentracdo de
cefamicina C na saida foi maior que na entrada, pois a cefamicina C dessorvida juntou-se
aquela j& presente na alimentacdo. Este comportamento também explica a reducdo na
concentracdo dos contaminantes apos a saturacdo do leito. A adsor¢do competitiva também
foi observada na separacdo da o-lactoaloumina e da albumina sérica bovina
(WEINBRENNEF e ETZEL, 1994); durante a remocéo de &cido acético e &cido butanoico de
efluente de destilaria de beterraba (FARGUES, LEWANDOWSKI e LAMELOISE, 2010) e
na remocao de nitrato de solugdes aquosas (HEKMATZADEH et al., 2012).

As eficiéncias e produtividades, calculadas de acordo com as equacfes 3.18,
3.19 e 3.20, e outros parametros do processo estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Pardmetros calculados a partir das curvas de ruptura da cefamicina C em coluna de leito fixo, com a
resina Q Sepharose XL, obtidas nos experimentos CQ1, CQ2 e CQ3.

Parametros CQ1 CQ2 CQ3
t, (Min) 13,60 6,40 4,53
t, (min) 15,20 7,40 5,28
t, (min) 14,42 6,97 4,88
t, (Min) 13,56 6,39 4,51

g (mg/mL) 0,17 0,16 0,19

dp (mg/mL) 0,16 0,15 0,18
H, (cm) 25,60 26,00 25,60
Hp (cm) 24,07 23,92 23,60

Hunb (€M) 1,53 2,08 2,00
o1 0,94 0,92 0,92
¢ 0,99 0,99 0,99

P (mg.min™) 0,36 0,71 1,16
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Como esperado, 0 processo operado na maior vazdo de alimentagéo alcangou o
ponto de ruptura mais rapido, cujo t, foi trés vezes menor que o t, obtido na menor vazao.
Entre as trés vazOes testadas, ndo houve diferencas significativas nos valores de q;, gy € nas
eficiéncias, indicando que a vazao ndo interferiu na eficiéncia de adsorcdo da cefamicina C.
Foram obtidos altos valores de eficiéncia de recuperacéo do produto (¢,=0,99), sugerindo que
existe uma boa afinidade entre a cefamicina C e os sitios ativos da resina. Os valores de
eficiéncia de utilizacdo do leito também foram altos (92-94%), mostrando que o leito foi
utilizado préximo da sua capacidade maxima. A maior produtividade foi obtida no ensaio
com a maior vaz&o.

Os perfis de adsorcao e eluicdo da cefamicina C em cada ensaio sdo mostrados
nas Figuras 4.2 (CQ2), 4.5 (CQ1) e 4.6 (CQ3).

Figura 4.5 - Perfil de adsorcéo e eluicdo de compostos com atividade antibacteriana e alguns contaminantes

presentes no caldo de cultivo, em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL, a uma vazao de alimentacdo
e eluicdo de 2,5 mL/min, 20°C.
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Como observado nas curvas de ruptura, os perfis obtidos foram similares,
mostrando que a vazdo néo influenciou na dessor¢do da cefamicina nem dos contaminantes
durante a eluicdo, ja que os picos correspondentes a estes compostos foram detectados em
todas as cromatografias, sendo eluidos na mesma concentracao de eluente. A cefamicina C foi
recuperada durante a elui¢cdo com a solucdo de NaCl 0,1%, e o segundo pico, detectado pela
analise de contaminantes e/ou bioensaio, foi eluido ao passar a solu¢do de NaCl 0,3% na
coluna. E como as eficiéncias também ndo foram afetadas pela vazdo, a melhor vazao para ser
usada no processo é a de 7,5mL/min. Esta condi¢do permite o uso satisfatério do leito e uma

boa recuperacdo do produto, em um menor periodo de tempo.
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Figura 4.6 - Perfil de adsorcéo e eluicdo de compostos com atividade antibacteriana e alguns contaminantes
presentes no caldo de cultivo, em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL, a uma vazdo de alimentacéo
e eluicdo de 7,5 mL/min, 20°C.
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A andlise de contaminantes mostrou que o método de separacao utilizado ndo

foi capaz de separar os contaminantes monitorados da cefamicina C. Como pode ser visto nas

Figuras 4.2, 45 e 4.6, alguns dos picos de contaminantes coincidem com o0s picos da

cefamicina C detectada pelo CLAE e pelo bioensaio, e também com o segundo pico com

atividade antimicrobiana. E importante salientar que a cefamicina C absorve muito pouco em

comprimentos de onda acima de 300nm (Figura 4.7), o que significa que a absor¢do medida

na analise dos contaminantes ndo sofreu interferéncia deste composto. O espectro de absor¢éo

mostrado na Figura 4.7 foi extraido da banda cromatogréfica correspondente a cefamicina C

apos analise por CLAE.

Figura 4.7 - Espectro de absorcéo da banda de cefamicina C na analise por CLAE entre os comprimentos de
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A eluicdo da fracdo contendo cefamicina C na solucdo de NaCl 0,1%
promoveu uma diluicdo significativa do antibi6tico. A concentracdo de sal utilizada foi muito
baixa e, consequentemente, a forca motriz que levou a troca da cefamicina C pelo ion CI°
também foi baixa, levando a dessorcdo gradual da cefamicina C dos sitios ativos da resina.
Para tentar reduzir a diluicdo na dessorcédo, foi testada a eluicdo com solugéo de NaCl 1%
(CQ4), dez vezes mais concentrada. A Figura 4.8 apresenta os resultados comparativos nas
duas concentracOes de eluicdo e a Figura 4.9 apresenta os resultados obtidos durante a
alimentacéo e eluicdo utilizando NaCl 1% com eluente.

Figura 4.8 - Perfis de adsorcdo e eluicdo da cefamicina C em coluna de leito fixo empacotada com a resina Q
Sepharose XL, em duas concentragdes diferentes de sal na eluigéo, a 20°C, vazdo 5 mL/min. O primeiro pico

representa a cefamicina C ndo adsorvida na alimentacdo, devido a saturacéo da coluna, j& o segundo representa a

cefamicina C dessorvida na eluicéo.
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Figura 4.9 - Perfil de adsorcéo e eluicdo de compostos com atividade antibacteriana e alguns contaminantes
presentes no caldo de cultivo, em coluna de leito fixo com a resina Q Sepharose XL, a uma vazdo de alimentacao
e elui¢do de 5,0 mL/min, 20°C
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Neste experimento, também foram feitas medidas de absorbancia do efluente
da coluna em trés comprimentos de onda.. Observou-se que, utilizando como eluente a
solucdo de NaCl mais concentrada, a diluicdo do antibiotico foi menor e foi possivel obter a
fracdo de cefamicina C em um volume menor de solugdo. A eluicdo com NaCl 0,1%
promoveu a dessorgdo da cefamicina C em um volume total de 140 mL de solugéo, enquanto
que eluindo com solugdo de NaCl 1%, a cefamicina foi eluida em um volume 40 mL. A
eluicdo com a solucdo de sal de NaCl 1% também permitiu a separacdo de dois picos com
atividade antimicrobinana, detectada pelo bioensaio, embora os picos tenham sido eluidos

mais proximos.

Durante a eluicdo, a medida de absorbancia na saida da coluna mostrou
diferentes padrfes de absorcéo entre os comprimentos de onda avaliados. No primeiro pico
mostrado pelo bioensaio, esta diferenca foi mais acentuada, mostrando dois picos de absor¢éo
para 0os comprimentos de onda de 254, 280 e 310nm. J& no segundo pico, a medida da
absorcdo mostrou padrdes similares nestes trés comprimentos de onda, 0 que pode ser uma
evidéncia que este segundo pico esteja mais puro que o primeiro.

A medida dos contaminantes feita nos experimentos das curvas de ruptura
(Figuras 4.2, 4.5 e 4.6) estdo em concordancia com a medida de absorbancia feita no
comprimento de onda 310 nm. Nas curvas de ruptura, os picos dos contaminantes coincidem
com os picos das fragdes com atividade antimicrobinana, e a Figura 4.9 mostrou que existe
um composto (ou varios) coeluindo com a cefamicina C e que tém absorcdo em 310 nm, e
outro composto (ou outros compostos) que sdo eluidos no segundo pico e que também
absorvem luz no comprimento de onda de 310 nm.

A Tabela 4.2 apresenta os valores de FR obtidos em todos os ensaios de troca

idnica.

Tabela 4.2 — Fatores de recuperagdo da cefamicina C nos processos em coluna com a resina QXL

Vazao FR (%)
Experimento Eluicéo da cefC
(mL/min) Total Alimentacdo Lavagem Eluicdo
CQ1 2,5 NaCl 0,1% 85,8 43,4 30,8 11,5
CQ2 5 NaCl 0,1% 92,2 38,9 36,9 16,4
CQ3 7,5 NaCl 0,1% 88,3 32,3 37,9 18,2

CQ4 5 NaCl 1% 95 0 50,4 44,6




4-Resultados e Discussdo 59

Nos experimentos CQ1 a CQ3, observou-se uma variacdo aleatéria dos FR
totais, mas durante as etapas de lavagem e elui¢cdo houve certo aumento deste valor com o
aumento da vazdo. Comparando-se 0s experimentos CQ2 e CQ4, operados a mesma vazao, 0S
FR totais foram semelhantes, sugerindo que o0 aumento da concentracdo de NaCl na eluicdo
n&o alterou a recuperacao da cefamicina C.

A etapa de troca i0nica permitiu a obtencdo de uma fracdo de cefamicina C
bem purificada, mas que ainda contém alguns contaminantes. Por isso, foi proposta uma nova
etapa de purificacdo: adsorcdo nas resinas Amberlite XAD4 e Amberlite XAD16 em colunas
de leito fixo. Estas resinas sdo constituidas de matriz polimérica neutra e as interagdes que
promovem a adsor¢do nas mesmas sdo de natureza hidrofobica. Assim, utilizando outro tipo
de interacdo pretendeu-se separar a cefamicina C de outras classes de compostos diferentes
daqueles separados nas colunas com a resina QXL, cuja interacdo € idnica.

Diferentemente do pré-tratamento do caldo de cultivo com a resina XAD4,
realizado em reator e pH do caldo em torno de 6,6, que tinha como objetivo a adsorcdo dos
contaminantes, a nova etapa em coluna de leito fixo teve como objetivo a adsorcdo da
cefamicina C na resina para posterior dessorcdo durante a etapa de elui¢do. Para isso, a fragdo
1 (F1) da troca ibnica, utilizando como eluente solucdo de NaCl 1%, foi liofilizada e
armazenada a -80°C para uso posterior nos ensaios em coluna. Os resultados dos ensaios

utilizando a F1 na alimentacéo estdo descritos nos itens 4.4.3 e 4.5.2.

4.1.1 — Avaliacdo qualitativa da purificacdo da cefamicina C por
espectrometria de massas apos coluna de troca idnica em resina QXL e extracdo em fase
solida

A espectrometria de massas foi utilizada neste trabalho para uma avaliacdo
qualitativa da purificacdo conseguida apds a troca iénica na resina QXL. Antes da injecdo no
sistema LC-MS, as fracdes tiveram que passar por um procedimento para retirada do sal, ja
que este interfere na ionizacdo dos compostos no espectrometro de massas. Para isso, as
fragdes coletadas foram aplicadas em cartucho SPE C18, onde a cefamicina C foi retida e os
sais eluidos durante a lavagem com agua.

A Figura 4.10 mostra as fracdes coletadas da coluna em resina QXL para
andlise posterior. Apenas as fragdes centrais do pico foram coletadas, ja que se supbs que
nesta regido a pureza seria maior. A Figura 4.11 mostra os resultados de adsorcéo e eluicdo da

cefamicina C no cartucho de SPE.
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Figura 4.10 — Perfil de compostos com bioatividade e contaminantes em coluna de troca idnica com a resina
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Figura 4.11- Perfil de concentracdo da cefamicina C durante aplicacdo e eluicdo da fracdo da QXL em cartucho
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Apesar da fase estacionaria C18 ter carater ndo polar e a cefamicina C ser uma
molécula polar, observou-se que toda cefamicina ficou retida no cartucho, sendo eluida
apenas quando foi aplicada a solucdo de metanol 50%. A diminui¢do do pH da fragéo
aplicada para 2,6 provavelmente suprimiu a ionizacdo dos grupos carboxilicos da molécula de
cefamicina C, possibilitando a adsor¢cdo do composto no adsorvente. Neste experimento,
foram coletadas quatro fragdes contendo cefamicina C. Estas fracOes passaram por analise de

CLAE para detecgdo e quantificagdo da cefamicina C e os cromatogramas obtidos para as trés
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primeiras fracOes sdo apresentados pela Figura 4.12. Desconsiderou-se a Ultima fragcdo porque
continha muito pouca cefamicina C (2,5 mg/L).

Nos cromatogramas das fracdes 12 e 13 (Figura 4.12 (A) e (B)) observou-se
quase que exclusivamente o pico da cefamicina C, contendo apenas outros picos bem
pequenos. Este resultado sugere que estas fragcdes continham cefamicina C em alto grau de
pureza. Em contrapartida, na fracdo 14 (Figura 4.12 (C)) a pureza obtida foi menor, j& que
foram detectados mais picos além do pico da cefamicina. Os cromatogramas foram obtidos no
comprimento de onda 254 nm, logo, apenas 0s compostos que absorvem luz neste
comprimento de onda foram detectados. Uma técnica de analise mais abrangente que fosse
capaz de detectar diferentes compostos presentes na amostra seria mais adequada para avaliar
a purificacdo, e por isso optou-se pela espectrometria de massas, que é capaz de detectar todos
0S compostos ionizaveis em uma amostra.

Figura 4.12 — Cromatogramas obtidos a 254 nm apds analise quantitativa da cefamicina C das fracdes coletadas
durante a extracdo em fase sélida. (A) Fracdo 12; (B) Fracdo 13; (C) Fracdo 14
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As anélises por LC-MS foram feitas apenas para a fragdo 12, que se julgou ser
a mais pura pela observacgéo dos cromatogramas obtidos por CLAE. Para avaliar a purificagdo
obtida na troca i6nica seguida da extracdo em fase sélida, o caldo clarificado, que foi utilizado
na alimentacdo da coluna com a resina QXL, também foi analisado.

O espectrémetro de massas foi operado no modo positivo, ou seja, ao passar
pela fonte de ionizacdo as moléculas recebiam um proéton, adquirindo uma carga positiva e
também mais uma unidade de massa molecular, correspondente a massa do hidrogénio. Logo,
a razdo m/z (massa/carga) detectada correspondia a massa molar do composto mais um. Em
espectrometria de massas, quando o ion chega ao detector, hd formacdo de uma corrente
elétrica, que é medida e entdo transformada em uma escala de intensidade, que representa a
escala das ordenadas nos cromatogramas obtidos neste tipo de analise. Foram obtidos os
cromatogramas de ions totais (do inglés “Total Ion Chromatogram” TIC), que apresentam o
somatdrio da intensidade de sinais de todos os ions que chegam ao detector em funcéo do
tempo de retencdo cromatografico, e os cromatogramas de pico base (do inglés “Base Peak
Chromatogram” BPC), que mostram a intensidade dos sinais de ions que chegam ao detector,
e que estdo dentro de uma determinada faixa de razdo m/z pré-selecionada, em funcdo do
tempo. Ou seja, no TIC todos 0s compostos ionizaveis presentes na amostra sao detectados e
apresentados no cromatograma, ja no BPC apenas 0s sinais dos ions que estdo dentro da faixa
de razdo m/z escolhida sdo mostrados no cromatograma.

Os cromatogramas de pico base sdo mais seletivos e foram utilizados para
analise comparativa das amostras injetadas. Para isto, foram selecionados alguns
contaminantes que poderiam estar presentes no caldo de cultivo da cefamicina C e
determinou-se a razdo m/z que adquiririam apés ionizacdo. Foram obtidos os TIC e o BPC
para estes contaminantes e para a cefamicina C. Para obtencdo dos BPC, selecionou-se uma
faixa estreita de razdo m/z correspondente a + 0,5 unidade de razdo m/z de cada composto, de
forma que fosse possivel isolar quase que exclusivamente o0s ions correspondentes ao
composto que se desejava monitorar. A andlise qualitativa baseou-se na comparacao entre a
intensidade dos picos dos contaminantes e da cefamicina C nos BPC obtidos para cada
composto.

Os compostos escolhidos para avaliagdo da purificagdo foram alguns
intermediarios da rota metabolica da cefamicina C que estdo presentes no caldo de cultivo e
apresentam estrutura quimica similar a da cefamicina (ROLLINS, JENSEN e WESTLAKE,
1991) — desacetilcefalosporina C, desacetoxicefalosporina C e penicilina N. A lisina também

foi monitorada porque o meio de cultivo usado na fermentacao para producdo da cefamicina
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continha grandes quantidades deste aminoacido. Como o espectrometro de massas foi operado

no modo positivo, a razdo m/z (massa/carga) observada correspondia a massa molar do

composto mais um. A Tabela 4.3 apresenta as raz6es m/z dos compostos monitorados.

sdo mostrados pelas Figuras 4.13 e 4.14, respectivamente.
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Tabela 4.3 — Compostos monitorados nas analises por espectrometria de massas e as respectivas razées m/z

Composto m/z
Cefamicina C 447, 4323
Desacetilcephalosporina C 374,3816
Desacetoxicefalosporina C 358,3822
Penicilina N 360,3980
Lisina 147,1876

Fonte: ChemWeb.com.

Os cromatogramas obtidos para o caldo antes da troca idnica e para a fracdo 12

Figura 4.13- Cromatogramas obtidos apds injecéo do caldo calrificado no sistema LC-MS: (A) ultravioleta
(254nm); (B) ions totais; (C-H) pico base. Os cromatogramas de pico base correspondem as seguintes moléculas:
(C) cefamicina C, (D) penicilina N, (E) desacetilcefalosporina C, (F) desacetoxicefalosporina C, (G) lisina.
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Figura 4.14— Cromatogramas obtidos apds injecao da fragdo 12 no sistema LC-MS: (A) ions totais; (B-G) pico
base. Os cromatogramas de pico base correspondem as seguintes moléculas: (B) cefamicina C, (C) penicilina N,
(D) desacetilcefalosporina C, (E) desacetoxicefalosporina C, (F) lisina.
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Os cromatogramas de pico base mostraram que tanto no caldo inicial quanto na
fragdo 12 foram observados picos de razdo m/z correspondentes aos compostos monitorados,
exceto para a lisina, que ndo foi detectada na fracdo 12. Entretanto, observa-se que houve uma
diminuicdo na intensidade dos picos dos contaminantes em relagdo ao pico da cefamicina na
fracdo 12. A Figura 4.13 mostra que a intensidade méxima da cefamicina C medida no caldo
foi em torno de 2000 e para o0S contaminantes majoritarios penicilina N,
desacetoxicefalosporina C e lisina foram em torno de 10000, 2000 e 1000, respectivamente. A
desacetilcefalosporina C apresentou uma intensidade menor, em torno de 200. Os

cromatogramas da fracdo 12 (Figura 4.14) mostraram que a cefamicina C era o composto
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majoritario, apresentando uma intensidade em torno de 6000, enquanto que a maior
intensidade dos contaminantes foi observada para a desacetoxicefalosporina C, em torno de
150, e nenhum sinal correspondente a lisina foi detectado. Estes resultados indicam que o
processo de troca i6nica seguido da extracdo em fase solida promoveu uma separacéo parcial

da cefamicina C dos contaminantes monitorados e a separagdo completa da lisina.

4.2- Isotermas de adsorcédo da Cefamicina C nas resinas aromaticas Amberlite XAD4 e

Amberlite XAD16

As isotermas de adsorcdo da cefamicina C na resina Amberlite XAD4 a

temperatura de 20°C podem ser vistas na Figura 4.15.

Figura 4.15 - Isotermas de adsorcao da cefamicina C em XAD4 & 20°C, em diferentes valores de pH.
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As isotermas apresentadas mostram claramente a dependéncia da adsor¢do com
0 pH do meio. No pH 2,64 observou-se a maior massa de cefamicina C adsorvida,
apresentando um valor maximo experimental de q*=1,67 mg/g para um valor de C*= 379,93
mg/L. A elevacdo do pH para 3,84 provocou uma diminuig¢do pela metade no valor maximo
de g*, que passou para 0,84 mg/g para um valor de C*= 365,63 mg/L. Houve também uma
reducdo na adsorcdo no pH 4,67 em relacdo ao pH 3,84, mas os aumentos posteriores no pH
ndo provocaram mudancas significativas na adsorcdo, sendo que foram atingidos valores

maximos experimentais de g* em torno de 0,5 mg/g, para valores de C* entre 330-350 mg/L.
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Este comportamento se deve a natureza idnica da molécula da cefamicina, que
apresenta grupos funcionais ionizéveis ligados as cadeias laterais e ao anel di-hidrotiazina
(Figura 4.16). Sendo a resina XAD4 uma resina poli-aromatica neutra, o tipo de interacdo que
promove a adsorcdo é de carater ndo-idnico, ou seja, somente estruturas sem cargas Sao
adsorvidas em sua superficie.

Figura 4.16 - Estrutura molecular da Cefamicina C. Os grupos funcionais ionizaveis estdo destacados pelos
circulos. 1) Grupos carboxilicos; 2) Grupos amino
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Em valores de pH baixos, 0os grupos carboxilicos encontram-se protonados, ou
seja, o nutcleo biciclico da molécula, formado pelos anéis B-lactamico e di-hidrotiazina, esta
sem carga e pode, entdo, ser adsorvido na superficie da resina. O aumento do pH leva a perda
de protons pelos grupos carboxilicos e a carga negativa no nucleo da molécula dificulta a
adsorcdo da mesma na resina. A adsor¢do ainda ocorre em valores de pH mais altos porque
nestas condicdes existem moléculas de cefamicina com o nucleo desprotonado, devido ao
equilibrio quimico acido-basico em que moléculas com cargas e sem cargas coexistem, mas
em proporcdes diferentes, dependendo do pH do meio.

A mesma dependéncia em relacdo ao pH foi observada para a cefalosporina C,
molécula bem semelhante a cefamicina C, e para a penicilina V (CHAUBAL et al., 1995). A
adsorcdo desses antibioticos na resina XAD16, que possui a mesma estrutura quimica da
XAD4, reduziu drasticamente com o aumento do pH e, segundo os autores do trabalho, esta
reducdo também ocorreu devido a ionizacdo das moléculas com o aumento do pH.

Neste mesmo estudo foi proposto um modelo de adsorcéo da cefalosporina C
sobre a resina XAD16. Os autores representaram a resina como uma Unica molécula de
benzeno, simulando o grupo fenil da resina, e realizaram simulagbes da adsorgéo do
antibidtico sobre este anel. A configuragdo de menor energia mostrou consideravel
empilhamento do anel biciclico da cefalosporina sobre o anel benzeno, uma forte indicacéo de
que a adsorcdo ocorre pela interacdo da resina com o nucleo biciclico do antibidtico.
Provavelmente, a cefamicina C tem 0 mesmo comportamento, devido a semelhanga estrutural

das duas moléculas. A presenca de um grupo carregado no nucleo biciclico promoveria uma
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repulsdo e ndo uma interagdo com o grupo fenil da resina, o que vai de acordo com o0s
resultados obtidos, que em valores de pH nos quais o grupo carboxilico do ndcleo do
antibidtico esta protonado a adsorcao foi maior.

Além do pH, sabe-se que a temperatura também é uma condicdo que influencia
0 equilibrio de adsor¢do. Assim, foram escolhidos trés valores de pH equidistantes para se
estudar a adsorcdo da cefamicina C em trés temperaturas nas resinas aromaticas XAD16 e
XADA4. As isotermas obtidas foram ajustadas ao modelo de adsor¢do de Langmuir e/ou ao
modelo linear.

A Figura 4.17 mostra as isotermas obtidas com a resina XAD4 e 0s ajustes aos
modelos de equilibrio de adsor¢do. O modelo que melhor se ajustou variou em funcdo do pH.

Os valores dos parametros obtidos podem ser vistos nas Tabelas 4.3 e 4.4.

Figura 4.17- Isotermas de adsor¢do da Cefamicina C na resina XAD4 em diferentes temperaturas. Os

simbolos representam o0s pontos experimentais e a linha continua o ajuste ao modelo de equilibrio de

adsorc¢do de Langmuir ou Linear. A) pH ~2,6, ajuste ao modelo de Langmuir; B) pH ~4,6, ajuste ao
modelo linear; C) pH~6,6, ajuste ao modelo linear e de Langmuir.
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Os resultados experimentais e as curvas de ajuste mostraram uma pequena
reducdo na adsorcdo com 0 aumento da temperatura, exceto na temperatura de 30°C para as

condi¢cbes de pH em torno de 4,6 e 6,6. Nestes casos, as isotermas desviaram-se do
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comportamento esperado, apresentando uma inclinagdo da curva maior que nas temperaturas
de 15 e 20°C. Sendo o fendbmeno de adsorcdo um processo exotérmico, espera-se que a
adsorcdo diminua com o aumento da temperatura. Mas como ela também é dependente da
solubilidade do adsorbato no solvente (BARTELL, THOMAS e FU, 1951), pode ser que a
mudanca de temperatura tenha alterado a solubilidade da cefamicina C levando ao aumento da
adsorcdo maxima observada. Mas como ndo h& dados de solubilidade da cefamicina em
funcdo da temperatura e ndo existe o padrdo do composto disponivel para ser adquirido, esta
hipdtese ndo pbde ser confirmada.

Para o pH em torno de 2,6, foi feito o ajuste ao modelo de Langmuir,
representado pela equacgéo 2.1.

_ Gmx C” (2.1)
Ky + C*

*

em que q é a massa de cefamicina C adsorvida por unidade de massa de adsorvente, no
equilibrio; C” é a concentracdo de cefamicina C em solugdo, no equilibrio; e qm e Kp sdo os
parametros do modelo. O qn, representa a capacidade maxima de adsorcdo da resina e esta
relacionado ao nimero de sitios disponiveis para adsor¢do. Assim, como o numero de sitios
de adsorcdo € uma caracteristica fixa do adsorvente, o valor de g supostamente deve ser 0
mesmo para um determinado sistema adsorvente-adsorbato, em qualquer condicdo de
temperatura ou pH. O Kp representa a razdo entre as constantes de dessor¢do e adsorcgéo,
como demonstrado por Barboza, Hokka e Maugeri (2002). Desta forma, quanto maior o valor
de Kp, maior é o valor da constante de dessor¢ao em relagdo ao valor constante de adsorcao.
Consequentemente, quanto maior o valor de Kp menor é a tendéncia do adsorbato se manter
adsorvido na resina.

Em pH 2,6, observou-se 0 aumento do valor de Kp com o aumento da
temperatura, exceto para a temperatura de 30°C (Tabela 4.4). Neste caso, a concentracdo de
cefamicina méxima utilizada no experimento foi menor que nas outras temperaturas, e
consequentemente, o valor maximo experimental de g~ também foi menor. Assim, o ajuste
pode ter subestimado o valor de gn, e consequentemente, o valor de Kp. A Figura 4.17 (A)
mostra que as inclinagBes das curvas de ajuste diminuem com a temperatura. Apesar dos
dados experimentais ndo mostrarem a saturagéo da resina, a menor inclinagdo da curva sugere
que esta saturacdo sera alcangcada em um valor de concentracdo de equilibrio da cefamicina C

na fase liquida maior, ou seja, o valor de Kp também sera maior. Neste caso, 0 ajuste do
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modelo ndo foi capaz de explicar a influéncia da temperatura na adsor¢do, mas os dados

experimentais mostram uma coeréncia na adsorgéo.

Tabela 4.4 - Pardametros do modelo de Langmuir ajustados para as isotermas de adsorcdo da cefamicina C em
XAD4, em diferentes valores de pH e temperaturas.

Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C
Qm KD 2 CIm KD 2 CIm KD 2
pH R* | pH R pH R
(mg/g)  (mg/L) (mg/g) (mg/L) (mg/g) (mg/L)

2,68 3,01 2886 098|264 3,61 430,25 099|264 291 344,02 0,98
4,78 * * * 14,67 1,87 88849 099|462 * * *
6,59 1,28 41436 0,97 (6,48 4,37 2459,22 0,99 6,65 2,26 530,436 0,97

Nos valores de pH em torno de 4,6, 0 modelo de adsorcdo de Langmuir s6 se
ajustou para a temperatura de 20°C. Entdo foi feito o ajuste ao modelo de adsorcdo linear
(equacdo 2.4), que ¢ utilizado para solugdes diluidas. Baseando-se na hip6tese de que somente
moléculas com o ndcleo biciclico neutro sdo adsorvidas na resina XAD4, em pH 4,6 a
concentracdo de moléculas com o ndcleo neutro é bem pequena. Se considerarmos o pKa da
cefalosporina (2,8) (CHAUBAL et al., 1995), somente 1,5% das moléculas estdo com o grupo
carboxilico protonados. Assim, € valido a utilizacdo do modelo linear neste pH.

q =KC* (2.4)

em que q é a massa de cefamicina C adsorvida por unidade de massa de adsorvente, no
equilibrio; K é a constante do modelo e C” é a concentraco de cefamicina C no equilibrio.
Nas condi¢des de pH em torno de 6,6 também foram feitos ajustes ao modelo
linear para as isotermas nas temperaturas de 15 e 20°C. A 30°C, a isoterma ndo apresentou
comportamento linear. Os valores das constantes obtidos sdo mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Parametros do modelo linear ajustados para as isotermas de adsor¢do da cefamicina C em XAD4,
em diferentes valores de pH e temperaturas.

Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C

pH Kx10%(L/g) R* | pH Kx10%L/g) R® | pH Kx10%L/g) R?

2,68 * * 264 * * | 2.64 * .
478 2,26 0,99 | 4,67 1,6 099 | 4,62 3,02 0,99
6,59 1,89 098 | 648 1,61 099 | 6,65 * *
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As constantes do modelo linear sofreram uma reducdo com o aumento da
temperatura de 15 para 20°C, tanto para as condi¢des de pH~4,6 quanto para pH~6,6, sendo
que no primeiro esta diferenca foi mais acentuada. E possivel dizer que o modelo linear é o
mais adequado para descrever o equilibrio de adsorcdo da cefamicina C nas condicdes de pH
em torno de 4,6 e 6,6, ja que os graficos de isotermas mostraram que foram obtidas retas
nestas condicdes, exceto a 30°C, pH 6,6.

As isotermas obtidas para a resina XAD16 e 0s ajustes aos modelos de
equilibrio de adsorcao sdo mostrados na Figura 4.18.

Figura 4.18 Isotermas de adsorcdo da Cefamicina C na resina XAD16 em diferentes temperaturas. Os
simbolos representam os pontos experimentais e a linha continua o ajuste ao modelo de equilibrio de adsorcéao

de Langmuir ou linear. A) pH ~2,6, ajuste ao modelo de Langmuir; B) pH ~4,6, ajuste ao modelo linear; C)
pH~6,6, ajuste ao modelo de linear.
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Ao contrario das isotermas obtidas para a resina XAD4, para a resina XAD16
foi possivel ajustar o0 modelo de Langmuir para todos os valores de pH e temperatura
avaliados. Também foi feito o ajuste a0 modelo linear para as isotermas realizadas em
condicbes de pH~ 4,6 e 6,6. Os pardmetros dos modelos de Langmuir e linear sdo

apresentados nas Tabelas 4.6 e 4.7, respectivamente.
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Tabela 4.6 - Pardmetros do modelo de Langmuir ajustados para as isotermas de adsorcdo da cefamicina C em
XAD16, em diferentes valores de pH e temperaturas.

Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C
Om KD 5 Om KD 2 Om KD 2
pH R | pH R pH R
(mg/g) (mg/L) (mg/g) (mg/L) (mg/g) (mg/L)

249 246 156,09 099|249 320 303,70 0,99| 2,61 3,34 39169 0,99
464 153 53481 097|468 1,27 479,29 0,99 457 120 41132 0,98
65 160 710,71 099|6,55 2,05 94499 099| 6,61 182 1068,89 0,99

Tabela 4.7 - Pardmetros do modelo linear ajustados para as isotermas de adsor¢ao da cefamicina C em XAD16,
em diferentes valores de pH e temperaturas.

Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C

pH Kx10%L/g) R® | pH Kx10%(L/g) R®* | pH Kx10%(L/lg) R?

2,49 * * 2,49 * * 2,61 * *
4,64 1,89 0,98 | 4,68 1,67 0,98 | 4,57 1,73 0,98
6,6 1,60 0,99 | 6,55 1,70 0,99 | 6,61 1,39 0,99

Em pH em torno de 2,6, as isotermas apresentaram o comportamento esperado
— diminuicdo da adsor¢do méaxima atingida com o aumento da temperatura (Figura 4.18 (A)).
Os parametros do modelo de Langmuir obtidos confirmam esta tendéncia, ja que os valores de
Kp aumentaram com a temperatura. Sendo a adsor¢do um processo exotérmico (BARTELL,
THOMAS e FU, 1951), o aumento da temperatura desfavorece a adsor¢do. E como Kp
representa a razao entre as constantes cinéticas de dessorcdo e adsorcdo, esperava-se um
aumento do Kp com a temperatura.

Nos valores de pH em torno de 4,6 e 6,6 (Figura 4.18 (B) e (C)), a adsor¢éo
mostrou-se semelhante nas diferentes temperaturas testadas. Apesar disso, 0 ajuste ao modelo
de Langmuir das isotermas nestes valores de pH forneceu valores de pardmetros diferentes.
Para condicGes de pH proximos de 6,6, os valores de Kp aumentaram com a temperatura, ja
para condi¢cbes de pH préximos de 4,6, houve uma reducdo do Kp. Mas observando os
gréficos nestes valores de pH, é possivel notar que a relagdo € claramente linear. Assim, o
modelo linear seria uma melhor representacdo dos resultados experimentais. As constantes do
modelo linear também ndo seguiram uma tendéncia linear de aumento ou redugdo com a
mudanga da temperatura, mas a variacdo entre os valores das constantes foi pequena.

Fazendo-se a média das constantes, para o pH 4,6 0 K médio seria 1,76*10%(L/g), com desvio
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padréo de 0,11, e para 0 pH 6,6 a média seria 1,56*10(L/g) e desvio padréo de 0,16, ou seja,
os desvios sdo iguais ou menores a 10% do valor médio. Assim, considerou-se que os valores
de K foram praticamente iguais. Desta forma, é possivel dizer que a adsor¢do ndo sofre
influéncia com a temperatura para as condi¢bes de pH préximas a 4,6 e 6,6. O efeito da
temperatura foi mais sentido em pH em torno de 2,6, quando se tem grande parte da
cefamicina C com o nucleo biciclico na forma neutra.

Ramos, Otero e Rodrigues (2004), estudando a adsor¢édo da cefalosporina C na
resina XAD16, obtiveram 0s seguintes valores para os parametros do modelo de Langmuir, a
21°C: gm = 253 mg/g e Kp= 480 mg/L. Dados de equilibrio de adsorcdo deste mesmo
antibidtico na resina XAD4, a 25°C, obtidos por Saikia (2008), apresentaram valores de gm =
9701,30 (mg/g) e de Kp = 545,17 (mg/L). Os valores de Kp da literatura estdo na mesma
ordem de grandeza que os obtidos neste trabalho, mas o g, é cerca de 100 a 10000 vezes
maior, ou seja, a capacidade de adsorcdo da cefalosporina C nestas resinas € bem maior que a
de cefamicina C. Esta diferenca pode ser devido aos grupos idnicos das moléculas. Como
discutido anteriormente, os grupos iénicos afetam drasticamente a adsorcao, devido a natureza
hidrofobica da interacdo resina-adsorbato. Um grupo carregado causaria uma repulsao entre a
molécula de adsorbato e 0 grupo aromatico da resina. A cefamicina C apresenta um grupo
iGnico (grupo amino) a mais que a cefalosporina C, e esta carga a mais poderia ser a causa da
menor adsorcdo da cefamicina nas resinas poliaromaticas neutras. Além disto, os estudos da
literatura citados foram realizados com solucdes aquosas de cefalosporina C pura, enquanto
que este estudo foi feito com caldo de cultivo, que continha, além da cefamicina C, muitos
contaminantes que possivelmente concorreram pelo sitio de adsorcdo da resina. Essa
competicdo provavelmente reduziu a adsorcdo da cefamicina.

Comparando com outra resina, as capacidades de adsorcdo da XAD4 e XAD16
foram maiores que a obtida por Rodriguez (2011), que encontrou valores de g, em torno de
0,15 a 0,54 (mg/g) no equilibrio de troca i6nica da cefamicina C na resina QXL e valores de
Kp entre 3,6 e 76,1 (mg/L).

Alguns autores caracterizaram o equilibrio de adsorc¢do de alguns antibioticos
em termos da afinidade, ou a inclinacdo da isoterma de adsor¢cdo na sua porcdo linear,
denominada neste trabalho de q’/C* (CHAUBAL etal., 1995; DUTTA et al., 1999; SAIKIA e
DUTTA, 2006). Para fins de compara¢do com outros antibioticos, foram feitos os mesmos
calculos de afinidade para a cefamicina C. O valor de q" foi recalculado para a unidade de
mmolCefC/m?resina para melhor comparagédo entre as resinas, sendo que nesta nova unidade

foi denominado de q’. As areas superficiais da XAD4 e XAD16 sdo, respectivamente, 750
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m?/g e 800 m%/g. A Figura 4.19 mostra a afinidade (q’/C*) em funcdo do pH e da temperatura,
e a Tabela 4.8 os valores calculados para as duas resinas.

Figura 4.19 - Afinidade de adsor¢éo da cefamicina C nas resinas XAD4 (A) e XAD16 (B).

Tabela 4.8 - Valores de afinidade de adsorcéo para a cefamicina C em diferentes valores de pH e temperatura

XAD4
Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C
q/C* (x10°) q/C* (x10°) q'/C*(x10°
2 D R2 pH R2
(L/m?) (L/m?) (L/m?)
2,68 10,99 0,99 | 2,64 8,37 0,99 | 2,64 8,47 0,99
4,78 3,01 0,99 | 4,67 2,13 0,99 | 4,62 3,85 0,98
6,59 3,05 0,99 | 6,48 2,09 0,99 | 6,65 4,41 0,99
XAD16
Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C
q/C* (x10°) q/C* (x10°) q'/C* (x10°)
2 pH R*  pH R?
(L/m?) (L/m?) (L/m?)

2,49 11,875 0,98 | 2,64 9,0125 0,98 | 2,61 8,4125 0,99
4,64 2,6625 0,99 | 4,68 2,5625 0,99 | 457 2,775 0,99
6,66 2,45 0,99 | 6,55 2,125 0,99 | 6,61 1,825 0,99

O aumento da temperatura de 15 para 20°C causou uma reducdo da afinidade
para a resina XAD4. Para a XAD16, a temperatura reduziu a afinidade somente nas condi¢fes
de pH em torno de 2,6, sendo que nos outros dois valores de pH a afinidade permaneceu
praticamente constante. Comparando com valores encontrados para outros antibi6ticos na

resina XAD16, a afinidade da cefamicina C é significantemente menor: em pH em torno de
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2,6, foram relatados na literatura valores de q’/C* (L/m?) de, aproximadamente, 60 x 10™*para
a penicilina V e 7 x 10™ para a cefalosporina C, a 25°C (CHAUBAL et al., 1995). A reduco
da afinidade parece estar relacionada a presenca de grupos iénicos na molécula. A penicilina
V possui apenas um grupo carboxilico ligado ao anel tiazolidino, que em baixos valores de
pH estd protonado. Assim, nesta condi¢do de pH, a molécula esta totalmente sem cargas. A
cefalosporina C possui um grupo carboxilico ligado ao anel di-hidrotiazina e um grupo
zwiteriénico na cadeia lateral aminoadipil. Em baixas condic¢des de pH, o grupo carboxilico
ligado ao anel di-hidrotiazina estad sem carga, e a cadeia lateral pode estar na condicdo neutra
— 0 grupo amino protonado, com carga positiva, e o0 grupo carboxilico desprotonado, com
carga negativa (CHAUBAL et al., 1995). Assim, a molécula est4 neutra, mas as cargas na
cadeia lateral possivelmente afetam a adsorcdo na resina. A cefamicina C, além de possuir 0s
grupos ionizaveis da cefalosporina, possui mais um grupo amino na cadeia lateral ligada ao
anel di-hidrotiazina (Figura 4.16), que na cefalosporina C € um grupo neutro metila (Figura
2.2). Em valores de pH baixos, este grupo esta carregado positivamente, e a carga global
positiva na molécula provavelmente também causa uma reducdo na afinidade pela resina.

A incoeréncia de alguns parametros obtidos pode ser explicada por uma
possivel correlacdo entre parametros nos ajustes realizados — 0 aumento do Kp concomitante
ao aumento do gm. Isto ocorreu em Varios ajustes, tanto para a resina XAD4 como para a
XAD16. Devido as limitagBes de concentragdo do caldo de cultivo utilizado, as isotermas
foram realizadas em concentracdes baixas de cefamicina C, assim, a saturacdo da resina ndo
foi atingida. No momento do ajuste, € feita uma estimativa do valor de qn,, que pode ou nédo
corresponder ao valor real. Com o0 objetivo de minimizar este efeito, foi proposto neste
trabalho o céalculo do valor de gn/Kp. Para explicar melhor o significado deste célculo,
construiram-se duas isotermas hipotéticas (Figura 4.20), representado um mesmo sistema
adsorbato-adsorvente em duas condi¢des diferentes de adsorcdo. Os valores de gn S0 0s
mesmos, mas os valores de Kp séo diferentes. Da isoterma de Langmuir, quando q=qum/2,
Ko=C". Assim, temos que o Kp da isoterma 1 é menor que o Kp da isoterma 2 e,
consequentemente, a razdo qm/ Kp da primeira é maior que para a segunda. Nesta abordagem,
um alto valor de gn,/Kp significa que a saturacdo méxima da resina (gm) é atingida em
concentracdes de equilibrio (C*) menores do soluto do que um baixo valor de gm/Kp. Ou
entdo, para um mesmo valor de g, o valor de C” é menor para a isoterma com maior valor de

qm/KD.
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Figura 4.20 — Representacdo de duas isotermas hipotéticas com 0 mesmo q,, mas valores de Kp, diferentes
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Como nas condi¢cdes de pH em torno de 4,6 e 6,6 0 modelo que melhor
representou os resultados experimentais foi o linear, esta abordagem de qm/Kp s6 foi feita para
as condicOes de pH proximas a 2,6, condi¢do na qual o modelo de Langmuir foi adequado. O
valor de g, foi recalculado para a unidade de mgCefC/m?resina para melhor comparacéo

entre as resinas. A Tabela 4.9 apresenta os valores calculados.

Tabela 4.9: Valores de g.,/Kp calculados para as resinas XAD4 e XAD16, nas condi¢Oes de pH préximas a 2,6

XAD4

Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C

pH  gn/Kox10°(L/m?) | pH  gn/Kox10°(L/m?) | pH  gm/Kp x 10° (L/m?)

2,68 13,91 2,64 11,19 2,64 11,28
XAD16
Temperatura 15°C Temperatura 20°C Temperatura 30°C

pH  gu/Kpx10°(L/m?) | pH  quw/Kpx10°(L/m?) | pH  quw/Kpx 10° (L/m?)

2,49 19,70 2,49 13,17 2,61 10,66

O aumento da temperatura mostrou uma reducdo no valor de g./Kp para as
condicBes de pH proximas a 2,6, o que indica que hd uma reducdo na capacidade de adsorcéao
para 0 mesmo valor de concentracdo de equilibrio com o aumento da temperatura. Nas
condigdes de pH proximas a 2,6, o ajuste do modelo de Langmuir retornou valores de gm

ligeiramente maiores para a resina XAD4, mas também os valores de Kp foram maiores.
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Entretanto, o valor de gn/Kp sugere que a saturagdo da resina XAD16 é atingida em uma
concentracdo de equilibrio de cefamicina C menor que na XAD4.

A Figura 4.21 apresenta os graficos de isotermas obtidos a partir de simulac6es
utilizando o modelo de Langmuir e os parametros de qm e Kp ajustados para as duas resinas
na temperatura de 15°C. Os graficos mostraram que até uma concentracdo de equilibrio entre
425 e 450 mg/L de cefamicina C, a XAD16 tem uma capacidade de adsor¢do um pouco
maior que a XAD4 e essa diferenca vai caindo com o aumento da concentracdo de equilibrio.
Ressalta-se aqui que esta concentracdo de equilibrio estd dentro da faixa de concentracfes
utilizada neste estudo.

Figura 4.21 — SimulagBes de isotermas para as resinas XAD4 e XAD16 utilizando o modelo de Langmuir e o0s
pardmetros g, € Kp obtidos ap6s ajuste dos dados experimentais a 15°C.
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A andlise dos dados experimentais e dos parametros calculados mostra que as
melhores condicOes de adsor¢do da cefamicina C, dentro da faixa de temperatura e valores de
pH avaliados neste estudo, sdo temperatura de 15°C e em condic6es de pH proximas a 2,6. A
resina XAD16 apresentou capacidades de adsorcdo e afinidades pela cefamicina C

ligeiramente maiores que a resina XAD4.

4.3 - Cinéticas de adsorcao e dessorcao da cefamicina C nas resinas XAD4 e XAD16

Os perfis de concentracdo da cefamicina C nas fases liquida e sélida nos

ensaios de adsor¢éo e dessorgdo em reator de mistura podem ser vistos na Figura 4.22.
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Figura 4.22 - Cinética de adsorc&o e dessorgdo da cefamicina C em reator de mistura nas resinas XAD4 e XAD16.
Temperatura 20°C, dessorcdo EtOH 15%. C e C, sdo as concentracdes de cefamicina C na saida da coluna e na
alimentacdo, respectivamente. Os simbolos fechados representam a etapa de adsorcéo e os simbolos abertos a
etapa de dessorcéo.
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Observando-se a Figura 4.22, é possivel notar que o equilibrio é atingido um
pouco mais rapido na resina XAD16 — em torno de 30 min na adsor¢do e 15 min na
dessorcdo. Ja para a resina XAD4, o equilibrio é atingido em torno de 50 min na adsorcéo e
em 20 min na dessorgao.

Para obter pardmetros quantitativos que diferenciasse a cinética entre as duas
resinas, os dados experimentais foram ajustados a dois modelos cinéticos diferentes: um
modelo cinético simples reversivel de primeira ordem, considerando que a cinética depende
apenas da concentracdo de cefamicina C livre na fase liquida, e um modelo mais rebuscado,
considerando os efeitos da resisténcia a transferéncia de massa e a cinética intrinseca de

adsorcao.
4.3.1 - Modelo cinético de primeira ordem

O modelo utilizado foi o mesmo proposto por Barboza, Almeida e Hokka
(2002). Este modelo considera que quando ocorre o contato entre as fases liquida e sélida, a
adsorcdo na superficie externa da resina € instantanea e que a etapa de difuséo ndo é limitante.
A adsorcdo pode ser representada como um simples mecanismo de reacao

quimica reversivel, como mostrado a seguir:

ke
Cef + Res ? CefR
k,
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em que Cef representa a molécula de cefamicina C livre, Res o sitio ativo da resina disponivel
para adsorcdo, CefR o complexo da cefamicina C adsorvida no sitio ativo e k; e k; sdo as
constantes cinéticas de adsorcdo e dessorcao, respectivamente.

Representando Cef por A e CefR por B, 0 modelo cinético é descrito por:

dc 4.1
d_;:_kl*CA-{_kZ* CB ( )

A concentracdo Cg pode ser expressa em termos de Ca por Cg= Cao-Ca, sendo
Cao a concentracdo inicial de cefamicina C. Substituindo na equagéo 4.1, obtém-se a equacao
4.2.

dc 4.2
d_tA:—k1*KE*CA+k2*(CA0—CA) (4.2

em que Kg € a constante de equilibrio.

No equilibrio, dCA/dt=0, entdo a equacdo 4.2 se reduz a equacdo 4.3.

Cao — C4 4.3
KE — A0 * A ( )
CA

Isolando-se Cag, Chega-se a seguinte relagdo:

Cao = C4(1 + Kg) (4.4)

Substituindo a equagéo 4.4 na equacdo 4.2:

dc . (4.5)
d_tA = _KR(CA - CA)
sendo

Ap0s integracdo da equacdo 4.5, chega-se a equacdo 4.7:

Cy—Cx 4.7
lnA—A* =—Kp*t (4.7)
Cao — CA
A partir da equagéo 4.7, o valor de K foi determinado por regressdo linear dos
dados experimentais. Kg foi estimado de acordo com a equacéo 4.3 e o valor de k, pode ser

determinado pela equacédo 4.6. Sabendo-se que:
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_ky (4.8)

K. = —
E k,

o valor de k; também pode ser determinado.

Como as resinas XAD4 e XAD16 s&o resinas porosas, sabe-se que a
transferéncia de massa através do meio poroso e da pelicula externa que envolve a particula
sdo fatores que influenciam a cinética de adsorcdo. O modelo acima descrito ndo leva em
consideracdo estas resisténcias, assim, os valores das constantes estimadas ndo representam as
constantes cinéticas intrinsecas, mas apresentam ‘“embutidas” em seus valores essas
resisténcias. Desta forma, as constantes deste modelo podem ser consideradas como
constantes aparentes.

Os valores de k; e k; estdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Pardmetros calculados e estimados a partir do modelo cinético de primeira ordem para adsorcéo da
cefamicina C em reator de mistura nas resinas XAD4 e XAD16

_ Ke |Krx10® R? |kyx10% kpx 10°
Resina

(min™) (min™®)  (min™)
XAD4 |0,9577 6,50 0,95| 3,18 3,32
XAD16| 0,729 9,23 0,94| 3,89 5,34

Os valores das constantes de adsorcdo e dessorcdo estimados foram maiores
para a resina XAD16 que para a XAD4, que vai de acordo com o fato do equilibrio ser
atingido mais rapidamente com esta resina. Assim, apesar do modelo néo representar todos 0s
fendmenos fisicos envolvidos no processo, 0s parametros estimados mostraram concordancia

com a tendéncia mostrada pelos dados experimentais.

4.3.2 - Modelo cinético baseado no balanco de massa do reator,

englobando as resisténcias a transferéncia de massa

O processo de adsorcdo considerado neste modelo engloba trés etapas:
transporte do adsorbato da fase liquida através da pelicula externa que envolve a resina até sua
superficie externa; difusdo do adsorbato atraves dos poros da resina; adsorc¢éo do adsorbato no
sitio ativo livre.

Neste modelo, a cinética intrinseca de adsor¢do depende das concentracdes de

cefamicina C livre e do complexo adsorvido, e também dos sitios ativos da resina disponiveis
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para adsorcdo. O modelo matematico cinético representando este mecanismo é mostrado na

Equacdo 4.9.

dq (4.9)

E: kad*C(Qm_Q)_kdes*q

em que Kig € Kges S30 as constantes cinéticas intrinsecas de adsor¢do e dessorcéo,
respectivamente; g € a concentracdo do antibiotico adsorvido na resina e qn, é a capacidade
méaxima de adsorcdo da resina.
Para formulagdo das equacdes de balanco de massa nas fases liquida e sélida
foram assumidas as seguintes hipdteses:
e A particula de resina é esférica;
e A difusdo da cefamicina C nos poros da resina segue a lei de Fick e
ocorre apenas na direcdo radial;
e A adsorgdo ocorre em condicdes isotérmicas;
e Mistura perfeita no reator.
Apo6s o balanco de massa na fase fluida, chegou-se a Equacdo 4.10, que
descreve a variacdo da concentracdo da cefamicina C (C) no reator com o tempo.

dc 3(1—¢) (4.10)
—=-= Ks(Cy = Clr—g)

em que R € o raio da particula de resina, € é a porosidade do sistema e Ks é o coeficiente de
transferéncia de massa da pelicula.

A condicdo inicial é t=0 - C_=C,.

O balanco diferencial no interior das particulas sélidas, onde a adsor¢do ocorre
na superficie dos poros, é dado pela Equacéo 4.11.

ac (azc 2 ac) 1—¢,dq (4.11)
ef - ="

a” P\ trar) T e, o

em que D€ a difusividade da cefamicina C nos poros da resina e ¢, € a porosidade da resina.
As condigdes iniciais e de contorno para a equagéo 4.11 sdo:
t=0 - C=q=0;

r=0 - —=0;

ar
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R ac K
= - —_—=
4 or  &,Dey

(€= 0)

Para resolugdo da equacdo diferencial parcial utilizou-se 0 método das linhas.
As equagdes foram discretizadas no espaco resultando em um sistema de equagdes
diferenciais ordinarias. A este sistema foram adicionadas a equacéo de balanco na fase liquida
e a equacdo da cinética intrinseca de adsorcdo, que foram resolvidas utilizando o método
numérico de Rosenbrock, existente nas opcdes do programa Matlab®, versdo 7.5.0, sob o
comando “ode23s”.

Os parametros Det, Ks, Kag, Kges € gm foram otimizados mediante a minimizacéao
da funcédo objetivo dada pela equacdo 4.12. Para isso, foi utilizado o método de Nelder-Mead,

cuja fungdo tem o nome “fminsearch” no ambiente de programacio Matlab®, versio 7.5.0.

(4.12)

N
2
@ = Z(Ccalci - Cexpi)
i=1

Os parametros de transferéncia de massa e cinética intrinseca apds o ajuste do
modelo podem ser vistos na Tabela 4.11. O ajuste do modelo aos dados experimentais pode

ser observado pela Figura 4.23.

Tabela 4.11 - Pardmetros de transferéncia de massa e cinética intrinseca para adsorcéo da cefamicina C em reator

de mistura.
Resina Defx 10° Ksx 10° qm Kag X 10% Kges X 10
(m*min)  (m/min) (mg/g)  (L/mg/min) (min™)
XAD4 9,19 2,18 4,67 0,92 252
XAD16 14,32 571 12,44 4,13 118

Figura 4.23 - Ajuste do modelo de cinética de adsor¢do (linha continua) aos dados experimentais
(pontos) para as resinas XAD4 e XAD16
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Os parametros de transferéncia de massa D¢ e K estimados para a resina
XAD16 foram maiores que os estimados para a resina XAD4. O valor da constante de
adsorcdo kg também foi maior. De acordo com estes resultados, tanto a transferéncia de
massa como a cinética intrinseca sdo mais rapidas para a XAD16, que em conjunto
contribuem para a maior velocidade do processo de adsorgdo nesta resina. A resina XAD16
possui didmetro de poro maior que a resina XAD4 (respectivamente 150 e 100 A). Esta
diferenca provavelmente proporcionou uma maior facilidade de difusdo das moléculas de
cefamicina C nos poros da XAD16, hipdtese que vai de acordo com o maior valor de Des
obtido para esta resina.

Lee, Park e Moon (1997), estudando a adsorcdo da cefalosporina C em trés
resinas de mesma matriz polimérica (poliestireno-divinilbenzeno), também estimaram valores
maiores de D para as resinas de maior didmetro medio de poro. Os valores obtidos de Dt
(m?/min x 10 foram 10,8 para a XAD2 (diametro de poro 8,26 nm), 7,2 para a SP207
(didmetro de poro 6,02 nm) e 5,1 para a SP850 (didmetro de poro 4,54 nm). Ao contrario do
presente trabalho, estes autores utilizaram um modelo de adsor¢do em coluna para estimativa
dos parametros cinéticos.

Barboza, Hokka e Maugeri (2002) estudaram a adsor¢do da cefalosporina C na
resina XAD2 (diametro de poro 90 A) em reatores de mistura e obtiveram valores de Des e K
com ordens de grandeza semelhantes as obtidas neste trabalho. Os valores obtidos por estes
autores foram de Des =1,3 X 10 m¥min e K¢ = 4,5 x 10 m/min.

Comparando-se os valores das constantes cinéticas intrinsecas Kyq € Kges deste
modelo e os valores das constantes cinéticas aparentes k; e k, do modelo de primeira ordem
observou-se que houve uma grande diferenca nos valores obtidos ap6s o ajuste. Esta diferenca
mostra que tanto a cinética de adsorcao quanto a limitacdo por transferéncia de massa devem
ser considerados para descricdo do fenbmeno. Assim, o0 modelo mais adequado para descricao
da cinética de adsorcdo da cefamicina C nas resinas porosas XAD4 e XAD16 foi o segundo

modelo avaliado, que leva em consideragéo as resisténcias a transferéncia de massa.

4.4 - Purificagdo da Cefamicina C em coluna de leito fixo na resina Amberlite XAD4

Para avaliar a utilizacdo da resina Amberlite XAD4 na purificacdo da
cefamicina C foram realizados experimentos em coluna de leito fixo utilizando na
alimentacdo diferentes fontes de cefamicina: o caldo de cultivo ultrafiltrado, o caldo de

cultivo clarificado ap06s adsor¢cdo em reator com a resina XAD4 e a fracdo 1 obtida da troca
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ibnica. Os tdpicos a seguir abordam os resultados obtidos em cada uma destas etapas
avaliadas.

4.4.1- Ensaios em coluna com o caldo de cultivo ultrafiltrado

4.4.1.1 — Obtencéo das curvas de ruptura

Primeiramente, foi aplicado um grande volume de caldo em um volume de
leito menor, com o intuito de tentar saturar a resina e obter, assim, a curva de ruptura da
coluna. No primeiro experimento (CX1) foi aplicado um volume de 150 mL de caldo, com
concentracdo 157,96 mg/L CefC, e no segundo experimento (CX2) foi aplicado um volume

de 200 mL de caldo, com concentracdo 357,13 mg/L de cefamicina C. A Figura 4.24 mostra
0s resultados obtidos na alimentagdo da coluna.

Figura 4.24 - Perfis de adsorcdo da cefamicina C obtidos durante a alimentagéo da coluna empacotada com a
resina Amberlite XAD4
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Observou-se que, mesmo aumentando a massa de cefamicina C aplicada, a
saturacdo do leito ndo foi atingida. O experimento CX2 mostrou que proximo ao valor de
CI/C, em torno de 0,87, houve uma tendéncia de estabilizacdo da concentracdo de saida da
coluna em torno deste valor. Este comportamento foi bem diferente do observado com a
resina Q Sepharose XL, em que a saturacdo da coluna foi atingida rapidamente, alimentando a
coluna com uma massa de cefamicina C menor (~4,5 mg Cef C na CR1). Como a XAD4 ¢
uma resina porosa e a QXL ndo é, a transferéncia de massa na XAD4 é mais lenta, requerendo

um tempo maior para saturar a resina. Provavelmente, alimentando-se um volume maior de
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caldo, ou uma massa maior de cefamicina C, a saturacdo poderia ser atingida, mas a tendéncia
do gréafico mostra que a saturacéo sera alcangcada em um tempo de alimentagcdo muito longo,
requerendo um volume de caldo muito grande.

Mesmo ndo atingindo a saturacdo da resina, os calculos dos parametros das
curvas de ruptura foram realizados, tomando como t. o tempo no qual C/C, atingiu seu maior
valor. A Tabela 4.12 apresenta os valores obtidos.

Tabela 4.12 - Pardmetros calculados a partir das curvas de ruptura da cefamicina C em coluna de leito fixo, para
a resina XAD4

Parametros CX1 CX2
tp (Min) 3,35 3,71
te (Min) 28 36
te (min) 10,3 12,85
t, (min) 3,31 3,66

gt (Mg/mL) 0,50 1,36

O (Mg/mL) 0,16 0,39
H; (cm) 20,7 21,5
Hp (cm) 6,65 6,12

Hunb (CmM) 14,05 15,38
d1 0,32 0,28

2 0,99 0,99

P (mg.min™) 0,291 0,64

Os resultados obtidos para g: € g, mostraram que 0 aumento da concentracdo da
cefamicina C na alimentagéo favoreceu a adsor¢do. A quantidade de cefamicina C adsorvida
no leito até a saturacdo da coluna e até o ponto de ruptura foi cerca de 2,5 vezes maior para o
experimento CX2, no qual a concentracdo de cefamicina C na alimentacéo foi 2,3 vezes maior
que no experimento CX1. As capacidades totais de adsor¢do do leito obtidas para a XAD4
foram maiores que as obtidas para a QXL, o que vai de acordo com os valores do parametro
Om do modelo de Langmuir ajustados para estas resinas. Rodriguez (2011) obteve um valor de
Om para a QXL de 0,22 (mg/g) , a 20°C e pH 6,8. Neste trabalho, o valor de gn, estimado para
a XAD4 a 20°C, pH 2,6, foi de 3,61 (mg/g). As eficiéncias de utilizacdo do leito ¢; nos
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experimentos CX1 e CX2 foram baixas. Isso ocorreu porque o ponto de ruptura aconteceu em
um tempo de processo bem menor que o tempo equivalente a capacidade total de utilizacdo do
leito. Assim, no tempo correspondente a C/Cy=0,1 foram utilizadas cerca de 30% da
capacidade de adsorcdo do leito. Este comportamento pode ser devido a resisténcia a
transferéncia de massa, que nesta resina tem um peso significativo na cinética de adsorgéo,
como mostrado pelos experimentos de cinética. As curvas cinéticas obtidas em reatores de
mistura mostraram que no inicio do processo, a cinética é mais rapida, mas vai se tornando
lenta com a reducdo dos sitios ativos disponiveis para adsorcdo e a diminuicdo da
concentracdo de cefamicina C na fase liquida. As curvas de ruptura obtidas também
confirmam este comportamento, pois a variagdo do C/Cy com o tempo, ou a inclinagdo da
curva de ruptura, vai diminuindo conforme o leito vai sendo saturado. Por isso o t, é atingido
rapidamente mas t. é atingido em um tempo bem superior. As eficiéncias de remocdo do
produto ¢, foram altas, confirmando a capacidade da resina em reter a cefamicina C e
indicando boa afinidade entre a resina e o antibidtico.

A partir dos valores de densidade da resina (presina) € de porosidade do leito (¢),
os valores de g; e gy, que foram obtidos por volume de leito, puderam ser convertidos para
unidades de massa de resina, obtendo-se o valor de g”, que representa a massa de cefamicina
C adsorvida por massa de resina.

Sabendo-se que:
Vresina = VL(]- - 3) (4-13)
sendo VL o volume de leito da coluna, e

Vresina = mresina/presina (4-14)

entdo g pode ser expresso como:

mcefC mcefC mcefC (4.15)
= = (1 — 8) = (1 — 8)
VL Vresina resina/presina
Rearranjando:
Meefc (4-16)

q= presina(l - S) = presina(1 - S)q"

resina

Isolando-se q” da equacdo 4.16 obtém-se uma relacdo para calculo de q” em

funcéo do Q:
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q (4.17)

q" R —
presina(l —¢€)

A densidade especifica da resina XAD4, de acordo com as informacgdes do
fabricante, varia de 1,01 a 1,03. Levando em consideragdo o valor médio da densidade
especifica e a densidade da agua & 20°C (998,21 kg/m°), a densidade da resina foi calculada
obtendo-se o valor de 1018,17 kg/m®. A porosidade do leito ndo foi determinada neste
trabalho. Para o célculo de g” utilizou-se o valor determinado por Bautista et al. (2006) para
uma coluna empacotada com a resina XAD4, que foi de 0,63.

A partir da equacdo 4.17, os valores calculados para o experimento CX1 foram
g:°=1,32 (mg/g) e gv”’= 0,43 (Mg/g) , e para 0 experimento CX2 foram de q;’= 3,6 (mg/g) e
gv”= 1,03 (mg/g). O ajuste da isoterma ao modelo de Langmuir para a XAD4, pH 2,64 a 20°C
retornou um valor de qm=3,61 (mg/g), que foi 0 mesmo obtido para g;” no experimento CX2.
Estes resultados sugerem que, neste ensaio, a resina foi utilizada préxima da sua capacidade
méaxima de adsorcdo. Ja no experimento CX1, no qual a concentracdo de cefamicina C na
alimentacdo foi menor, a saturagdo maxima possivel da resina ndo foi atingida. Cabe ressaltar
que os valores de q” calculados representam valores estimados ja que a porosidade real do

leito ndo foi determinada.
4.4.1.2 — Adsorgéo e elui¢io da cefamicina C em coluna de leito fixo

A Figura 4.25 apresenta os resultados da lavagem e eluicdo da coluna no
experimento CX1.

Comparando-se 0s picos obtidos na alimentacdo da coluna e na eluicdo,
observou-se que grande parte da cefamicina C aplicada ndo foi adsorvida. 93,5 % da
cefamicina C saiu durante a alimentacdo e lavagem, e somente 6,4% foi adsorvida na coluna.
Como discutido anteriormente, este comportamento pode ser devido a alta resisténcia a
transferéncia de massa nesta resina. A eluicdo com solucdo de EtOH 5% foi capaz de
dessorver a cefamicina C, e as medidas de absorbancia nos comprimentos de onda avaliados
acompanharam o pico da cefamicina C, dando evidéncias de que ndo houve separacdo da
cefamicina C de outros compostos que também absorvem nos comprimentos de onda
monitorados. Neste ensaio, obteve-se um FR total de 93,6%, sendo que 67,5% da cefamicina
C aplicada saiu da coluna durante a etapa de alimentacdo, 20,1% durante a lavagem e 6,0%

durante a eluicdo. Parte da cefamicina C aplicada foi perdida (6,4%), sendo que esta perda
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pode ser devido a degradacdo do composto ou entdo a incapacidade da solugdo de etanol 5%

em dessorver toda cefamicina C adsorvida.

Figura 4.25 - Perfil de adsorcéo e eluicdo da cefamicina C presente em caldo de cultivo, em coluna empacotada
com a resina Amberlite XAD4, a uma vazdo de alimentacéo e elui¢cdo de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 3,42
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Para avaliar se concentrac6es menores de solucdo de EtOH seriam capazes de
separar diferentes compostos, outro experimento em coluna foi conduzido (CX3), utilizando
na eluicdo concentracbes crescentes de EtOH. A Figura 4.26 apresenta os resultados da
adsorcéo e eluicdo obtidos.

Figura 4.26 - Perfil de adsorcéo e eluicdo da cefamicina C presente em caldo de cultivo, em coluna empacotada
com a resina Amberlite XAD4, a uma vaz&o de alimentacdo e elui¢do de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 2,81
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Neste experimento, a cefamicina C foi praticamente toda dessorvida ao passar
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as medidas de absorbancia nos trés comprimentos de onda acompanharam o pico da
cefamicina C, indicando que a elui¢do, nas concentragdes utilizadas, ndo foi capaz de separar
compostos diferentes presentes no caldo. Neste ensaio, 0 FR total da cefamicina C foi de
71,9%, menor que no ensaio anterior. O FR na etapa de alimentacéo foi de 2,3%, na lavagem
de 29,4% e na eluigéo de 40,2%.

4.4.2 - Ensaio em coluna com o caldo de cultivo clarificado

Os resultados obtidos quando foi aplicado na coluna o caldo clarificado podem
ser vistos na Figura 4.27.

Figura 4.27- Perfil de adsorcéo e eluicdo da cefamicina C presente em caldo de cultivo, em coluna empacotada
com a resina Amberlite XAD4, a uma vazdo de alimentacdo e eluicdo de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 2,81
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Como pode ser observado, os perfis de adsorgéo e eluicdo foram semelhantes
ao obtido quando a alimentacéo consistiu do caldo ultrafiltrado. A cefamicina C comecgou a
ser eluida durante a passagem do tampdo pelo leito da coluna, finalizando a dessor¢do ao
passar a solucdo de etanol 1%. As medidas de absorbancia também ndo mostraram picos
sendo separados do pico da cefamicina C. Assim, conclui-se que a etapa de retirada de
contaminantes do caldo pela adsor¢édo na resina XAD4 em reator ndo promoveu diferencas
significativas no processo posterior de purificagdo em coluna com esta mesma resina, apesar
desta etapa promover uma clarificacdo do caldo, como discutido por Baptista Neto et al.
(2012) e mostrado neste trabalho. Neste experimento, o FR total da cefamicina C foi de
91,4%, sendo que 4,6% foram recuperadas na alimentacdo, 31,7% na lavagem e 55,1% na
eluicéo.
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4.4.3 - Ensaios em coluna com a fracéo 1 oriunda da coluna de troca idnica

Nestes ensaios, a alimentacdo da coluna foi feita com a fracdo 1 obtida do
processo de troca i0nica. A Figura 4.28 apresenta os resultados obtidos no primeiro ensaio
(CX5).

Figura 4.28 - Perfil de adsorgéo e eluicdo de compostos com atividade antibacteriana presentes na fragéo 1, em
coluna de leito fixo com a resina Amberlite XAD4, a uma vaz&o de alimentacéo e elui¢do de 5,0 mL/min, 20°C,

caldo pH 2,68.
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Pdde-se observar que a cefamicina C foi muito pouco retida na coluna, como
no experimento CX3. Ja no final da alimentacdo e durante toda a lavagem foi detectada
cefamicina C na saida da coluna, e o pico obtido na lavagem foi muito maior que o pico
obtido na eluic¢do. As fracbes com atividade antimicrobiana foram completamente eluidas ao
passar solucdo de EtOH 1%, como no experimento CX3. A medida do halo de inibicéo
apresentou, na elui¢do, um pico diferenciado do pico da cefamicina C. O primeiro apresentou
dois picos adjacentes que ndo estdo completamente separados, e o pico da cefamicina
apresentou apenas um ponto de maximo. Observando as medidas da absorbancia, as medidas
nos comprimentos de onda 254 e 280 nm acompanharam o pico da cefamicina C. Ja a medida
no comprimento de onda de 310 nm apresentou um pico com ponto de maximo deslocado do
pico da cefamicina, mas coincidindo com o segundo pico detectado pelo bioensaio. Esta
diferenca pode ser uma indicacdo de que esta havendo uma separacédo parcial da cefamicina C

de outro composto (ou outros compostos) presentes na fracdo 1.
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O FR da cefamicina C neste experimento foi de 0,5% na alimentagéo, 41,3%
na lavagem e 32,7% na eluicgéo, correspondendo a uma recuperacao total de 74,6%.

Como foi discutido anteriormente, a troca ionica possibilitou uma purificacéo
significativa da cefamicina C, e possivelmente, 0s contaminantes ainda presentes sao
compostos de estrutura molecular muito similar & da cefamicina C, como os intermediérios da
rota biossintética, a desacetilcefalosporina C e a desacetoxicefalosporina C, que também séo
cefalosporinas (OSTER et al., 2006). A diferenca na estrutura destes compostos esta apenas
no grupo metoxila, presente somente na cefamicina C, e na cadeia lateral ligada ao anel di-
hidrotiazina. Estes dois compostos também possuem atividade antimicrobiana e podem ser
um dos compostos detectados pelo bioensaio nas cromatografias realizadas (HIGGENS et al.,
1974)

Na rota biossintética da cefalosporina C, a desacetilcefalosporina C e a
desacetoxicefalosporina C também estdo presentes (BRAKHAGE et al., 2005). No processo
de purificacdo, a separacdo da cefalosporina destes compostos pode ser alcangada utilizando
resinas poliméricas neutras com a mesma estrutura da XAD4, constituidas de polimeros de
poliestireno/divinilbenzeno. Bautista et al. (2006) estudaram a adsorcao da cefalosporina C e
da desacetilcefalosporina C nas resinas Amberlite XAD4 e Amberlite XAD2, e em outras
resultantes da modificacdo quimica destas mesmas resinas. Os autores conseguiram fatores de
separacdo maiores que 1 para estes dois compostos, sendo que o melhor resultado foi obtido
com a resina XAD2-Br, resultado que viabiliza a utilizacdo destas resinas neste processo de
purificacdo em coluna. A separacdo da desacetilcefalosporina C, desacetoxicefalosporina C e
cefalosporina C também foi alcancada utilizando colunas empacotadas com as resinas
Amberlite XAD16 e XAD18 (FISHER et al., 2011). Apesar de essas resinas possuirem
mesma estrutura quimica, elas diferenciam-se entre si pela area superficial, pelo didametro de
poro e didmetro médio de particula, parametros que também interferem na eficiéncia da
separacao.

Como estes intermediarios ndo estdo disponiveis no mercado para aquisicao,
propos-se a adicdo de cefalosporina C a fracdo 1 para verificar se a cromatografia em resina
XAD4 seria capaz de separar a cefamicina C da cefalosporina C. A cefalosporina C estaria
simulando a presenca dos intermediarios citados.

No primeiro experimento em coluna utilizando a cefalosporina C, foi feita a
eluicdo em gradiente linear de solugdo de etanol (Figura 4.29), para verificar quais
concentragdes de etanol deveriam ser usadas para obter a separacdo dos compostos

monitorados. Como observado no experimento anterior, a cefamicina C foi pouco adsorvida,
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sendo que grande parte do composto aplicado saiu na lavagem com &gua. Ja a cefalosporina
aplicada foi totalmente adsorvida, ja& que ndo foi detectada na saida da coluna durante as
etapas de alimentacdo e lavagem. Ao iniciar a eluicdo, a cefamicina C comecou a ser
dessorvida em uma concentracédo de eluente em torno de 1% EtOH. Ja a cefalosporina sé foi
dessorvida em uma concentracdo préxima de 3% EtOH. As medidas de absorbancia nos
comprimentos de onda 254 e 280 nm acompanharam o pico da cefamicina C, enquanto que a
medida no comprimento de onda de 310 nm acompanhou o pico da cefalosporina C. Este
comportamento fortalece a suspeita de que alguns dos contaminantes presentes na fragdo 1
sejam realmente os intermediarios citados.
Figura 4.29- Perfil de adsorcéo e eluigdo da fragdo 1 adicionada de cefalosporina C em coluna de leito fixo

empacotada com a resina Amberlite XAD4, a uma vazdo de alimentac&o e elui¢do de 5,0 mL/min, 20°C, caldo
pH 2,68. Eluicdo em gradiente linear de solugdo de EtOH.
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O FR total da cefamicina C neste experimento foi de 74,8%, sendo que 29,3%
foram recuperadas durante a lavagem e 45,5% durante a eluicéo.

Determinada a concentracdo em que cada um dos antibioticos é eluido da
coluna, outro experimento em coluna semelhante foi realizado, mas agora utilizando eluigédo
gradiente em degrau — primeiramente eluindo com solugdo 1% EtOH, em seguida com

solugéo 3% EtOH. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 4.30.
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Figura 4.30 - Perfil de adsorc¢&o e eluicdo da fracdo 1 adicionada de cefalosporina C em coluna de leito fixo
empacotada com a resina Amberlite XAD4, a uma vazéo de alimentag&o e eluigdo de 5,0 mL/min, 20°C, caldo

pH 2,68. Eluicdo em gradiente degrau de solugdo de EtOH.
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Neste ensaio, o FR total da cefamicina C foi de 68,3%, os FR da lavagem e
eluicdo foram, respectivamente, 35,5% e 32,8%.

A cefamicina C foi completamente eluida ao passar a solugdo 1% EtOH. A
cefalosporina comegou a ser eluida também nesta concentracdo de eluente, terminando a
dessorcao ao passar a solucdo 3% EtOH. As primeiras fracbes da eluicdo da cefamicina C néo
continham cefalosporina C, assim como as ultimas fracbes de cefalosporina ndo continham
cefamicina C. Assim, o método proposto foi capaz de separar estes dois compostos, e talvez
também seja capaz de separar a cefamicina C da desacetilcefalosporina C e a

desacetoxicefalosporina C.

4.5 — Purificacdo da Cefamicina C em coluna de leito fixo na resina Amberlite XAD16

As resinas XAD4 e XAD16 sdo constituidas da mesma matriz de poliestireno
divinilbenzeno. Elas diferem entre si na area superficial e distribuicdo de tamanho de poros,
que podem levar a diferencas na capacidade de adsorcdo e na seletividade do material.
Baseado nestas diferencas e nos resultados obtidos por Fisher, Maikner e Gehris (2011), que
conseguiram a separacdo da cefalosporina C da desacetilcefalosporina C e da
desacetoxicefalosporina C utilizando processo em coluna com a resina Amberlite XAD16,
decidiu-se também avaliar esta resina na purificagdo da cefamicina em coluna. Para a XAD16,

foram repetidos os ensaios em coluna feitos com a XAD4, utilizando na alimentacéo o caldo
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ultrafiltrado, a fracdo 1 obtida da coluna de troca ionica com a QXL e a fragcdo 1 adicionada
de cefalosporina C.

4.5.1-. Purificacao do caldo de cultivo contendo cefamicina C

A Figura 4.31 apresenta os resultados obtidos utilizando como alimentagéo da
coluna o caldo ultrafiltrado. Para a resina XAD16, nédo foi feita eluicdo com solucéo de etanol
5%. Como foi observado na coluna com a resina XAD4 que a cefamicina C era dessorvida em
concentracdo menor de etanol (1%), escolheu-se primeiramente este valor para avaliar a
eluicdo com a resina XAD16.

Figura 4.31 — Perfil de adsorcéo e elui¢do da cefamicina C e compostos com atividade antibacteriana presentes

no caldo ultrafiltrado, em coluna de leito fixo com a resina Amberlite XAD16, a uma vazdo de alimentacéo e
elui¢do de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 2,68.
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Como ocorreu na XAD4, a cefamicina comecou a dessorver da coluna ja na
etapa de lavagem com o tampdo, terminando a dessor¢do ao passar a solucdo de etanol 1%.
N&o houve a separacdo de diferentes picos e as medidas de absorbancia nos comprimentos de
onda monitorados seguiram o perfil de cefamicina C na saida da coluna. Como ndo foram
detectados picos na eluicdo nas concentragcbes maiores de etanol (2% e 3%), nédo foi feito
outro experimento de coluna utilizando etanol 5% na eluicdo. O FR total da cefamicina C
neste experimento foi de 79,1%, sendo que 0,6% foram recuperadas durante a alimentacéo,

43,5% durante a lavagem e 35,0% durante a eluigé&o.
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4.5.2-. Purificacdo da cefamicina C presente na fragdo 1 oriunda da coluna

de troca idnica

O experimento em coluna utilizando a fracdo 1 na alimentacdo mostrou um
deslocamento do pico da cefamicina C em relacdo ao pico correspondente a medida no
espectro no comprimento de onda de 310 nm (Figura 4.32). Nos outros comprimentos de onda
monitorados, os picos coincidiram com o da cefamicina. Este comportamento foi 0 mesmo
observado na coluna com a resina XAD4, ou seja, alguns compostos que absorvem luz em
310 nm foram mais retidos na coluna que a cefamicina C. Neste ensaio, 0 FR total da
cefamicina C foi de 86,0%, sendo que 35,0% foram recuperadas na lavagem e 51,0% na
eluicéo.

Figura 4.32 - Perfil de adsorc&o e eluicdo da cefamicina C e compostos com atividade antibacteriana presentes

na fragdo 1, em coluna de leito fixo com a resina Amberlite XAD16, a uma vazéo de alimentagdo e elui¢do de
5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 2,68.
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O processo em coluna com a resina XAD16 também foi capaz de separar a
cefamicina C da cefalosporina C (Figura 4.33). Como aconteceu com a XAD4, a cefamicina
C comegou a ser eluida ainda na lavagem com o tampao, livre de cefalosporina C. As fragdes
iniciais da eluicdo com etanol 1% também continham apenas cefamicina. A cefalosporina C
foi mais retida na coluna, mas também comecou a ser eluida ao passar a solucao de etanol 1%.
As fragdes finais de cefalosporina C, eluidas em etanol 3%, estavam livres de cefamicina C.

Neste ensaio, 0 FR total da cefamicina C foi de 88,0%, os FR da lavagem e

eluicdo foram, respectivamente, 37,0% e 52,0%.
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Figura 4.33 - Perfil de adsorc¢&o e eluicdo da cefamicina C, cefalosporina C e compostos com atividade
antibacteriana presentes na fracdo 1 adicionada de cefalosporina, em coluna de leito fixo com a resina Amberlite

XAD16, a uma vazao de alimentacao e eluicdo de 5,0 mL/min, 20°C, caldo pH 2,68.
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4.6 — Comparacao entre os processos em coluna com as resinas XAD4 e XAD16

A Tabela 4.13 apresenta os valores dos momentos - p, o - e das eficiéncias de
separacao (ES) obtidos para a cefamicina C e a medida de contaminantes no comprimento de
onda de 310 nm.

As eficiéncias de separacdo foram similares para os experimentos CX1 e CX4,
em que foram utilizados na alimentagéo da coluna o caldo ultrafiltrado e o caldo clarificado, e
solugdes de EtOH 5 e 1% durante a eluicdo, respectivamente. Estes resultados mostraram que
a pre-purificacdo do caldo ndo influenciou na separacdo da cefamicina C dos contaminantes
monitorados no comprimento de onda de 310 nm.

A redugdo da concentragdo de etanol no eluente ndo alterou a eficiéncia de
separacdo, mas aumentou a largura do pico da cefamicina C. Os resultados obtidos nos
experimentos CX1 e CX4 mostraram que houve um aumento no valor de o° ao reduzir a
concentracdo de etanol de 5 para 1%. Nos adsorventes poliméricos, geralmente os solventes
utilizados na eluig&o s&o adsorvidos no adsorvente e em muitos casos eles penetram na matriz
polimérica, resultando em um deslocamento por solvente dos componentes adsorvidos (LEE,
PARK e MOON, 1997). Considerando este mecanismo, seria necessario que o etanol

penetrasse nos poros da resina para deslocar a cefamicina C adsorvida e entdo ficar adsorvido
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no sitio ativo. Como o fluxo difusivo é proporcional ao gradiente de concentragdo, quanto
maior a concentracdo de etanol na fase liquida, maior o fluxo de difusdo deste solvente nos
poros da resina. Provavelmente por isso a dessorcdo total da cefamicina C na concentracéo de
5% de etanol foi atingida mais rapidamente, resultando em um pico mais estreito. Lee, Park e
Moon (1997) também observaram uma diminui¢do na largura e aumento na altura do pico de
dessorcédo da cefalosporina C ao aumentar a concentracdo de isopropanol no eluente.

Tabela 4.13 - Valores dos momentos e eficiéncias de separacdo calculados para os picos da cefamicina C e o
pico correspondentes a absorbancia no =310 nm nos experimentos em coluna com as resinas XAD4 e XAD16.

Experimento/ Alimentacdo Eluicdo ™ 61’ Lo 6’ ES
Resina
CX1/ XAD4 Caldo EtOH 5% 106,63 94,62 115,24 260,4 0,69

ultrafiltrado

CX3/ XAD4* Caldo EtOH 1% 71,63 374,15 - - -
ultrafiltrado

CX4/ XAD4 Caldo EtOH 1% 52,02 170,2 62,08 395,9 0,62
clarificado

CX5/ XAD4 Fracdo 1  EtOH 1% 49,19 108,42 63,82 410,49 1,01

QXL
CX6/ XAD4  Fracdo1l+ Gradiente 63,26 84,92 7561 199,01 1,08
cefalosporina  linear
EtOH

CX7/XAD4 Fragdo 1+ EtOH1% 72,37 178,12 88,19 366,5 0,99
cefalosporina e 3%

CX8/XAD16 Caldo EtOH 1% 70,45 132,54 90,36 488,54 1,25
ultrafiltrado

CX9/XAD16 Fracédo 1 EtOH 1% 64,38 74,08 69,11 137,23 0,47
QXL

CX10/XAD16 Fracdol+ EtOH1% 64,42 89,64 69,88 176,3 0,49
cefalosporina e 3%

*Nao foi possivel calcular os momentos para o pico de medida de absorbancia a 310nm porque ao final da
eluicdo a absorbancia apresentou valores negativos.

Para a cefamicina C, a resina XAD16 proporcionou picos mais estreitos que a

XAD4, verificado pelos menores valores de o°

obtidos com a primeira resina. Esse
comportamento pode ser devido ao maior tamanho dos poros da XAD16 em relacdo a XAD4,

0 que facilita a difuséo das moléculas de cefamicina C no interior da particula. Os resultados
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obtidos nos ensaios cinéticos de adsorcdo reforcam esta hipotese, ja que o coeficiente de
difusdo estimado para a XAD16 foi maior que para a XAD4. Apesar da maior variancia no
tempo de retencdo dos picos, a resina XAD4 apresentou, em geral, maiores eficiéncias de
separacao que a resina XAD16, em relacdo aos contaminantes monitorados.

As eficiéncias de separacao entre a cefamicina C e a cefalosporina C também
foram calculadas para os experimentos CX6, CX7 e CX10 (Tabela 4.14).

Tabela 4.14 - Valores dos momentos e eficiéncias de separacéo calculados para os picos da cefamicina C e da
cefalosporina C nos experimentos em coluna com as resinas XAD4 e XAD16

Experimento/ Alimentacdo Eluicdo  p 61’ Lo 6, ES
Resina

CX6/ XAD4 Fracdo 1 + Gradiente 63,26 84,92 78,39 46,96 1,90
cefalosporina linear
EtOH

CX7/XAD4 Fraghio 1+ EtOH 1% 72,37 178,12 102,59 185,26 2,24
cefalosporina e 3%

CX10/XAD16 Fracdol+ EtOH1% 64,42 89,64 90,45 357,49 1,95
cefalosporina e 3%

Novamente, a maior eficiéncia de separacdo foi obtida com a resina XAD4
qguando foi utilizado gradiente degrau de etanol na eluicdo. Mas o maior valor foi obtido
porque na resina XAD16 a dispersdo do pico da cefalosporina C foi muito alta, aumentado
muito o valor do denominador no célculo da ES (equacéo 3.23) e resultando, assim, em um
valor de ES menor. Como estes trés experimentos tiveram volumes de leito da coluna e
volumes das solugcbes de alimentacdo e lavagem semelhantes, os valores de p podem ser
comparados. A retencdo da cefamicina C na resina foi maior na coluna com a resina XAD4,
comparando os experimentos CX7 e CX10, ambos com o mesmo método de eluicdo. Este
comportamento também pode ser devido a maior resisténcia difusional oferecida pelos poros
de menor didmetro da XAD4. A eluicdo em modo gradiente linear diminuiu a retencdo da
cefamicina C e da cefalosporina C e também a dispersdo dos respectivos picos. Como neste
modo de eluicdo a forca de eluente aumenta gradualmente com o tempo, 0 aumento da
concentracéo de etanol favoreceu a dessor¢do dos componentes.

A Tabela 4.15 apresenta os fatores de recuperacdo da cefamicina C livre de
cefalosporina C nos experimentos em que este Gltimo antibidtico foi adicionado a

alimentacdo. Estes valores foram calculados para as etapas de lavagem e eluicdo e o valor
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total representa a soma dos dois anteriores. Foram medidos também o volume total de fracdes
em que esta cefamicina foi coletada e a concentragdo final obtida.

Tabela 4.15 - Fatores de recuperacdo da cefamicina C totalmente separada da cefalosporina C nos ensaios em
coluna com as resinas XAD4 e XAD16.

Experimento/ Fator de recuperacéo da Volume total Concentracgéao
Resina Cefamicina C livre de
cefalosporina C (%6) (mL) (mg/L)

Lavagem Eluichio  Total

CX6/ XAD4 29,28 19,7 48,97 265 3,7
CX7/XAD4 35,53 17,12 52,65 335 3,13
CX10/XAD16 36,57 22,45 59,01 280 5,91

Aproximadamente metade da cefamicina C aplicada no leito € recuperada livre
de cefalosporina C. Como a cefalosporina permanece retida no leito durante a lavagem da
coluna, nesta etapa ha separacdo completa dos dois antibioticos e é o periodo no qual a maior
parte da cefamicina C é recuperada.

Como a resina XAD16 provoca menor dispersao dos picos dos antibiéticos, a
cefamicina C foi recuperada em um menor volume de fracbes e consequentemente, esta resina
forneceu solugbes mais concentradas em cefamicina C que a XAD4. Apesar da purificacdo
obtida, o processo levou a uma diluicdo do antibidtico em relagdo a concentracdo na
alimentacdo e por isso uma etapa posterior de concentracdo deve ser empregada, como a
nanofiltracdo, por exemplo.

Levando em consideracdo os resultados de equilibrio e cinética de adsorcéo e
0s resultados dos processos em coluna, a resina XAD16 apresentou vantagens em relacdo a
XAD4. Além de ter apresentado capacidades de adsorcdo e afinidades ligeiramente maiores
gue a XAD4, a cinética nesta resina foi mais rapida e esta caracteristica influenciou nos
processos em coluna, em que foram obtidos picos mais estreitos contendo cefamicina C, e por

consequéncia, fragdes mais concentradas.
4.7 — Consideracdes finais
Os processos de purificagdo estudados neste trabalho mostraram-se eficientes

na obtencdo de uma fracdo purificada contendo cefamicina C. Os processos em coluna

empregando primeiramente a troca ionica seguida da adsor¢do em fase estacionaria C18
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mostrou uma purificagéo significativa, sendo observada pela visualizagdo dos cromatogramas
a 254 nm das fragdes coletadas, em que hé quase que exclusivamente o pico da cefamicina C,
e pelos resultados de espectrometria de massas, em que houve diminui¢do dos contaminantes
presentes no caldo inicial. Os processos em coluna utilizando a troca idnica seguida da
adsorcdo nas resinas neutras XAD4 ou XAD16 também se mostraram eficientes. Nestes
processos alcangou-se a separacgdo parcial do pico da cefamicina C e do pico correspondente a
medida de absor¢do no comprimento de onda de 310 nm, e na separacdo da cefamicina C e da
cefalosporina C.

Como a avaliagdo da separacdo e purificagdo dos processos envolvendo a
adsorcdo no adsorvente C18 e nas resinas XAD4 e XAD16 foram diferentes, ndo foi possivel
avaliar qual deles foi mais eficiente. Levando em consideracdo o custo do processo e a
utilizacdo de reagentes e solventes menos nocivos ao meio ambiente, o processo sugerido
apos a etapa de troca idnica é a coluna de leito fixo com a resina XAD16. A adsorcdo no
cartucho de SPE C18 envolveu o uso de metanol, que é um solvente tdxico, e o custo da fase
estacionaria € muito maior que o custo das resinas poliméricas.

Assim, 0 processo proposto para purificacdo da cefamicina C a partir do caldo
de cultivo envolve as seguintes etapas: centrifugacdo, microfiltracdo e ultrafiltracdo para
retirada de insolGveis e macromoléculas de tamanho maior que 3 KDa; adsor¢do em reator de
mistura utilizando a resina Amberlite XAD4, pH 6,6, para retirada de contaminantes; troca
ibnica em coluna de leito fixo utilizando a resina Q Sepharose XL; adsorcdo em coluna de

leito fixo utilizando a resina Amberlite XAD16.
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5. CONCLUSOES

As curvas de ruptura realizadas para o processo de troca ionica na resina QXL
mostraram que a variacao da vazao de alimentacdo e de eluicdo no intervalo de 2,5 mL/min a
7,5 mL/min néo influenciou nas eficiéncias de recuperacdo do produto e de utilizacdo do leito,
nem nos picos obtidos na eluigdo da coluna. Foram obtidos altos valores de eficiéncia de
utilizacdo do leito e de recuperacédo do produto, entre 92 e 99%. A vazdo de 7,5 mL/min é a
mais indicada para ser usada no processo, ja que proporcionou uma maior produtividade.

A eluigdo da coluna com a resina QXL no modo isocratico, com solugdo de
NaCl 1%, também possibilitou a separacao de dois picos com atividade antimicrobiana, como
no método gradiente em degrau previamente desenvolvido. Este modo de eluicdo isocratico
mostrou-se mais adequado, pois a cefamicina C adsorvida é recuperada em um pico de menor
volume de solugdo, estando, assim, mais concentrada que no método anterior. Além disso, no
modo de elui¢do isocratico a duragdo do processo é menor.

A partir dos resultados da analise de espectrometria de massas, conclui-se que
0 processo de troca idnica seguido da adsorcdo em fase estacionaria C18 foi capaz de separar
a cefamicina C de um (ou mais) composto(s) com a razdo m/z correspondente a molécula de
lisina e diminuir a concentracdo de compostos com as razdes m/z correspondentes as
moléculas dos contaminantes penicilina N, deacetilcefalosporina C e deacetoxicefalosproina
C.

As isotermas de adsorcéo realizadas com as resinas poliméricas neutras XAD4
e XAD16 mostraram que o aumento do pH desfavorece a adsor¢do da cefamicina C. A
melhor condicdo de pH encontrada para a adsorcéo foi em torno de 2,6, na temperatura de
15°C. Para valores de pH acima de 4,6 a adsorcdo foi muito baixa e nesta faixa de pH a
adsorcédo ndo pareceu ser influenciada pela temperatura.

O modelo de Langmuir mostrou-se adequado para descricdo dos resultados
experimentais de equilibrio nos valores de pH préximos a 2,6. Nas outras condi¢des de pH
estudadas (4,6 e 6,6) o modelo linear foi 0 mais apropriado para descrever o equilibrio de
adsorcéo.

A afinidade da cefamicina C pela resina XAD16 foi um pouco maior que pela
resina XAD4. O aumento da temperatura de 15 para 30°C levou a uma reducéo na afinidade,
nas condigdes de pH proximas a 2,6. Nas outras condi¢cdes de pH, houve uma tendéncia de

pequena reducdo da afinidade com o aumento da temperatura, exceto para a resina XAD4 a
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30°C. Comparando com outros antibidticos, a cefamicina C tem uma afinidade menor por
estas resinas.

A cinética de adsorcdo e dessorcdo da cefamicina C na resina XAD16 foi mais
rapida que na XAD4. Os valores dos coeficientes de transferéncia de massa - difusividade e
coeficiente de pelicula — obtidos apds ajuste ao modelo cinético de adsor¢cdo foram maiores
para a XAD16.

Os experimentos em colunas de leito fixo com as resinas XAD4 e XAD16
mostraram que a cefamicina C € pouco retida no leito. Entretanto, das analises das curvas de
ruptura para a resina XAD4 observou-se que a capacidade de retencdo no leito pode ser
aumentada com o aumento da concentragéo inicial da cefamicina C na alimentagdo. A XAD4
apresentou maiores capacidades de retencdo que a QXL, mas a eficiéncia de utilizacdo do
leito foi menor, de cerca de 30%.

Quando foram utilizados na alimentacdo da coluna o caldo ultrafiltrado ou
caldo clarificado, e na eluigéo as solucgdes de EtOH 1 ou 5%, os processos em coluna com as
resinas XAD4 e XAD16 ndo proporcionaram a separacdo da cefamicina C de outros
compostos monitorados no experimento. J& 0s processos em coluna com as duas resinas,
utilizando como alimentacédo a fracdo 1, oriunda da troca idnica, adicionada de cefalosporina
C, e a eluicdo com solucéo de EtOH 1% e 3% promoveram a separacao da cefamicina C e da
cefalosporina C.

Nos experimentos em que foi adicionado cefalosporina C na alimentacdo, a
analise dos processos por meio da teoria dos momentos mostrou que o tempo de retencdo da
cefamicina C na coluna da XAD4 foi ligeiramente maior que na XAD16. Durante a eluicéo, a
dispersdo dos picos na resina XAD16 foi menor, o que levou a obtencdo de uma fracdo
purificada mais concentrada em cefamicina C.

Os resultados de afinidade, capacidade de adsorcéo e eficiéncias de separacdo
das resinas XAD4 e XAD16 obtidos neste trabalho foram semelhantes, mas a XAD16 se
diferenciou por oferecer menor resisténcia a transferéncia de massa e cinéticas de adsorcéo e
dessor¢do mais rapidas. Estas caracteristicas levaram a obtengdo de picos com menor
dispersdo e mais concentrados nos processos em coluna.

Os processos em coluna estudados neste trabalho, empregando a troca idnica
com a resina QXL seguida de adsorcéo em silica C18 empacotada no cartucho SPE, ou troca
ibnica com a resina QXL seguida da adsor¢do em resinas poliméricas neutras (XAD4 ou
XAD16) apresentaram seletividade e capacidade de resolucdo suficientes para separar a

cefamicina C de compostos com estruturas quimicas muito semelhantes entre si. Ao final,
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foram obtidas fragcbes contendo cefamicina totalmente ou parcialmente separadas de alguns
contaminantes presentes no caldo (lisina, penicilina N, desacetilcefalosporina C e
desacetoxicefaloaporina C) e da cefalosporina C, que foi adicionada para simular a presenca

de contaminantes no caldo que nédo podem ser quantificados.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho foram avaliados processos de adsorcéo e troca idnica utilizando
trés adsorventes previamente selecionados. Tendo em vista os resultados obtidos, algumas
sugestdes sdo propostas para melhoria do processo em estudo:

e Estudos dos processos de microfiltracdo e ultrafiltracdo na purificacdo da
cefamicina C e avaliacdo da possibilidade de retirada de uma destas etapas do processo sem
causar prejuizos as etapas posteriores.

e Otimizar o processo de dessorcdo da cefamicina C na resina XAD4 em
reator de mistura, com o intuito de recuperar a cefamicina C adsorvida na etapa de retirada de
contaminantes do caldo ultrafiltrado.

e Identificacdo dos contaminantes majoritarios presentes na fracdo obtida na
coluna de troca idnica. Desta maneira, serd possivel concluir se a reducdo dos contaminantes
observada por meio da analise de espectrometria de massas foi atingida no processo de troca
ibnica ou na etapa de adsor¢do no cartucho de fase estacionaria C18.

e Selecdo de outras resinas de troca anidnica com maior capacidade de
adsorcéo da cefamicina C.

e Avaliacdo de outras resinas de interacdo hidrofébica que proporcionem
maiores diferencas de seletividade entre a cefamicina C e os contaminantes presentes.

e Estudar a adsor¢do em processos continuos, como o leito moével simulado,
que proporciona maiores produtividades e melhores fatores de purificagéo.

e Estudo do processo de nanofiltragdo com o objetivo de concentrar a

cefamicina C obtida nas fracBes das colunas com as resinas QXL, XAD4 e XAD16.
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