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RESUMO

Propbs-se e estudou-se a extracdo do acido claswl&o meio fermentado, sua
concentracdo e purificacdo, atraves da comparagdioid métodos de extracdo liquido-
liguido, seguida de adsor¢do em coluna de leit@ foom as resinas (polimérica
hidrofébica e de troca ibnica). As etapas de edtraeg adsorcdo, propostas neste trabalho,
foram avaliadas em termos do Rendimento (R), a f&opurificacdo (FP) e o fator de
concentracdo (FC). Para isso foram realizadas gddsacom varios solventes organicos,
sendo estes o acetato de etila, acetato de bAtlatanol, n-butanol e metil-isobutil-
cetona. Estas extragbes foram feitas na temperatutaente, diferentes valores de pH
(2,0; 3,0; 4,0 e 5,0) e em diferentes razdes danwelentre as fases aquosa e organica
(VFA/VFO). Apos a extragdo com o solvente organasplucdo foi re-extraida com uma
solucdo tampao fosfato. Também foram realizadasgdes com sistemas de duas fases
aquosas (SDFA) formadas por polietiieno glicol (PE& fosfato. As condi¢des
experimentais foram: temperatura ambiente; pH d& &, 7,0; e diferentes pesos
moleculares de PEG (400, 600, 4000). Para as éefsacealizadas com solventes
organicos, foi avaliada a purificacdo do acido glawmico através de adsorcdo por troca
ibnica com a resina Amberlite IRA-400 em colundeai® fixo, na temperatura de 10°C e
pH 6,2. ApGs a adsorcgdo por troca idnica a colonéafada com agua milli Q, sendo que
a eluicéo foi estudada com diferentes composicaesohlicdo constando de NaCl 5% (p/v)
e tris - HCI. A eluicdo foi realizada a pH 6,2 ez&a de alimentagdo em torno de 6
mL.min-1. A solug&o eluida da troca i6nica foi aimada em uma coluna recheada com a
resina Amberlite XAD-4, na temperatura de 10°C e @#H6,2. Para as extracbes com
SDFA avaliou-se separadamente a aplicacdo da ifbot e da adsor¢do ndo especifica

com a resina Amberlite XAD-4, para a separagéo @ala PEG.



ABSTRACT

A study was made of the extraction of clavulanid §€A) from a fermented medium and
its concentration and purification, based on a canspn of two liquid-liquid extraction
methods, followed by adsorption in a fixed bed omlucontaining resins (hydrophobic
polymeric resin and ion exchange resin). The eitracand adsorption steps proposed
here were evaluated from the standpoint of Yield, (jurification factor (PF) and
concentration factor (CF). The extractions wenied out with the organic solvents ethyl
acetate, butyl acetate, 2-butanol, n-butanol anthyhésobutyl ketone. These extractions
were carried out at ambient temperature, pH vahfe2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 and with
different volume ratios of agueous phase and ocgphase (Me/Vop). After extraction
with the organic solvent, the solution was reex@dovith a phosphate buffer solution.
Extractions were also done with two-phase aqueowstems (TPAS) composed of
polyethylene glycol (PEG) and phosphate. The erpamtal conditions were: ambient
temperature, pH of 6.0 and 7.0, and different mdbrcweights of PEG (400, 600, 4000).
For the extractions involving organic solvents,eaaluation was made of the purification
of clavulanic acid by ion exchange adsorption withberlite IRA-400 resin in a fixed bed
column at a temperature of 10°C and pH 6.2. Aftlsogption by ion exchange, the column
was washed with Milli-Q water and the elution wasdged with different compositions of
a solution composed of NaCl 5% (p/v) and Tris-HRe elution was carried out at pH 6.2
and a feed flow of approximately 6 mL.rifinThe solution eluted from the ion exchange
was fed into a column filled with Amberlite XAD-4sin at a temperature of 10°C and pH
of 6.2. For the TPAS extractions, the applicat@hnion exchange and nonspecific
adsorption with Amberlite XAD-4 resin for the segigon of CA from PEG was evaluated

separately.

Vi
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1. INTRODUCAO

O &cido clavulanico (AC) é um potente inibidor @lactamases, usado com penicilinas
dando a elas protecdo contra estas, enzimas qu@redazidas pelas bactérias resistentes a
antibidticos 3-lactamicos. O acido clavulanico é produzido pel@roorganismoStreptomyces
clavuligerus, e purificado a partir de caldos fermentados, oradepurificacdo consiste
primeiramente na separagdo de insollveis, utilizarsl processos de filtracdo, microfiltracédo e
centrifugacado, seguida de uma concentracdo atdevésna extracdo liquido-liquido e por fim a
concentracao e cristalizacdo do antibiotico (Nabalardoso, 1994).

Porém uma das grandes limitagBes das técnicadvetas esta na aplicacdo em escala
industrial, pois esta envolve grandes volumes deragdio e a capacidade de recuperacdo é
relativamente baixa. Assim, a escolha de um proceigsel e dos reagentes a serem utilizados,
levando-se em conta a sua reutilizacdo, sdo famet=rminantes para implementacdo de um
processo de purificacdo que vise baixar o cusfwragucéo (Almeida, 2003).

Tendo em vista a grande importancia dos antibistloeta-lactamicos e por sua vez do
acido clavulanico tanto no aspecto terapéutico iguanondmico, varios trabalhos na Area de
Pesquisa da Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar séndo desenvolvidos visando sua
producdo, separacao e purificacdo em processogmrcionais € ndo convencionais.

Visando contribuir com os estudos de separac¢acificagdo propds-se esta dissertacao
de mestrado, cujo objetivo geral foi investigarxaragdo liquido-liquido do acido clavulanico
como uma etapa de concentracdo e possivel puéficapguindo-se de uma etapa especifica de
purificacdo por adsorcao de troca ibnica e adsargacespecifica.

Para que este objetivo geral fosse satisfeito gsises objetivos especificos foram
propostos:

= Para as extracdes liquido-liquido: determinar dicieate de particdo do &cido clavulanico
em solventes organicos e naqueles formados pensistde duas fases aquosos (SDFA)

compostos por polietileno glicol (PEG) e fosfato;



Estudar a re-extracdo do AC dos solventes orgarecasaliar a possibilidade de re-
extracdo do AC extraido do PEG, através da utliaata troca ibnica e da adsorcéo;
Para a troca ibnica: avaliar o fator de concentraca fator de purificacdo em diferentes

condi¢des de eluicdo na coluna de troca ibnica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibi6ticos

Segundo o conceito original de Waksman apud (Osetkal.,1978), estabelecido em
1942, dava-se o nome de antibidticos as substamt@mradas por seres vivos (geralmente
microscopicos) dotados de atividade antimicrobiah@&ndo como tdxicos seletivos, em pequenas
concentracdes. Porém com a sintese em laboratramtijos antibiéticos, a criagdo de métodos
cataliticos para maior rendimento dos processosdigiativos e, entre outros fatores, a obtencao do
ndcleo ativo de alguns antibiéticos, particularreedtais penicilinas e cefalosporinas, exigiram
modificagbes no conceito de Waksman e a introddedioova terminologia. Assim, atualmente, se
designa por antibidtico toda a substancia origieak® obtida na natureza a partir de
microrganismos (fungos, actiniomicetos ou bactfrasextraida de vegetais, capaz de atuar em
pequenas concentragdes contra agentes infecciositd no tratamento de algumas neoplasias
(Oselka et al,1978).

O mais famoso exemplo é a inibicdo de crescimenefqgi observado por Alexander
Fleming 1928 (publicada em 1929), quando o crestionge Staphylococcus em placa de Petri foi
inibido por uma cultura contaminante, o fungo Piinim notatum. O contaminante Penicillium
produziu a penicilina, um antibiotico. A penicilifiai o primeiro antibiotico a ser produzido
industrialmente e, muito do que se aprendeu nafge@ncia das observacfes laboratoriais de
Fleming para uma operagdo em larga escala, ecoammite viavel, pavimentou o caminho para a
producao de outros agentes quimioterapicos, a megid foram descobertos (Crueger, 1984).

Aproximadamente 6000 dessas substancias sdo cdabea no minimo 91 sé&o
produzidas comercialmente por fermentacédo. Ouaaibioticos semi-sintéticos tém aplicacbes
clinicas. Cloranfenicol e pirrolnitrina foram omgilmente descobertos como compostos
microbianos, mas agora sdo produzidos quimicaniémteitro”. Os antibidticos sdo produzidos
por bactérias e fungos. Apenas 10 dos antibiotioodhecidos e produzidos comercialmente sédo

provenientes de fungos.



Dentre os mesmos, somente as penicilinas, cefalaggp griseofulvina e acido fusidico
sdo clinicamente importantes. Nas bactérias, erisiguns grupos taxonémicos importantes que
produzem antibiéticos. A grande variedade quantestiutura e numero de antibidticos é
encontrado nos actinomicetos, especialmente na@&ieeptomyces. Outro importante grupo de
substancias € o dos antibidticos polipeptidicodymimos pelas bactérias do género Bacillus

(Crueger, 1984)

2.2 Acido clavulanico

O &cido clavulanico é uma substancia de ocorrémafiaral detectada pela primeira vez
em culturas de Streptomyces clavuligerus, por psadares do Beecham Laboratories na
Inglaterra (Brown et al., 1976) apud (ButterwottB84). Foi isolado e teve sua estrutura elucidada
por (Howarth et al, 1976). E uma substarfclactamica formada pelos anéis: o gdactamico e
0 anel oxazolidino condensados. Diferentementedaiilinas e cefalosporinas, possui um atomo
de oxigénio no lugar de um atomo de enxofre (Hdwartal.,1976) apud (Butterworth, 1984). Sua

estrutura quimica pode ser observada através deaFlg

H H /CHZOH
f - 0 /C\
Hﬂ = H
Ng,
o% H” 'COOH

Figura 1: Estrutura quimica do acido clavulanicedéing & Cole, 1977).

O &cido clavulanico, produto do metabolismo secriadde alguns actinomicetos, €
conhecido como um potente inibidor pldactamases, enzimas que clivam o gikdctamico de
penicilinas e cefalosporinas, fazendo com que estBpostos percam as suas atividades
antibacterianas (Reading e Cole, 1977). Membros g8oero bacteriologico Streptomyces
caracterizam-se pela grande capacidade de prodomr variedade de metabdlitos secundarios,

dentre os quais os composfbactamicos. Os antibidticdslactamicos compdem um dos grupos



de farmacos mais importantes, nos aspectos terepéuicomercial. Aproximadamente 60% do
mercado mundial de antibidtico é relativo a conadizacao destes compostos (Mayer et al., 1996).

Esta inibicdo € especifica e irreversivel tendociddaclavulanico sido, por causa disso,
apelidado de “antibidtico suicida”. Assim, com aglescoberta, abre-se a possibilidade de sua
utilizacdo associado as penicilinas sensivei-a€tamases que assim poderdo atuar. Gragas a
inativagdo enzimética, a penicilina G e a ampiailie seus analogos e derivados) terdo seus
espectros ampliado, passando a atuar contra ceparsoanente resistentes de Staphylococcus,
Klebsiella, Proteus e E. Coli (Fonseca, 1984).

A combinacgdo do &cido clavulanico com penicilieasefalosporinas, entre outros, tem
potencializado a atividade antibacteriana de taipostos. A associacdo deste a uma penicilina
semi-sintética denominada amoxicilina, é o exemplos relevante de utilizagdo comercial de
antibioticos sensiveis Brlactamases juntamente com substéncias inibidarasad enzimas. No
Brasil, o medicamento CLAVULI®, comercializado pela SMITHKLINE BEECHAM
Farmacéutica, € um exemplo deste tipo de assodjtgier e Deckwer, 1996).

O acido clavulanico é produzido por via fermentafor varias espécies de Streptomyces
entre elas o Streptomyces clavuligerrus, bactélaanéntosa estritamente aerdbia, produtora de
varios tipos de antibiéticos como desacetoxicefaldsa C, penicilina N e cefamicina C, entre
outros (Reading e Cole, 1977).

O 4&cido clavulanico ndo possui nenhum grupo forteenehidrofobico e apresenta
velocidades de degradacao elevadas em regideabfgit > 7,5) e acidas (pH<4,5) (Bersanetti et
al., 2005). Isso leva a rendimentos de recuperagésiderados baixos, durante 0os processos de
purificacdo e principalmente de extracdo, quandopawados a outros compost@dactamicos

(Mayer et al, 1997).



2.3 Separacdao e purificacdo de bioprodutos

Conforme citado por Blanch (1997) os processos ideeparacdo sdo divididos em

quatro etapas:

2.3.1 Separacao de materiais insoluveis

Materiais insollveis incluindo células intactasstos de células, particulas de proteinas
agregadas e nutrientes ndo dissolvidos. Nesta etsyaperacdes utilizadas sdo sedimentacéo,

centrifugacao e filtracéo.

2.3.2. Isolamento e concentracao

Geralmente se refere ao isolamento do produtoatiseias impurezas. A concentracao vai
ocorrer em todas as etapas do processo, mas € etegi@ onde ocorre uma concentracao
significativa do produto desejado. Nesta categovtdui extracdo, ultrafiltracdo, precipitacdo e

troca ibnica.

2.3.3. Purificacao primaria

E mais seletiva que o processo de isolamento, a@gwetapas da purificacdo pode separar
compostos que tenham propriedades quimicas edfigicéto similares. Técnicas da purificagdo

primaria incluem cromatografia e precipitacao foaeida.

2.3.4. Purificacao final

Muitos bioprodutos requerem uma alta pureza, como @xemplo, os produtos
farmacéuticos e terapéuticos. Apo6s a purificacmdia o produto esta quase puro. Cristalizacdo

e/ou secagem sao utilizadas para atingir a puneai f

Cada tipo de célula pode conter milhares de pra$eipois cada espécie de organismo
contém um conjunto distinto de proteinas. O isofgmena forma pura de uma determinada

proteina é realizado por diferentes métodos, sgundmao existe um método Unico ou um conjunto



de métodos aplicaveis ao isolamento de todas asipas indistintamente. Porém, para qualquer
proteina é possivel, geralmente, escolher uma seigli@e etapas de separacdo que irdo resultar
em um grau elevado de purificacdo e um alto renalione

O objetivo geral € aumentar a pureza ou a afinidadiégica da proteina desejada por
unidade de massa, pela eliminacdo das proteintigamau indesejaveis, enquanto, a0 mesmo
tempo, eleva-se o rendimento ao maximo. Ainda digedio do organismo, a proteina pode ser
intracelular ou extracelular. No caso em que agimat € extracelular, trabalha-se com o caldo

liquido. As operacdes unitarias sdo mostradasquadR.

CALDO DE FERMENTACAO

FILTRACAO CELULAS

CONCENTRACAO

Figura 2: Subprocessos de recuperacéo do produeebilar (Asenjo, 1990).

Para proteinas intracelulares, a fragédo solideéquenservada, tornando 0 processo mais
complexo. A Figura 3 mostra a separacdo de pra@edwmbinantes intracelulares, que é o caso

mais complexo.



Calde de fermentadia

Romplmenta das celulas

Separacio dos pedacos de

(carpos de inclusdoinsoliveis)

Enrolamento Correto das
das Frofeinas

Conceniragdo

Filiragdao +  Sobrenadante

menbranas ¢ demals partes insolivels

E.cali/ ! Levedura (particulas hemiogeneas)

Desnaturacio {Recuperacio das Proieinas Clonadas)

Precipitagio do Acide Nucleica

Figura 3: Subprocessos de recuperacao

A Tabela 2.1 mostra as principais etapas de segaepurificacdo de proteinas, conforme

suas propriedades, Asenjo (1990).

Tabela 2.1: Operacdes de purificacdo e separaciordeinas

Operacdes Propriedades
Centrifugacédo Velocidade
Filtracdo Tamanho da particula

Microfiltracdo

Tamanho da particula

Homogeneizacéo

Natureza intracelular

Moinho de bolas

Natureza intracelular

Ultrafiltracéo

Tamanho molecular

Extracdo em duas fases

Coeficiente de particdo

Precipitacdo

Solubilidade

Adsorcao

Forcas de Van der Waals, polaridades

Troca ibnica

Carga

InteracBes hidrofobicas

Superficie hidrofobica

Afinidade cromatografica

Afinidade biol6gica

Filtracdo em gel

Tamanho molecular

Cromatografia liquida de fase reversa

InteracG@®fdibicas e hidrofilicas




2.4 Processos de separacao e purificacao de bioputak

2.4.1 Métodos cromatograficos

A cromatografia € um método fisico-quimico de seg@n. E fundamentada na migracio
diferenciada dos componentes de uma mistura, qoueeodevido a diferentes interacdes entre a
fase moével (eluente) e a fase estacionéria (mhtEriampacotamento).

E uma técnica versatil e de grande aplicacdo devigiande variedade de combinacdes entre fases
moveis e estacionarias (Cass et. al, 2001).

A cromatografia € uma técnica de separacdo deaoulfionentes baseada na migracéo
diferencial como resultado da adsorcdo ou part@d@osolutos em uma fase estacionaria. As
técnicas de cromatografia liquida podem ser claasifs em:

= Distribuicdo: utiliza a solubilidade diferencial dena substancia em duas fases liquidas
imisciveis;

= Adsorcao: é baseado em adsorc¢ao nao especificadlidsulas alvo em um suporte sélido;

= Troca ibnica: separa moléculas baseadas no seatianseu peso molecular e carga;

= Cromatografia de afinidade: depende da adsor¢ca&espézifica das moléculas alvo em

uma fase apropriada (Collins, 1995).

2.4.1.1Cromatografia por troca i6nica

A) Mecanismo de atuacéo

No mecanismo de atuacdo da cromatografia por tidema a fase estacionaria é
altamente carregada, sendo que solutos com caegamas contrarios a esta sdo seletivamente
adsorvidos da fase movel. Os solutos adsorvidoemoder subsequentemente eluidos, por
deslocamento com outros ions, com o mesmo tipadggcporém com maior forca de interacédo

com a fase estacionaria, como pode ser observaéigma 4 (Collins, 1995).
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Figura 4: Esquema do mecanismo de troca ionicalifi€,01995).

Os diferentes graus de afinidade eletrostéticae emttrocador e os ions da fase moével
regem este tipo de cromatografia. A separacao deriaia por cromatografia por troca iénica esta
baseada na interacdo reversivel e diferencial @us da fase movel pelo trocador da matriz. A
diferenca de afinidade entre os ions da fase m@vaiatriz € devido a diferenca de carga, sendo
possivel controla-la através do pH e for¢a iGnicareio. Para que a coluna possa ser novamente

utilizada ela precisa ser regenerada, isto é gslilada com o eluente inicial.

B) A matriz
A matriz de um trocador de ions é constituida de material poroso (natural ou
sintético), inerte, insolivel em 4gua e em sol&wiganicos, apresentando ligagbes covalentes a
grupos trocadores ibnicos. Dependendo do grupadarcligado covalentemente a matriz, os
trocadores ibnicos séo classificados em anioniaagiénicos (Collins, 1995).
Os trocadores anibnicos, como o proprio nome #&dicocam anions e apresentam,
portanto, grupos iénicos positivos ligados a maftdg trocadores catidnicos, inversamente, trocam

cations e apresentam grupos iénicos negativosdgjadnatriz, como pode ser observado na Figura

5.
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Figura 5: Esquema de um trocador anidnico e catoni

Existem fatores que influenciam a escolha da fa®eshe séo os seguintes:

» Escolha do trocador idnico: A escolha de um troc#iiico deve ser orientada em funcéo
da finalidade a que se destina. A porosidade de&agador idnico ndo altera 0 mecanismo
de ligacdo dos ions presentes na fase mavel, rfhasrinia ha sua capacidade, pois impede

0 acesso de moléculas maiores a grupos trocadosgsonos interiores da matriz.

» Selecdo da fase movel: A fase movel pode ser ¢oiukstipor solugBes acidas, basicas ou
ainda por solucBes tampdes. Nestas, podem sepomralilts sais neutros ou solventes
organicos, com a finalidade de se aumentar a \#ektie para determinado propdsito.
Quando uma fase movel € uma solugdo tampéo, sath&sefuncédo do valor em que se
pretende manter o pH. A faixa de boa capacidadpdaante esta ao redor do pKkd) do
acido conjugado empregado no preparo do tampé&olitdtatura encontram-se varios
tampdes utilizados em cromatografia por troca @nsendo os mais comuns o fosfato, o
borato, Tris, o citrato e 0 acetato. A concentradd@® tampdes geralmente utilizados esta

na faixa de 1x18a 5x10'M (Collins, 1995).

C) Eluicao em cromatografia por troca idnica

A eluicdo da coluna cromatografica pode ser fes@ndo o préprio tampao utilizado no
preparo da coluna. Neste caso, a cromatografiseafmatia de equilibrio. Em geral, este tipo de
cromatografia leva a separacdo mais lenta dos auempes do que aquela em que ha troca de

tampbes, mas, as vezes, deve-se recorrer a estedéipcromatografia para separar dois
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componentes que apresentam cargas semelhantea. gossibilidade de eluicdo de uma coluna
cromatografica é por mudancas de fases discretg@Hdeu de forca ibnica, ou ainda, de uma
combinacédo destes fatores.

A mudanca de pH do tamp&o eluente em direcdo ato peoelétrico de uma das
substancias-amostra causa a diminuicdo da cangiddicsendo mais facilmente eluida do trocador.
A forca ibnica pode ser variada para se obter g&umais lenta ou eluicdo mais rapida de
substancias. Diminuindo-se a forca ibnica a comfetipelos grupos carregados do trocador é
minima e as substancias sao ligadas fortement d&wientando-se a forga ibnica aumenta-se a
competicdo e reduz-se a interacdo entre o grupados e as substancias-amostra, que sdo assim

eluidas (Collins, 1995).

2.4.2 Extracao Liquido — Liquido.

2.4.2.1 Extracdo por solvente organico

A extragdo por solvente organico é uma técnica@enugna solucéo (usualmente aquosa)
€ posta em contato com um segundo solvente (usoiroeganico), essencialmente imiscivel com
0 primeiro solvente, a fim de provocar uma trarisfeia de um ,ou de mais de um, soluto para o
segundo solvente. Em particular, a extragdo poresté pode ser usada para conseguir uma
“purificacdo” e para concentrar os solutos de @dse. A eficiéncia obtida esta relacionada ao
coeficiente de particdo (Kp) referente a extragi@dizada, definido como sendo a relacéo entre as

concentracdes de soluto nas fases organica e afyopal, 1992).

2.4.2.2 Extracdo em duas fases aquosas

A extracdo liquido-liquido, tradicionalmente engada em engenharia quimica, utiliza
diversos tipos de solventes que muitas vezes padfuenciar na estabilidade das biomoléculas,
levando até a sua desnaturacdo. Por isso, no easepadracdo e purificacdo de biomoléculas,
novos tipos de extracdo liquido-liquido vém serstodados (Minami, 1997; Kilikian et al., 2000

apud Hirata, 2003).
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Albertsson (1986), em meados dos anos 50, na &uéemonstrou que materiais
bioldgicos (de proteinas a células) poderiam sparsglos por sistemas de duas fases aquosas
(SDFA). Dentre as vantagens desta técnica destadaedidade e confiabilidade de se reproduzir,
em escalas maiores, os resultados obtidos em edealaboratorio; possibilidade de atingir o
transporte de massa e o equilibrio das fasesandiz pouca energia; possibilitando desenvolver
um processo continuo de extragéo; separacdo setetdpida; realizar a extragdo em temperaturas
ambientes; economia do processo em relacao aossgaxEcconvencionais, como a cromatografia.

O primeiro a relatar o aparecimento de duas famggosas foi Bijerinck, um
microbiologista holandés em 1896 apud (Albertsst®86), ao tentar misturar sem sucesso,
solugcBes aquosas de gelatina e agar e de gelatimade sollvel. A mistura tornava-se turva e
separava-se em duas fases liquidas, sendo a fagerimica em agar ou amido e a superior, rica
em gelatina. A formacdo de um sistema de duas fagessas ocorre ao se misturarem duas
solugBes imisciveis. Essas solu¢cdes podem ser shiagbes poliméricas ou uma solucdo
polimérica e um polieletrélito de alto peso moleculbu ainda, uma solugéo polimérica e outra
salina. Os sistemas de duas fases aquosas m@adad e relatados na literatura, sdo PEG-sal
(fosfato, citrato ou sulfato) e PEG-dextrana, deaduma série de vantagens quando comparados a
outros sistemas, como baixo custo de seus commmearbxidade, grande faixa de aplicacédo e

curto tempo para a separacado das fases.

* Diagrama de Fases
A formacao das duas fases aquosas depende dantragée dos componentes do sistema.
Em uma mistura PEG, fosfato e agua, a formacaondsistema de duas fases aquosas ocorrera
somente quando 0s constituintes presentes estiveremuma certa faixa de proporcoes,
(Asenjo,1990).
O diagrama de fases mostra uma regido monofésigaee bifasica de acordo com a

concentracao de cada componente, expressa em % gpcentracdo é expressa em % p/p devido
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a alta viscosidade das solugfes poliméricas, gdergocausar erros caso as concentragdes fossem
expressas em volumes.

A Figura 6 mostra um exemplo de um diagrama desfggnérico. A curva que separa a
regido de duas fases da regido de uma fase é chateracurva binodal ou curva de equilibrio.
Todas as composi¢des formadas acima da curva bidadarigem a duas fases, e as composi¢des
abaixo da curva binodal ddo origem uma fase honemyén

A composicéo inicial do sistema é dada pelo pont &composicao final de cada fase,
apos atingir o equilibrio € dada pelos pontos Be(fsuperior ou de topo) e G (fase inferior ou de
fundo). Da mesma maneira, um sistema cuja composig&ial € dada por E’ tera& como
composicao final de cada fase apés atingir o dwjigilbs pontos F' (fase superior ou de topo) e G’

(fase inferior ou de fundo).

PEG %

Fosfato %

Figura 6: Exemplo genérico de um diagrama de f@desrtsson, 1986).

O segmento FEG é chamado de tie-line ou linha derragéo, e todos os sistemas cuja
composicao inicial estd contida nessa linha possaemesma composicdo de fases apds o
equilibrio, porém com diferentes razdes de voluerdgse as fases superiores e inferiores. Os pares
de pontos F e G sdo chamados de pontos de n6.n@seEgFE € proporcional ao volume da fase
inferior e 0 segmento GE ao da fase superior.pssie ser explicado pelo balanco de massa de um

dos componentes, por exemplo o PEG. Chamando demassa de PEG na fase superior, mf a
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massa de PEG na fase inferior e mi a massa tot®Efe que foi adicionada inicialmente no
sistema, pode-se dizer que:
m+ my = m (1)

Pode-se afirmar que:

100M = Viopo & G @
100m = Vfundo df Cf (3)
100m = (Vtopo dt + Vfundo df) CI (4)

Onde : \ppo € 0 volume da fase de topo
Viundo € 0 Volume da fase inferior
d é a densidade da fase de topo
d é a densidade da fase de fundo
C é a concentracdo do PEG na fase de topo em %p/p
C: € a concentracdo do PEG na fase de fundo em %p/p

C é a concentracao total do PEG no sistema em %p/p

Substituindo-se (2), (3) e (4) em (1) tem-se a E§o&.1:
(Vtopo dt)/(vfundo df) = (Cf - C)/(CI - Q) 12

Do diagrama de fase tem-se a Equacgéo 2.2:

(G- Q)/(G-Q) = (EGIEF) (2.2)

Substituindo tem-se a Equacéo 2.3:
(Vtopo dt)/(vfundo df) = (EG/EF)

(Vtoprundo) = (d EG)/(d EF) (23)

Como as densidades das fases estdo na faixa dé,llgam-3 e portanto préximas a
densidade da agua,pode-se afirmar que EG é propal@o volume da fase superior e EF ao da

fase inferior.
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O ponto A na Figura 6 é chamado de ponto critiecoo®mposi¢do representada por ele €
chamada de composicéo critica. No ponto criticooasposicdes e os volumes das duas fases sdo
iguais. Nao se recomenda trabalhar com sistemato mudximos ao ponto critico devido a
instabilidade nesse ponto, pois uma pequena mudancamposi¢ao do sistema, faz com que o
sistema passe da regido bifasica para a regidofésicen Por isso os sistemas préximos ao ponto

critico devem ser evitados (Albertsson, 1986).

2.5 Separacgao e Purificagdo de Substancias de BaMassa Molecular

2.5.1 Vitaminas

2.5.1.1 Riboflavina ou Vitamina B2

Florent (1986) relata o método utilizado para recap a vitamina B2 apdés a
fermentacdo. As variacbes do método dependerddindidfde de utilizacdo do produto: para
alimentagcdo animal ou uso farmacéutico. Para ategéo animal, apds ajustar o pH em 4,5, o
caldo é simplesmente concentrado e seco. A comg@airleva de 3-4 horas, muitas vitaminas
podem ser obtidas por procedimentos descritos och(1979) apud (Florent, 1986).

Isto envolve tratar o caldo a 60°C por 3 horas agunotease alcalina bacteriana; apos, é
resfriado até 25°C e ajustado o pH em 7; a migtwentrifugada e a parte insollvel é recuperada e
lavada com 4gua e seca.

Para preparar a vitamina purificada para uso hur{f@nmacéutico), é ajustado o pH do
caldo em 4,5 e aquecida até 121°C por lhora pssalder a riboflavina. Depois é centrifugada
para separar a parte insolavel, a solucdo ent@agla com um agente redutor.

A riboflavina reduzida tem menor solubilidade de guforma oxidada, precipitando. Ela
€ entdo reoxidada com ar e dissolvida com 10% ide &toridrico a 60°C. Em seguida resfriando
e neutralizando, a riboflavina cristaliza (Kyow&7I) apud (Florent, 1986). Muitos métodos de
extracdo, baseados em diferenca de solubilidadibaltavina das formas reduzida e oxidada, sédo

descritas em patentes por (Hanson, 1967 e Perl8¥8),apud (Florent, 1986).
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2.5.1.2 Vitamina A @-Caroteno)

Os carotendides sao sintetizados durante a ferg@nt® quantidade produzida pode
atingir de 30-35 mg por g de micélio seco. O maglode ser utilizado diretamente para
alimentacdo animal apds ser filtrado, lavado e smedaixas temperaturas e pressées. Mas para
assegurar uma boa estabilidade @lwaroteno, é adicionada uma pequena quantidade de
antioxidante, sendo depois seco.

Para separar os carotendides do caldo, o mesmitragdi Os carotendides contém
aproximadamente 75-90% decaroteno, que sdo extraidos com solvente org&cicoeto de
metila, hexano). Uma série de precipitacbes, digbels e cristalizacdes, assim como uma
variedade de extracbes com solventes ou mistursoldentes, sdo executadas para obt@r o

caroteno puro (Florent, 1986).
2.5.2 Acidos organicos

2.5.2.1 Acido Latico

O 4cido latico é recuperado a partir do caldo fetaso, mas requer algumas
consideragOes devidas sua natureza corrosiva. @Er# sdo utilizados vasos de aco inox. Para
controlar o pH é utilizada cal, mas primeiro o cafdaquecido até (80-100°C) para a desinfec¢éo
do meio e solubilizar o lactato de calcio. O cafddiltrado e tratado com carvao ativado para
remover as impurezas coloridas. O lactato de cél@waporado até chegar a uma concentracédo de
37% a 70°C e acidificado com &cido sulfurico. Cfagal de calcio é precipitado e removido por
filtracdo e a solugéo de acido latico é tratada canado ativado e evaporada até uma concentragao
de 50 a 80% , dependendo de sua finalidade. Ontédsdos de separacdo podem ser utilizados
como: a extracdo liquido-liquido e uma re-extracdm bases aquosas ou eletrodialises com

solu¢cBes de amdnia séo utilizadas para contrgdét (Blanch, 1997).
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2.5.2.2 Acido Citrico

O meio filtrado devera ser submetido a outra fifi@ caso esteja turvo devido a presenca
de residuos de anti-espumante, de micélio ou dmtoxa citrato é precipitado da solucdo por
adicdo de suspensédo de hidroxido de calcio (queréléer um teor baixo de magnésio para nao
haver formacédo de citrato de magnésio, que € dolimeédgua). Em seguida, o citrato de calcio é
filtrado e a massa transferida para um tanque, etal®ai ser tratada com &cido sulfdrico para
precipitar o sulfato de célcio.

O sobrenadante contendo o acido citrico é purifigaal tratamento com carvéo ativado e
desmineralizado por sucessivas passagens atragéfudas com resina de troca idnica e a solucéo
purificada é ent&o cristalizada por evaporacaajeses cristais removidos por centrifugacdo. Pode
ser necessaria uma recristalizacdo para atengedo8es USP (United States Pharmacopoeia). Ha
um processo de separacéo (patenteado pelas usielld) em que o acido citrico € extraido por
filtracdo do caldo fermentado, com uso de solvemggnicos, sendo depois descolorido e

precipitado (Lima, 2001).

2.5.3 Antibid6ticos

2.5.3.1 Penicilina

Conforme (Swartz, 1985) a penicilina é considenamiodos mais importantes compostos
farmacéuticos. Ela e seus derivados sédo antibacteriefetivos com poucos efeitos colaterais. As
operacdes de extragao e purificacdo do antibi§ficoexecutadas na sequéncia que segue:

= filtrac&o: separagédo da massa celular do meiolngende em filtros rotativos;
= extracdo por solvente: extracdo da penicilina dmestadante, os solventes sdo organicos
como acetato de butila a valores de pH (2,5-3);

= purificacdo: realizada por tratamento com carva@adb, cristalizacéo, etc.
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2.5.3.2 Cefalosporina C

Barboza (2000) fizeram o estudo da purificagdo efalasporina C, proveniente de caldo
fermentativo, em coluna de leito fixo utilizandeesina ndo ibnica Amberlite XAD-2. O processo
de adsorcdo pbde ser avaliado em termos de fatgqrudficacdo e fator de concentracdo. A
diminuicdo da temperatura de 25 pardQ@& um pH de 3,6 favoreceu o processo de adsorcao.
Assim nas melhores condigdes de operagao da cdkutto fixo, temperatura de 40 e pH 3,6,
0s autores obtiveram um fator de concentracédo fadosporina C de 7,6 e um fator de purificacédo

de 4,7, considerados bons valores na purificac@mtileioticos.

2.5.3.3 Acido Clavulanico

Butterworth (1984) sugeriu dois procedimentos addqga para separacao e purificacdo
de acido clavulanico em larga escala.

Ao final da fermentacgéo o caldo é clarificado pltraicdo ou centrifugacdo e o micélio de
Streptomyces clavuligerus é descartado. Uma extiagéaria do clarificado proveniente do caldo
de fermentacdo pode ser efetuada por uma variettadeetodos; dois processos (Figura 7) aptos
para uso em larga escala séo: (1) extracao poifieagdio do caldo de fermentacdo usando um
solvente organico imiscivel na fase aquosa e ()rgdo sobre uma resina de troca ibnica de base
forte seguida por eluicdo em uma solucédo salinpuficacdo é realizada posteriormente pelos
processos de cromatografia, particularmente pedmatografia de troca ibnica. Ao final do
processo um produto de alto grau de pureza é optddiofilizacdo ou cristalizacdo da solugéo

aquosa.
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Procedimento 1

l

caldo filtrado
ajuste do pHem 2,0 com HCI;
3/4 volume de n-butanol para
extragio a 5°C

Extracio com
n-butanol

Mistura o extraide com butanol

na proporgio 1720 volume de
agua mantendo o pH 7,0

usando solugies de NaOH(20% p/iv)

Re-extragio aguosa

Cromatrografia de troca ionica;

resina Zerolit FFIP(SEAG2)CL, eluido
a 5*C com gradiente de NaCl 0-0,35M

Eluido Concentrado
Retirada de sais com resinas Amberlite XAD-4 a 5°C.
Fragiies combinadas,concentradas e secadasa frio.

>

l

Clavulanato de sadio

Procedimento 2

l

Caldo filtrado
Percolacio a pH 6,2 através de
resina Zerolit FFTP(SRAGL).
Eluigio com soluciio resfrada
1,0 M de NaCl

Eluido concentrado

Percolacio apH 6,2 @ a 5°C
atraviés de resina Amberlite
XAD-4

Lavada com solucdo 1,00 de
NaCl e entiio eluido com agua

desmineralizada a 5°C.

Eluido concentrado dessalinizado

Figura 7: Esquema de separacédo do acido clavulfBidterworth, 1984).

No primeiro método descrito por Butterworth (19&f#)caldo fermentativo tem seu pH
reduzido e a extracdo do AC é realizada utilizasglaam solvente organico, onde ocorre a
separacdo das fases. A fase organica que conté@ é wisturada entdo com uma solucdo de
NaOH para neutralizagdo em pH 7,0. Finalmente @m&xg passado em uma coluna de leito fixo
recheada com resina Amberlite XAD-4 para desmiimnalo meio, sendo entdo obtido o
clavulanato de soédio. O segundo método mostra ergits em uma resina anidnica fortemente
basica e eluicdo da coluna com solucdo aquosa deainseguindo-se etapas de adsorcdo em
resinas XAD-4 e Zerolite SRA 62. O meio é finalneediesmineralizado em resina XAD-4. O
produto final com alta pureza € obtido por liofilg&o ou por cristalizacdo da solugédo aquosa.

A patente US4110165 (Cole et al.,, 1978) descrewsa @ acido clavulanico pode ser

extraido do caldo de fermentacdo filtrado por diwermétodos. No processo de extragdo por
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solvente a solugéo filtrada deve ser resfriadapél abaixado até a regido de 2-3, pela adi¢cdo de
acido, enquanto esta solucdo € misturada com uwerdel organico como n-butilacetato ou n-
butanol ou etilacetato.

Depois da separacéo de fases por centrifugacdo é édraido de volta para uma solucao
aquosa de tampao fosfato ou bicarbonato de sdaulipHefica em torno de 7,0. Esse extrato aquoso
pode ser concentrado com pressao reduzida gerandsalide AC. Esse sal € estavel quando
armazenado como um sélido seco #€2®@uando se utiliza 0 processo com resina de iomiza,

o filtrado, em pH neutro 6-7, percola por uma calwom uma resina tipo Amberlite IR4B ou
Zerolite FFIF até a saturagdo da coluna que dejmvie ser lavada com agua e eluida com cloreto
de sadio.

Videira & Aires - Barros (1994) apud (Hirata, 20@&am que o &cido clavulanico é isolado
e purificado do meio de fermentacdo passando paosv&stagios. Primeiro estagio envolve a
clarificacdo do meio por filtragcdo ou centrifugacdeguida por adsorcdo ou extracdo liquido-
liguido por solvente organico (normalmente butandiis adiante a purificagdo € alcancada por
cromatografia de troca ibnica e, devido a natuiagtavel do acido clavulanico, esse é isolado
como sal de potassio ou sédio.

Nabais e Cardoso (1995) fizeram o estudo da uttegfdao de caldos fermentados e a
extracdo por solvente de antibidticos. Os automsstataram que o0 processo convencional de
isolamento do AC a partir de caldos fermentadolliia®ms seguintes passos: tratamento do caldo
com adicao de floculantes; separacao soélido-liqamn filtros rotativos a vacuo, adicdo de um
auxiliar de filtragéo; extracdo do antibidtico cenivente seguido dos processos de purificagéo, re-
extracdo para uma solucdo aquosa, concentracé&tadizacao.

Os autores compararam a extracao do acido claeol&oim n-butanol e pH 2,0 proveniente
de dois processos: do caldo filtrado com adicdauwddliar de filtracdo e do caldo ultrafiltrado. Foi
observado que a extragdo global do antibidtico dsautrafiltracdo e filtracdo sdo similares.
Porém a ultrafiltracéo traz diversos beneficios prasessos tais como separacdo de fases mais

facil, reducdo das perdas de solvente e geracdefldentes de extracdo mais limpos. A
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ultrafiltracdo traz a desvantagem de aumentar aicéid do produto devido a diafiltracéo,
recomendando-se uma concentracdo deste por osEvSesa antes da etapa de extracdo por
solvente. E importante comentar que o processoxttacdo do AC (com solvente organico) é
sempre problematico quanto a degradacéo devidaigo pH utilizado.

Mayer et al (1996), fizeram o estudo da purificacdo do AC pistemas de par i6nico.
Alguns estudos preliminares mostraram uma fraeaagéio entre o acido clavulanico e a superficie
apolar dessas resinas, como consequUéncia da estgutimica do antibidtico. Nesse sistema as
resinas XAD foram testadas em combinacdo com sa@vbnio quaternario possuindo diferentes
polaridades e formando pares i6nicos com o grumata molécula de AC. Para se comparar o
desempenho desse sistema foram feitos testes cesina de troca ibnica, a Amberlite IRA 400.
Os autores constataram que o uso da cromatogafifarmacédo de par i6nico € uma alternativa
viavel e eficiente na purificacdo de AC. A resinaniferlite XAD4 (com sais de amdnio
guaternario) apresentou melhor desempenho que atRAOs resultados obtidos para o sistema
utilizando a resina de troca i6nica em coluna de fexo a partir de caldo fermentado foram um
fator de concentracao de 2,0 e fator de purificalghb,64 e os rendimentos ndo passaram de 65%.

Mayer et al. (1997) relataram o estudo da difusig&ldo AC em sistema de adsorgéo porosa
com par idnico.Os estudos foram feitos em trésrsias: de par ibnico XAD4 - ABDA (resina - sal
de ambnio quaternario), de carvao ativado e dafi@tca com a resina IRA 400. Foi observado
que o sistema com carvao ativo € o menos vantaesmo a sua estrutura microporosa que
impede a passagem do AC. As resinas XAD4 e IRAeXilliem melhores propriedades estruturais
permitindo uma rapida adsor¢édo. O sistema de pacdécom a resina XAD4 - ABDA mostra
algumas vantagens em relacdo ao sistema de troia,ipois € um sistema com sensibilidade
relativamente baixa a variagéo das condi¢cdes opeseds. Sua difusividade é menos influenciada
pela temperatura e a presenca de componentes @vopaio meio € menos prejudicial a cinética
de adsorcdo, significando que o sistema é maisveefeara o acido clavulanico.

A Patente US6172221 (Simon, 2001) relata o procdesextracao liquido-liquido do &cido

clavulanico. Em particular a invencdo mostra o sS0 em que uma primeira fase liquida que
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contém o soluto dissolvido € colocada em contato ema segunda fase liquida que seja também
um solvente para o soluto, mas imiscivel com agirarfase liquida; o soluto entéo é extraido para
segunda fase liquida. Em alguns processos conlsecidmluto organico dissolvido (em baixa
concentracdo) em um solvente organico é colocadooaato com um meio aquoso para extrair o
soluto do solvente organico e para formar uma &olaguosa concentrada. Este procedimento é
chamado de re-extragéo. Processos em que o messadjoa recirculando, a corrente do meio
aquoso é colocada em contato com a corrente dmstiksolvido no solvente organico, extraindo
desse modo uma proporc¢éo substancial do solutesjaalissolvido no solvente.

De certa forma neste processo de circulagéo, o awioso circula diversas vezes de modo
que a concentracdo do soluto no meio aquoso aunag@tatingir um otimo. Um problema,
associado com tais processos de extracdo, € quesatplutos sdo relativamente instaveis em
meios aquosos e em solventes organicos comumesdesudsto € particularmente importante no
caso de compostos farmacéuticos, que séo frequemntensensiveis a hidrélises quando em
solugéo. O &cido clavulanico é um tipico exempksde compostos instaveis.

O acido clavulanico ou os seus sais podem seridagraliretamente do meio de cultura de
varias maneiras, mas primeiro os micélios de Simeytes clavuligerus devem ser removidos do
meio de cultura, por métodos como filtracdo ourifeigiacado, antes de comecar a extragao.

A extracdo do &cido clavulanico ou de seus saartir plo meio de cultura clarificado pode
ser feito por diversas maneiras: extragdo com stdvende o meio de cultura tem que ser
clarificado e esfriado e o pH ajustado para val@ados; utilizacdo de métodos que exploram a
natureza anidnica do &cido clavulanico em pH netdi@omo o uso de resinas de troca ibnica. Os
processos de extracdo do acido clavulanico oussagpodem ser naturalmente divididos em um
processo preliminar de isolamento seguido por umegsso adicional de purificacdo. Primeiro o
acido clavulanico é extraido em um solvente orgaaipartir do meio de cultura clarificado e frio
(que pode ser o caldo bruto) ajustado a um valgHi@cido entre 1-2, pela adicdo de um acido.

Os &cidos usados para abaixar o pH incluem aoittmsdricos, sulfaricos, nitricos,

fosforicos,etc. 0os solventes organicos apropriagidsem o n-butanol, acetato de etila, acetato de
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n-butila e metil-isobutil-cetona, além de outro$ventes similares. Metil-isobutil-cetona é um
solvente particularmente utilizado na extracdoddecromo partida a cultura filtrada e acidificada.
Apbs a separacdo de fases o acido clavulanicodh&#ado em solugédo na fase orgéanica.

O &cido clavulanico pode ser re-extraido da fagareca em uma nova fase aquosa com,
por exemplo, sais de metais-alcalinos e metaidirmdsa- terrosos, como fosfato de potassio ou
carbonato de s6dio em agua, mantendo o pH neutrogxemplo 7. O extrato aquoso apos a
separacao das fases, pode ser concentrado a peggades. A liofilizacdo é utilizada para preparar
o sal de acido clavulanico solido, deve ser fe#2@PC.

Outros processos de purificagdo do acido clavutégie utilizam aminas organicas tém a
desvantagem que podem deixar tracos de amina watpréinal. Os processos de re-extracdo do
AC apresentam um problema, pois o acido é partimgate sensivel em &gua, levando a
degradacdo. Com isso o invento relata um processgue 0 soluto organico sollvel em agua
como um antibiético beta - lactamico, por exempl@enicilina ou acido clavulanico, em contato
com a corrente do meio aquoso em uma regido demmiste modo que uma proporgéo substancial
do soluto passe do solvente orgénico para o0 meiosagna regido de mistura , a seguir o solvente
organico e a fase aquosa sdo separados fisicathearge uma etapa de separacao.

O solvente organico deve ser imiscivel com 0 meigoao, como a metil-isobutil-cetona
do exemplo. Na regido de mistura é necessario quentato seja rapido e eficiente entre os
componentes, isto é a fase do solvente organicéageado meio aquoso, para que o contato seja
eficiente a regido de mistura deve ter um grauaelevde turbuléncia. A fase aquosa e a fase do
solvente sdo separadas entéo fisicamente em upsadaseparacao.

A separacdo pode ser realizada em separador agotriim tipo especial é a centrifuga de
disco. A alta turbuléncia na regido de misturajmiter que o contato seja extremamente rapido,
entre a fase organica e a fase aguosa. O conteoaenfases na regido de mistura e o estagio de
separacao deve ser o mais rapido possivel. Cifgoteentre alguns segundos e 15minutos para que
ndo haja degradacdo do &cido. A relacdo entre losnes do meio aquoso e a fase do solvente

organico pode, por exemplo, estar na proporcaasfedté 1:200. Isto ajuda a reduzir o tempo em
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gue o soluto permaneca no meio aquoso e pode meskereduzir a hidrélise do soluto. Por fim, a
purificacdo do acido foi feita utilizando resinastdoca ibnica, por exemplo, a Amberlite 120 IR.
A eluicdo pode ser feita com sais de sédio, patasside calcio.

Hirata (2003) fez o estudo da purificacdo e se@arado acido clavulanico através da
extracdo em um sistema de duas fases aquosas Ristate. O maior coeficiente de particao foi
de 15,5 para um sistema contendo PEG 6000 em p&l 7 em pH 6. O melhor valor de
recuperacao do acido clavulanico na fase PEG f@48 obtido em um sistema contendo PEG
400 em pH 7 e um fator de concentracéo de 2,13%-Bedbservar neste trabalho que conforme se
aumenta o pH e o peso molecular do PEG, aumerdafwiente de particdo do &cido clavulanico,
mas deve-se cuidar o aumento do pH, pois aumeatggradacéo do acido clavulanico.

Através do exposto na revisdo bibliografica, poelezenstatar que nédo estd claramente
definido na literatura um processo de separacaariicacdo de acido clavulanico que possa ser
aplicado em escala industrial. Dados a respeitexteacédo liquido - liquido, bem como os
parametros necessarios para o projeto de equipasnediv séo encontrados na literatura. O mesmo
é verificado nas etapas de purificacdo por tron@#e adsor¢cdo. Desta forma, fica evidente a
importancia do desenvolvimento desta hipotese alealino, que foi propor a sequéncia de um
processo que apliqgue a extracao liquida liquidmmacoma etapa de extragdo/concentracdo e em

seguida se aplique a troca ibnica e a adsor¢éo etapas de um processo de purificagao.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para obtencdo de acidovutBnico foi a linhagem de
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. O microrgawigoi armazenado em criotubos a —70°C

em ultrafreezer usando glicerol (20% v/v) comomridetor (Gouveia et al.,1999).

3.1.2 Resina

As resinas utilizadas foram cedidas pela Rohm &sHaaimica Ltda ou adquiridas.
= Resina de troca ibnica: Amberlite IRA 400.

= Resina hidrofébica: Amberlite XAD-4.

3.2 Equipamentos

Durante o desenvolvimento do trabalho, foram atilzs equipamentos disponiveis no

laboratério de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSE&ando:

3.2.1 Cromatografo liquido de alta eficiéncia

A andlise da concentracdo de AC foi realizada étalo uso de Cromatégrafo de fase
liquida de alta eficiéncia empregando detector Y8886 PDA, injetor automatico 717 e coluna e

pré-coluna C-1@Bondapa ck.

3.2.2 Coluna de leito fixo

Para realizagdo de ensaios em leito fixo foramizatlhs duas colunas encamisadas da

Pharmacia modelo SR-10/50 e XK-16/40.
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3.2.3 Banho termostatizado

Durante os ensaios foram utilizados banhos terttiwestids para manter em temperatura

constante todo meio contendo AC.

3.2.4 Centrifuga refrigerada

Centrifuga refrigerada da marca Eppendorf Cen&ifag03, com capacidade para seis
tubos foi utilizada para tratamento do caldo feraévo e obtencdo da solugdo de acido

clavulanico.

3.2.5 Ultrafreezer

A armazenagem e conservacdo do microrganismo etuloos, do meio de fermentacéo
e das amostras dos ensaios de adsor¢ao foramgdertastocagem a uma temperatura de —70°C em

ultrafreezer da marca Forma Scientific.

3.2.6 Espectrofotdmetro

O espectrofotdbmetro digital UV/VIS Pharmacia Bidtéditrospec 2000 foi utilizado para

a quantificacdo de contaminantes.

3.2.7 Outros equipamentos

Demais equipamentos utilizados em laboratérios goisne bioquimicos tais como:
balanca analitica digital, pHmetro digital, agitadomagnético, estufas, bombas

peristalticas,computadores entre outros, forarizatibs.

3.3 Métodos

3.3.1 Obtencéo de solucdes de acido clavulanico

Nos estudos de separacéo e purificacdo do acidol&faco, o acido foi obtido de duas

diferentes fontes: clavulanato de potassio do poofiumacéutico Clavulin (suspenséo oral de 5mi
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contém 62,5mg de clavulanato de potassio e 250manuicilina), produzida por Smithkline

Beecham Laboratoérios Ltda., Rio de Janeiro, Brasdlcido clavulanico de caldo fermentativo.

3.3.2 Tratamento do caldo fermentado

O caldo cultivado contendo micélios foi centrifuggabr 15 minutos a 1000 g e 10°C
para a separacao das células. O sobrenadantedtiid® e acidificado com &cido sulfdrico até pH
3,5 para precipitacdo dos solidos em solugéo, seodamente centrifugado nas mesmas condi¢des
da primeira centrifugacéo, e por fim filtrado caitrds de 0,4am de tamanho de poro. A solugéo

resultante da filtracdo foi armazenada a pH 6,2ukrafreezer a —70°C.

3.3.3 Andlise da concentracéo de acido clavulanico

A concentracdo de 4cido clavulanico presente neeft da coluna foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) wedo o método descrito por Foulstone e
Reading, 1982 com reacdo com imidazol. Foi utibzadha coluna C-18-Bondapak (3,9 x 300
mm) e 0 equipamento foi operado dentro das seguaurdicdes: temperatura®€8e fluxo 2,5
mL.min-1 .

Os resultados foram obtidos utilizando-se uma cdevaalibracdo construida a partir do
padrédo de é&cido clavulanico, solu¢bes na formalaleulanato de potassio obtidas a partir do
produto farmacéutico Clavul@ (Suspenséo oral 5 mL contém 62,5 mg de clavulat@footassio
e 250 mg de amoxicilina), produzido por SmithKIBeecham Laboratérios Ltda., Rio de Janeiro,
Brasil. A fase mdvel era composta de R4 (0,1 M) e 6% de metanol em pH 3,2 com acido
fosforico. A Figura 8 mostra o esquema de reac&xitk clavulanico com imidazol.

i
(n] ;—H DWNH\/J\/\DH
M

Seidao elavulnico P roduto

Figura 8: Esquema de reacdo do AC com imidazoldiscét al., 1996).
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No procedimento de derivatizacdo do AC, o imidagabe com o grupo carbonil do anel
B-lactdmico onde é rompida a ligacdo C-N ocorrenttoraacdo de uma nova ligacdo C-N entre o
imidazol e o carbono do grupo carbonil. A quebraadelp-lactamico também leva a abertura do
anel oxazolidina com consequiente descarboxilac@pnando o produto mostrado na Figura 8
(Eckers et al., 1996). O produto dessa reacao € estavel que o AC e sua formacéao é diretamente
proporcional & concentracao de AC presente nageagdcomposto é fortemente absorvido a 312

nm.

3.3.4 Andlise da concentracdo de contaminantes

A concentragdo de contaminantes foi determinada gspectrofotometria a 280nm,
descontando-se a concentracdo de acido clavulaeisse comprimento de onda. Para tal, fez-se
inicialmente uma curva de calibracdo para o &cidwutdnico neste comprimento de onda
obtendo-se:

YAC =0,00226 + 0,00198*CAC.

A concentracdo de AC (CAC) medida cromatografiaitig foi utilizada nesta equagéo,
gerando um YAC correspondente. A concentracdo d¢apgtinantes era entdo o resultado da

leitura no espectrofotdmetro menos o valor de YAGdo.

3.3.5 Preparo das solugdes estoque de PEG e tamfdgfato

= Solugéo estoque tampdo fosfato a pH 6 com con@@atrde 30% p/p: Foram dissolvidos
16,979 de fosfato de potassio monobasico (PA) @3t)3de fosfato dibasico (PA) em 70g
de agua destilada, totalizando 100g de solucao.

= Solugéo estoque de PEG, com concentracdo de 50%apdpPEG de massa molecular
400,600 e 4000: Determinaram-se as massas de 5®EGe(400,600 e 4000) sendo

dissolvidos em 50g de 4gua destilada, totalizama® solucdo de 100g.
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3.3.6 Determinacao do coeficiente de particdo paes solventes organicos

No processo de extracdo, quando o equilibrio dgidtinele pode ser adequadamente
representando através de um coeficiente de paKigéoomo exibido na Equacéo 3.1.

Kp = CFOl (3.1)

Cen

Onde CFO1 é a concentragdo do soluto na fase fase frganica: FO), e CFA é a
concentracdo do mesmo soluto na fase pesada (fassaa FA). O coeficiente de particdo é a
representagdo da afinidade do soluto por uma fagelacéo a outra.

Para a obtencdo do Kp realizou-se um balan¢co dsamas sistema, representado na

Figura 9.
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Figura 9: llustracdo de um sistema experimentaxti@cado por solvente, seguida da etapa de re-

extracao.

Considerando-se que:

CSO1: concentracdo do soluto na solucdo origimaégada extracdo) (g/L);
CFAL: concentragdo do soluto na primeira fase aq(mpt);

CFO 1: concentracéo do soluto na primeira fasenicgdg/L);

VFAL : volume da primeira fase aquosa (L);
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VFO 1: volume da primeira fase orgéanica (L);

CFA2: concentracdo do soluto na segunda fase afgthya
CFO 2: concentragéo do soluto na segunda faseicag@yil);
VFAZ2 : volume da segunda fase aquosa (L);

VFO 2: volume da segunda fase orgéanica (L)

Com o balanco material na etapa extracdo e reeditrdoi possivel determinar o
coeficiente Kp. A Equacédo 3.2 € o balanco de maasatapa de extracdo e a Equacédo 3.3 é o
balanco de massa na etapa de re-extracéo.

Coo Ve = Crps Ve + Croy Ve (3.2)

CFOl |N/FOl = CFA2 |S/FAZ + CF02 WFOZ (33)

Considerando-se que a concentracdo de acido ohemléda segunda fase organica é

igual a zero, obtendo-se a Equacéo 3.4. Em segaidhinando-se a Equagéo 3.1 e 3.4, obtém-se a

Equacéao 3.5.
C.. = Ceaz Ve (3.4)
Fol — V—
FCO
CFA2 =Kp DVF01 (3-5)
FA1 VFA2

Assim tem-se que: quanto maior a concentracao ldtosta fase orgénica, maior o valor

de Kp obtido, e isto implica em uma extracdo macseate.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Extracdo de solvente organico

Os experimentos de extracdo por solvente orgarmicant realizados na temperatura
ambiente em frascos onde a mistura foi feita cota@®p mecanica. Inicialmente as amostras de
caldo fermentado clarificado, tiveram seu pH afstaom uma solucdo de,$04 0,1M. Foram
realizados experimentos nos pHs 2, 3, 4 e 5. Qemsi@s organicos estudados foram o n-butanol,
2-butanol, acetato de etila, acetato de butila @ eebutil cetona. Depois de decorrido o tempo de
extracdo, a fase organica contendo o acido claiwaldai re-extraido para uma solugdo aquosa de

tampéao fosfato, a pH 7.

4.2 Determinacao do coeficiente de particdo (Kp) pa os solventes orgéanicos

A partir de uma solucdo de caldo clarificado a woacentracdo de AC conhecida,
reduziu-se o pH da solugdo a 2,0 com uma solug&a2&04 0,1M. Realizaram-se 5 extracdes
adicionando-se os solventes a solucao, nas seggirdporcées (VFA (mL): VFO (mL)): 1:1, 1:2,
1:3, 2:1 e 3:1. A operagdo foi realizada sob agdag; temperatura ambiente. Em seguida realizou-
se a re-extragdo com a solucdo tampao fosfato de7.pHoram realizadas 5 re-extracdes
adicionando-se a solu¢do aquosa na fase organimada, nas seguintes proporcdes (VFO (mL):
VFA (mL)): 1:1, 2:1, 3:1, 1:2 e 1:3. Por fim as astras foram retiradas das duas fases aquosas
formadas tendo a concentracdo de acido clavul&idtm determinada pelo método proposto por

Foulstone & Reading (1982).

4.3 Extragcdo em sistemas de duas fases aquosas

Os experimentos foram preparados a partir de setu@stoque de PEG de massa
molecular 400, 600 e 4000 e tampao fosfato. Ascdelsl foram preparadas em relacdo a massa e
ndo ao volume, evitando-se assim erros devido eosidade das solugbes PEG. As solugbes
estoque de PEG, tampéo fosfato e caldo tiveram miagsas determinadas sendo colocadas em

tubos de centrifuga graduados de 50 mL, de acantioaccomposicdo do sistema de 50 g. O caldo
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fermentado foi adicionado ao sistema j& tratadomepél 6,2. Toda a &gua do sistema foi
substituida por caldo fermentado para minimizagfegos de diluicdo.

Uma vez feito entrar em contato as solucdes, asdgaforam agitados em um agitador
de vortice por 50 s e centrifugados a 20°C porriutos a 1000 g para que a separacdo das fases
ocorresse mais rapidamente. Em seguida determsmauv®lume das fases formadas, superior e
inferior, retirando-se amostras com o auxilio deyipeta automatica para terem a composigéo do

AC analisadas.

4.4 Adsorcdo em coluna de leito fixo

Para realizacdo dos ensaios experimentais foradiéi uma coluna Pharmacia SR-10-50
com 16 mm de didmetro interno. O aparato experiaheniizado esta representado no esquema

simplificado da Figura 10.

- igua
|
meio igua eluente
bomhba coluna
colzta

Figura 10: Esquema do aparato experimental utizaxs ensaios de adsorgao.

O equilibrio térmico na coluna foi atingido com ux#dio de um banho termostatizado a
ela acoplado. Uma vez preenchidas com a resin@afas-se as solu¢cdes contendo o acido
clavulanico extraido do meio fermentado por estana Apoés a troca ibnica faz-se passar agua

para retirada de solugéo retida nos intersticiosluigdo do AC foi realizada com uma solucéo de
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NaCl (5% p/v) sendo que houve experimentos ondetiseou o tampéo tris - HCI puro e em
outros a solucéo tris - HCI com NaCl a 5% (p/v).

Em todas as etapas, foi utilizada uma bomba pkidst@jue fez a vazao permanecer em
torno de 6mL.min-1. Amostras da solugdo eluida alna foram coletadas e realizadas a
determinacdo das concentracdes de acido clavulérdeocontaminantes.

Os experimentos foram realizados a temperaturad®e & pH 6,2. Os resultados foram
analisados em termos dos fatores de concentragéficacdo e do rendimento, calculados para
cada experimento. Os fatores de concentracdo (r@ficacao (FP), rendimento (%R) e perdas

sao calculados utilizando-se as Equactes 4.14482 4.4, respectivamente.

- C @
C
0]
4.2
FP :% ( )
C, [T,
4.3
%R = V—EE *100 (4.3)
0 0
%P= (1-R)*100 (4.4)

Onde CO, CTO e V0 sdo as concentracdes iniciafsdjeontaminantes e volume inicial,
respectivamente; e C, CT e V sdo as concentracdedume desses produtos no efluente da

coluna.

4.5 Modelo de um extrator contra - corrente

O modelo matematico utilizado para simulacdo deentrator contra-corrente foi obtido
através do balanco material para o acido clavubdein cada extrator, conforme apresentado na

Figura 11.
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Fzn Fa1 Fzz Fzz

Figura 11: Esquema de um extrator contra-corrente.

Onde:

CSO, CS1, CS2 e CS3: concentracdo de AC nas diésréases organicas (g/L);
FSO, FS1, FS2 e FS3: vazao de alimentacao do selgegénico (L/h);

CA3 CA2 CALl e CAO: concentracao de AC nas diferefases aquosas (g/L);
FA3, FA2, FAl e FAO: vazéo de alimentacdo da sawagfuosa (L/h);

KP: coeficiente de particdo nos extratores;

V1: volume no primeiro extrator (L);

V 2: volume no segundo extrator (L);

V 3: volume no terceiro extrator (L).

Duas interpretacdes foram aplicadas ao problemdoseme em uma se introduz a
degradacdo do AC na fase aquosa e em outra queenéonsidera a degradacdo. No modelo
considerou-se ainda que ndo ocorra degradacado dna&CGases organicas. Assim, as principais
consideracfes adotadas para o extrator foram:

= Para o0 caso em que se considere a degradacdoustiiza cinética tal como descrito por
Bersanetti et al, 2005;

= Extratores perfeitamente agitados;

=  Sjstemas Isotérmicos;

= Cge Gs conhecidos.

= Regime Permanente;

= Extratores de mesmo volumey(¥ V, = V).
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Os valores das vazdes de alimentacdo foram catilemn base nos diferentes tempos

de residéncia e do volume de cada extrator prevismestabelecido.

4.5.1 Modelo considerando-se a degradacao do &cidavulanico na fase aquosa

Balanco de massa para o AC fornece:

V, (4.5)
F&) m&) + FAl |I:A1 = I:AO |:(:AO + FSl |:(:Sl + Kd |]:AO BE

_ v, (4.6)
FSl |:(:Sl + FAZ |I:A2 - FAl |]:Al + FSZ [(:82 + Kd |:(:Al El?

_ V, (4.7)
FSZ |I:SZ + FAS l:¢:A3 - FAZ II:A2 + FS3 H:SS + Kd |I:A2 G?

Dividindo-se as equacdes 4.5 a 4.7 pelos seusatdéspevolumes se obtém as equacdes

4.8 a 4.10.

F

F

v, Loy Cw =FV—Al° [Cho +'\:/—j1 [Ty + 05K, [T, (48)
\F/—? [Cq +T/—‘j [Cr =5—’:1 [T, +f/—322 [C,, + 05K, [C, (4.9)
l\:/_sgz [Cs, +% [Chs :E/—ZZ [C +|\:/—S: [Cg, + 05K, [C,, (4.10)
K,, = ((:?_z) (4.11)
K,, = Ccl_i (4.12)
K., = g; (4.13)
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O modelo esté representado por equacdes algébrioasares (Equacgdes de 4.8 a 4.13), e
esse sistema de equacgles algébricas lineareslginmantado no software MatLab (Math Works,

1998).

4.5.2 Sem degradacéo do acido clavulanico fase agao

Balanco de massa para o AC fornece:

Fo [Cyp +Fy [Cp =F [Cpo +Fy [Cgy (4.14)
Fo €y +Fp € =F4 [Cy +Fg, [Ty (4.15)
Fsp [ + Fpg [Cp3 =F, [Cfp + Fg [Cyg (4.16)

O modelo sem considerar a degradacdo do AC estésespado pelo sistema de
equagOes algébricas lineares (Equacgtes 4.11 aed4l34 a 4.16). A codificagdo dos modelos dos

extratores para a implementacdo em MatLab encepstraz Apéndice A.
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5. RESULTADOS

Apresentam-se a seguir 0s resultados quanto agatatedos valores das constantes de
particdo para os solventes n-butanol, acetatoilde atetato de butila, 2-butanol e metil isobutil
cetona. Na sequéncia foram feitos os estudos dizéitia de pH e volume na extracdo com
solvente organico. Seguindo-se as etapas de extregé solvente orgéanico realizou-se a
purificacdo por troca idnica. Para o experimentoféilainda realizadas a adsor¢cdo com resina
XAD-4, onde se apresentam os resultados de FC FEFDs experimentos E2, E3, E4, F1, F2, F3 e
F4 ndo foram realizados por adsor¢cdo em XAD-4. dgattse a extracdo em SDFA onde foram
determinados os valores de Kp, FC, FP, R e P seaths comparados com as extracdes com
solventes organicos. Por fim apresenta-se a siduolde um sistema de extracdo em contracorrente
onde se determinou o0 numero de estagios necesg@riasa extracdo e o minimo tempo de

residéncia necessario para que ocorra a extragao.

5.1 Determinacao do coeficiente de particdo (Kp) pa extracao por solvente organico

Neste item foi determinado o coeficiente de pantigara diferentes solventes organicos
(acetato de etila, acetato de butila, metil isdlwationa, 2-butanol e n-butanol), conforme o batang
material descrito no item 3.3.6.

Os resultados da concentracéo de acido clavul@igrimeira e na segunda fase aquosa,

nas diferentes razdes de volume para o solvenémicmacetato de etila, estdo na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Resultados da extracéo do &cido claal@om o solvente organico acetato de etila.

VFOL1: VFA2 (mL:mL) CAC 12 FA (mg.L-1) CAC 22 FA (mg.L-1)
11 69,4 34,9
2:1 47,5 54,5
31 35,8 63,05
1:2 70,2 23,4
1:3 76,3 22,9

Com os resultados da Tabela 5.1 e com a EquacApdi&-se obter o grafico da Figura

12.
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Figura 12: Ajuste da Equacéo 3.5 aos dados expet@tisepara a determinacéo do Kp para o

sistema acido clavulanico e acetato de etila

Os resultados da concentracéo de &cido clavuldmsiqmimeira e na segunda fase aquosa,

nas diferentes razdes de volume para o solvenémio@n-butanol, estdo na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2: Resultados da extra¢éo do &cido claial&om o solvente organico n-butanol.

Veot: Vear (ML:mL) Cac Na 12 FA (mg.L) Cac Na 22 FA (mg.L)
1:1 69,0 83,5
2:1 Tracos 105,9
3:1 23,5 97,9
1.2 83,7 60,9
1:3 103,0 40,2

Com os resultados da Tabela 5.2 e com a Equacap@ib-se obter o gréfico da Figura

13.

Y =1,38525
R?=0,9962

CFa2/CFal

0,0 I 0,5 I 1,0 I 15 I 2,0 ' 2,5 ' 3,0
VFol/VFa2

Figura 13: Ajuste da Equacéo 3.5 aos dados expetaisgara a determinacao do Kp para o

sistema acido clavulanico e n-butanol.

Os resultados de coeficiente de parti¢cao utilizan@ouacéo 3.5, obtidos para os solventes

organicos acetatos de butila, 2-butanol e methbtisibcetona, estdo na Tabela 5.3.

40



Tabela 5.3: Resultados obtidos do coeficiente dggha para os solventes: acetato de butila, 2-

butanol e metil isobutil cetona.

Solvente orgéanico Acetato de butila 2-butanol Metil-isobutil-cetona
Cac 12 FA (mg.D) 205,4 84,7 113,5
Cac 22 FA (mg.) 105,0 208,1 180,7
Vo1 (ML) 40 27 200
Va2 (ML) 15 10 40
Kp 0,19 0,91 0,32

Na Tabela 5.4 apresentam-se os resultados olataso Kp, as constantes dielétricas e a

polaridades para os solventes utilizados nas édsac

Tabela 5.4: Valores do coeficiente de particdo #digidos e da constante dielétrica e polaridade

para os solventes organicos utilizados tal comelaalos por West et al (1984)

Solventes Kp Constante Dielétrica Polaridade (P)
Acetato de butila 0,19 5,01 4,0
Metil —isobutil -cetona 0,32 13,11 4,2
Acetato de etila 0,56 6,02 4,4
2-butanol 0,91 15,8
n-butanol 1,38 17,51 3,9

Através da andlise dos resultados apresentadosigasas 12 e 13 bem como o0s
encontrados na Tabela 5.3, foi possivel observaragmaior valor obtido para o coeficiente de
particdo foi em relagdo ao n-butanol. Com baseenessultado e levando-se em conta as
caracteristicas fisico-quimicas das moléculas,labee que o Kp ira depender da interacédo soluto-

solvente, bem como do momento dipolar das moléailda constante dielétrica do meio. O AC
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possui em sua estrutura 2 grupos hidroxila perdutinteragdes intermoleculares através de pontes
de hidrogénio.

A dissolucdo de substancias, como o acido clawgad favorecida em solventes polares
que possam realizar pontes de hidrogénio, comdcosig. Solventes como o acetato de etila e
outros ésteres realizam interagfes intermolecularais fracas (dipolo-dipolo) em relacdo as
pontes de hidrogénio, por isso apesar de apresentaaior polaridade, apresenta baixa constante

dielétrica e uma fraca interacéo soluto (AC) - ente.

5.2 Extragdo do acido clavulanico com acetato deilat

A influéncia do pH na extracdo com solventes om@mifoi verificada através da
realizacdo do experimento com acetato de etilateNestudo além da influéncia do pH foram

analisadas as rela¢gGes de volumes para a extracao.

5.2.1 Influéncia do pH

Realizaram-se quatro ensaios variando-se o pH ldg&minicial de acido clavulanico.
Os resultados experimentais obtidos para essemersdao na Tabela 5.5. Em todos 0s ensaios a
concentracao inicial de acido clavulanico foi dé,27mg.L-1, os volumes das fases aquosas e

organicas foram de 10 mL e o tempo de extracéeegtracdo foi de 30 minutos para cada ensaio.

Tabela 5.5: Resultados obtidos para a concentrdg&acido clavulanico na 1° fase aquosa, nos

diferentes pHs verificados.

pH Cac 12 FA (mg.LY) Cac 22 FA (mg.LY) Kp
2 131,2 74,4 0,56
3 258,9 31,0 0,12
4 271,4 0 0
5 273,6 0 0
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De acordo com os resultados apresentados na Tabelabserva-se que ha influéncia do
pH na etapa de extracdo do acido clavulanico, iefiteencia se da justamente no equilibrio da
reacao de ionizacdo do 4cido. Vieira e Badino (Rd@8rminaram a constante de ionizacéo, pKa,
para o AC como sendo de 2,25 que é andlogo ao dldedo de &cido clavulanico como sendo
igual a 2,25. Como nho processo de extracao sonsedt@lo clavulanico na forma de acido, isto é,
ndo ionizada, O AC é extraido para a fase orgariceecessario que o pH da solucdo seja baixo.
Isto ocorre quando o pH é mantido abaixo do pKaaliacdo durante a extracdo. Portanto, pode-se

concluir que o melhor pH para a extracdo € o de 2,0

5.2.2 Influéncia dos volumes

Foram realizados 3 ensaios. Os sistemas estudago®sultados estdo descritos na Tabela

5.6. A concentracao inicial do &cido clavulanical@é,80 mg.L-1 apos redugéo do pH para 2.

Tabela 5.6: Resultados obtidos para a concentdgaacido clavulanico na primeira e segunda fase

aguosa e seus respectivos fatores de concentfatg@es de purificacdo e rendimento.

Ensaio | Vo Vea Cacl?FA | Cac22FA [ Viegn | Vara | FC| FP | R | Kp
(mL: mL) (mg.L) | (mgLh) | (mL) | (ML) | O | O | %) [ O
1 100:100 103,4 207,5 104 13 1j1 283 148 026
2 (33-33-34): 100 80,8 246,2 100 13 1,4 380 17,639
3 50:100 119,3 187,3 100 13 1jo0 210 134 0,40

Pelos resultados apresentados na Tabela 5.6 fsivgb®bservar que para o experimento
3, que apresenta menor volume de fase organiceekagéo a fase aquosa, e 0 experimento 2,
realizado com mesmos volumes entre as duas fasesnpgom a fase organica dividida em trés
fracOes, apresentaram os mesmos resultados papa ldkentanto, para o experimento 1, com a
mesma relacdo entre os volumes, se obteve o mgnadse fato possivelmente ocorreu devido o

tempo de contato das fases ter sido insuficienta gae se atingisse o equilibrio. Neste caso é
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possivel concluir que o coeficiente de particdo)(iKplepende dos volumes das fases postas em
contato.

Em termos operacionais, pode-se concluir que vaugueais exigem um maior tempo de
contato, nas mesmas condi¢cdes de mistura realiradasxperimentos. Nestes termos, poder-se-ia
concluir que operacdes tal como as realizadas periemento 3 fossem mais convenientes, tendo
em vista um menor consumo de solvente organicoye impplicaria em menor custo para o
processo, bem como uma reducéo de residuos geNalestanto ha que se considerarem ainda os
resultados obtidos para o fator de concentracay (&r de purificacdo (FP) e o rendimento (R).

Neste sentido, observando-se os resultados dosimepéos 2 e 3, verifica-se que as
relacbes de volume influenciaram diretamente nor fde concentracdo e consequientemente no
fator de purificagdo e rendimento, sendo que oshaone$ resultados foram os obtidos pelo
experimento 2. Pode-se concluir que um procedimiaht@alizado no experimento 2 é aquele que
deva ser aplicado, desta forma definiu-se estaduktgia como aquela a se utilizar nas extracdes

com solvente organico.

5.2.3 Extracdo do &cido clavulanico com acetato detila seguida de adsorcdo em
coluna de leito fixo

Neste item apresentam-se os resultados do estudatidgdo do acido clavulanico do
meio fermentado, seguida de adsor¢cdo em colunasocetgglas com a resina de troca ibnica,
Amberlite IRA 400, e resina hidrofébica, AmberlK&D 4. Para cada opera¢do foram avaliados,
os fatores de concentracdo, purificacdo e rendineara o processo.

Na extracdo por solvente organico foram investigaddiferentes condicBes
experimentais. Apds a extragdo com o solvente @gafoi realizadas uma re-extragdo com uma
solucéo de tampéo fosfato a pH 7. A solucdo den&da/ulanico concentrado foi alimentada em
uma coluna de leito fixo recheada com a resinaada idnica, a uma temperatura de 10°C. Apds a
adsorc¢do a coluna foi lavada com agua milli Q, sdimhimente eluida com uma solucéo de NacCl

5% (p/v) avazao de alimentacdo em torno de 6 fmkIm
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Na etapa de adsorcdo, as amostras foram retiragd® cam 10 mL e na etapa de
dessorcao retiradas de 2,5 em 2,5 mL. O volumdatiena etapa de dessorcdo, que corresponde
regido de maior concentracdo de 4cido clavulari@oecolhido e alimentado na coluna com a
resina hidrofébica (Amberlite XAD-4). Nesta etappfs a adsorcéo, a coluna também foi lavada
com agua milli Q para retirar a solucéo retida intersticios e, em seguida, foi realizada a eluicédo
com uma solucdo de etanol 10% (v/v). As amostraanfocoletadas com mesmo volume na
adsorcdo e dessorcdo em torno de 2 a 3 mL, depmdervolume total alimentado na coluna.

No experimento E1 foi realizada a extracdo do acldeulanico seguindo as etapas de
troca ibnica e adsorgéo ndo especifica. As congligggerimentais foram:

* Troca ibnica com a resina Amberlite IRA-400: rasabluna de 0,5 cm; altura de leito de
21 cm e vazao em torno de 5mL.min-1.

* Adsorcéo sobre a resina Amberlite XAD-4: raio daa de 0,25 cm; altura de leito de 10
cm e vazdo em torno de 1,45 mL.min-1.

Os resultados experimentais obtidos no experimehtestdo representados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Resultados obtidos de fator de cormgind; fator de purificacdo e rendimento para a

etapa de extracao e as etapas de adsorcao no Efsaio

a

El Caci Cact CT, CTy FC | FP | Vi [ VF | R
(mg.LY) | (mg.L?) () () () | O | mL) | (mL) | (%)

Extrac&o 184,1 352,6 3,29732 2,0266 9 31 3000 40255
IRA-400 | 352,6 337,9 2,02669  0,1878 0 103 #0 5 2 60
Global 255,6 152,0 0,21565  <0,0022 6 >5675 | 20 [ 238

No ensaio E2 foi realizada a extracdo do acidoutdenico seguida do experimento de

troca ibnica em coluna de leito fixo com a resimab&rlite IRA-400. As condi¢Bes operacionais

foram, raio de 0,75cm, altura de 21cm e vazdao emotale 5,45 mL.min-1.0s resultados

experimentais obtidos no ensaio E2 estdo represente Tabela 5.8.

45




Tabela 5.8: Resultados obtidos de fator de cormgindy; fator de purificacdo e rendimento para a

etapa de extracao e as etapas de adsorcao, no E@sai

E2 Caci Chct CT; CTy FC ]| FP [ Vi [ VF | R
(mg.LY) | (mg.L?) () ) () | O | mb](mb)| (%)
Extrac&o 269,32 271,76 3,26649  1,333¢5 10 24  B0@04 | 35,0
IRA-400 | 271,76 143,66 1,3336§ <0,00226 (5 31280 | 25| 33
Global 269,32 6,24 3,26649]  0,01539 0,2 42 00 [3,02(

Pelos resultados apresentados na Tabela 5.7, podeservar que a etapa de extracdo
permitiu concentrar o acido clavulanico em solugg@oanto ao fator de purificacdo verifica-se,
pelos resultados apresentados nas Tabelas 5.7, gug8corre a separagdo de compostos que
apresentem baixa solubilidade no solvente, propoacido assim, uma purificacdo primaria do
caldo clarificado. A troca i6nica realizada no expento E2, onde se utilizou um volume maior
de resina que no experimento E1, promoveu um dadator de purificacdo maior, visto que neste
caso nao ocorrem perdas pela saturagéo da coluna.

Nesta etapa de purificagdo por troca i6nica n&o pfissivel concentrar o acido
clavulanico em virtude de que na etapa de lavagam &gua milli Q, ocorreram perdas de AC.
Deve-se levar em conta, também, que o AC sofreadagfio durante o processo de adsorc¢éao tal
como discutido por Mayer et al (1996). Os rendirmenextremamente baixos obtidos nos
experimentos E1 e E2 na etapa de purificag@o poa tidnica foi devido, ndo se ter sido recolhido
todo o volume alimentado de AC na fase da dessoeas®im seria necessario que todo o volume
alimentado fosse coletado na dessorcao, para ee r@sultados mais adequados com relacdo ao
rendimento.

A Figura 14 representa a concentracdo de AC e mimaates com o tempo, durante a
adsorcao e eluicdo sobre a resina Amberlite IRA-400 Figura 15 s&o representados dados de
concentracbes com o tempo na saida da coluna pamarifcacdo com Amberlite XAD-4

empacotada em coluna no experimento E1.
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Figura 14: Comportamento da concentracdo de atadalénico no ensaio E1, na etapa de

purificagdo com a resina IRA-400.

I
N
1

—=—CIC,
—e—c/C,

P
o
1

i=}
2]
1

Caldo Clarificado

//‘ N

cic,ec/c,
o o

> o

1 1

o
N
1

Etanol 10% (V/V) e
00 H,0 MilliQ o« e
T T T T T T T T
0 2 4 6 8
Tempo (Min)

Figura 15: Comportamento da concentracéo de atadalénico e contaminantes no ensaio E1, na

etapa de purificacdo com a resina XAD-4.

Da observacao da Figura 14 pode se avaliar quéapa de adsor¢cdo do AC, ocorreram
perdas de AC devido a saturacdo da coluna. Nadfuio 4cido clavulanico nao foi adsorvido, o
gue ja era esperado, pois 0 acido clavulanico tema fraca interagdo com a superficie apolar

dessas resinas (Mayer et al., 1996) e na fasestecdid foi obtida uma alta purificacdo do acido
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clavulanico, onde se pode presumir que parte dogconantes presentes na solugdo € adsorvida

na resina.

Nos ensaios E2, E3 e E4 foram realizadas as etigpestracao e troca ibnica em coluna

de leito fixo com a resina Amberlite IRA - 400. fapa de adsor¢cdo com a resina Amberlite XAD-

4 nao foi realizada devido a dificuldades operagi®rdo sistema, pois o volume de solucéo

aplicado nesta coluna néo era suficiente para @etigaeandlise experimental.

O ensaio E3 foi realizado em coluna com raio dé 6, altura de 20 cm e vazado de 5,5

mL.min-1. Os resultados experimentais obtidos rsaienE3 estédo representados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Resultados obtidos de fator de cormgind; fator de purificacdo e rendimento para a

etapa de extracao e as etapas de adsorcao, no Esai

E3 Caci Cact CT, CTy FC | FP | Vi [ VF | R

(mg.LY) | (mg.L?) () () () | O | mL) | mL) | (%)

Extracdo | 191,6 291,9 1,98967 1,11775 14 27 300 ,0 6533,0
IRA - 400 | 291,9 216,9 111775 | <0,00226 0,7 400 2,546
Global [1915 216,9 1,98067 | <0,0022¢ 11 altb 300,5 2[09

O ensaio E4 foi realizado em coluna com raio dé 0, altura de 22,8 cm e vazao em

torno de 5,2 mL.min-1. Os resultados experimergbitdos no ensaio E4 estdo representados na

Tabela 5.10.

Tabela 5.10: Resultados obtidos de fator de coragid, fator de purificacdo e rendimento para a

etapa de extracao e as etapas de adsorcdo no Edsaio

E4 Caci Chct CT; CTy FC [ FP [ Vi [ VF | R
(mg.L) | (mg.L?) () ) () | O | mL|mb) | (%)
Extracéo 161,9 1736 1,7262¢ 035001 141 53 100 ,0 84365
IRA-400 | 1736 96,7 0,35001] <0,00226 06 ajto  $425 | 41
Global 161,9 96,7 1,72628] <0,00246 0/6 alo 100 5 2, 05
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Pelos resultados apresentados nas Tabelas 5.53.%9.8,5.10, pode-se observar que na

etapa de adsorcdo sobre a resina IRA-400, os covaares foram separados e se concluir que, de

acordo com a convengao, sempre se deve operamensdicao do leito na condi¢cao de C/Co de até

0,1.

5.3 Extracdo do &cido clavulanico por n-butanol segda de adsorcdo em coluna de

leito fixo

Neste item apresentam-se os resultados do estudgtdgdo do acido clavulanico, do

caldo fermentado, pelo solvente organico n-butadettes experimentos foi avaliada a seqiiéncia

das etapas de extracéo e toca ibnica para o poodessxtracdo e purificacdo respectivamente. Na

etapa de adsorcao por troca idnica, todo o voldmeatado na a elui¢do foi coletado na saida da

coluna, permitindo o calculo do rendimento, cujeutado € mais representativo na analise do

processo.

O ensaio F1 foi realizado em coluna com raio dédi/ altura de 22,5cm e vazdo em

torno de 6,5 mL.min-1. Os resultados experimerdhiglos no ensaio F1 estdo representados na

Tabela 5.11.

Tabela 5.11: Resultados obtidos de fator de coragd e rendimento para as etapas de extracao e

adsor¢éo no ensaio F1.

F1 Caci Chct CT; CTy FC | FP | Vi [ Vi R
(mg.L") | (mg.L?) () () G | O | ML) | (mL) | (%)
Extrac&o 171,7 448.,6 2,33777 1,1315 6 54 250 [4@18
IRA-400 | 4487 139,6 1,13153  0,0273; 3 128 h0 0 M311
Global 171,7 139,6 2,33777]  0,0273] 8 693 250 {30

Pelos resultados representados na Tabela 5.11;spodbkservar que os valores para o

fator de concentracdo e purificacdo para a extragdo o n-butanol foi maior em relacdo ao

acetato de etila e o rendimento na etapa de adsqe@d resina IRA-400, foi representando

efetivamente o rendimento de uma adsorcao por iboiza.
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O ensaio F2 foi realizado em coluna com raio d& @, altura de 21,5 cm e vazao de

5,8 mL.min-1. Neste ensaio o AC foi eluido com wohlicdo tampéao de Tris —HCI (0,2M) a pH

6,2, com objetivo de manter constante o pH na edepdessorcédo. Os resultados experimentais

obtidos no ensaio F2 estdo representados na Tali@la

Tabela 5.12: Resultados obtidos de fator de coragd e rendimento para as etapas de extracao e

adsor¢cdo no ensaio F2.

F2 Chaci Chact CT CT; FC FP Vi \i R
(mg.L™?) (mg.L") ) ¢ ) () | (mb) | (mL) | (%)
Extracao 179,7 511,1 2,8 25D 50 56
IRA — 400 485,9 0 0 45 45 NG
Global 179,7 0 0 250 40 NG
Pelos resultados do experimento F2 apresentadbab@da 5.12, concluiu-se que o &cido
clavulanico néo foi dessorvido. Esse fato ocorressiyelmente por causa da baixa concentracéo
de ions cloreto no tampé&o.
O ensaio F3 foi realizado em coluna com raio dédi{ altura de 15,5cm e vazao de 5,6
mL.min-1. Neste experimento, a coluna foi eluiden@mlucdo tampéo de Tris —HCI a pH 6,2 com
NaCl a 5% (p/v). Os resultados experimentais obtitiw ensaio F3 estdo representados na Tabela
5.13.
Tabela 5.13: Resultados obtidos de fator de coragiu, fator de purificagéo e rendimento para as
etapas de extragéo e adsorgao, no ensaio F3.
F3 Chaci Chact CT, CT; FC FP Vi \i R
(mg.L?) (mg.L") ) Q) ) () | (mb) | (mL) | (%)
Extracao 217,5 493,7 2,30217 1,4933p 23 35 225 560,4
IRA — 400 493,7 190,7 1,49330 0,01926 29,5 b0 0 @4 30,8
Global 217,5 190,7 2,30212 0,01926 0/9 1040 325 405,6
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Pelos resultados representados na Tabela 5.18ceerse que o &cido clavulanico foi
dessorvido nestas condicbes do experimento. Edee ofzorreu por causa do aumento da
concentracao de ions cloreto no tampéao Tris - H@Imovendo assim a eluicdo. Durante a etapa
de adsorcdo ocorreu uma perda de &cido clavuléamieopode ter sido devido a alta concentracéo
de &cido clavulanico alimentada na coluna ultrapads-se a relacdo de C/Co de 0,1, tal como
ocorrido no experimento E1.

O ensaio F4 foi realizado em coluna com raio d& 0, altura de 15 cm e vazéo de 5,5
mL.min-1. Neste ensaio o AC foi eluido com solut@mpédo de Tris —HCI (pH 6,2) e NaCl 5%

(p/v). Os resultados experimentais obtidos no erfséiestao representados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14: Resultados obtidos de fator de coragd e rendimento para as etapas de extracao e

adsorcéo no ensaio F4.

F4 Caci Cact CT; CT; FC FP Vi Vi R
(mg.L™?) (mg.L") ) ¢ ) () | (mb) | (mL) | (%)
Extracéo 225,41 612,57 2,32842 1,49786 4,7 4.2 P1(B7 47,9
IRA — 400 612,57 225,69 1,49784 tracos| 0(4 ailto 37 37 36,8
Global 225,41 225,69 2,32842 tracos 1,00 allto 2107 3176

Pelos resultados apresentados nas Tabelas 5.81g 5.14, verificou-se que nos ensaios
F3 e F4 os fatores de concentracdo e rendimerdamfaraiores que no ensaio F1, onde se utilizou
apenas solugdo de NaCl 5% (m/v), com isso podessgwr que a elui¢do feita com uma solucdo
tampao Tris — HCl a pH 6,2 com NaCl a 5% (p/v) oboiu com o aumento destes fatores, visto

que a eluicao foi feita em condi¢cBes de pH ondwbs&Em maior estabilidade para o AC.

5.4 Extracdo do acido clavulanico em sistemas de ahi fases aquosas seguida de

adsorcao em coluna de leito fixo

Apresentam-se neste item os resultados dos expadmecalizados com a extracdo do
acido clavulanico do caldo clarificado, atravéssatbema de duas fases aquosas, SDFA utilizando

uma mistura de Polietileno glicol e tampéao fosfébcomo descrito no item 4.3. Inicialmente, os
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experimentos foram realizados a temperatura angiengH 6,2 com o objetivo de minimizar a

degradacédo do produto. Realizou-se a extracdoido davulanico seguida de adsorcdo em coluna
de leito fixo para PEG de diferentes pesos moleesl§400, 600 e 4000). As extracbes foram
realizadas com base nos resultados obtidos portaHi(@003). A composi¢do dos sistemas

estudados encontra-se apresentada na Tabela 5.15.

Tabela 5.15: Composicéo dos sistemas para os RIBG,$00 e 4000 e pH 6 e 7.

Sistemal PEG | pH Chaci Composicao Vees | VEoshato Vi
(mg.LY (mL) | (mL) (mL)
Al 400 7 175,4 21% PEG + 23,6% fosf. 500 35,0 70,C
A2 600 6 159,3 21% PEG + 17,7% fosf. 400 40,0 64,(
B2 600 6 159,6 21% PEG + 17,7% fosf 450 35,0 68,(
B3 4000 6 177,55 15% PEG + 15% fosf. 14{0 29,0 37,5
A4 4000 7 161,0 15% PEG + 20% fosf. 15)0 55,0 55,0
B4 4000 7 155,8 15% PEG + 20% fosf. 15{0 60,0 70,C

Na tabela 5.16 estdo representados os resultado®olpara a concentracdo de acido
clavulanico nas fases PEG e fosfato e seus regpgctioeficientes de particdo, fator de
concentracdo, fator de purificacdo, rendimento elg®e e a composicdo dos sistemas estdo

apresentados na Tabela 5.15.

Tabela 5.16: Resultados obtidos para os sistentS-{@sfato) estudados.

Sistemas| Cuyc— Fase | Cyc— Fase CT; CT; Kp FC| FP| R P

PEG (mg.L') | Fosf. (mgiL)| () Q) O OO | )] (%)
Al 206,1 35,6 2,43155 2,57788 5,48 1,2 1,1 §3,9 116,
A2 203,7 14,1 1,28024 1,75836 1447 1,3 D9 799,620
B2 205,3 40,8 2,06422 2,66124 5,02 1,3 [1,0 85,1 9 14,
B3 238,4 109,1 2,4353p 2,67925 2,18 1,3 (1,1 50,1,9 49
A4 330,2 52,7 1,31689 1,85400 6,35 2,0 [L,5 1559 144,
B4 353,8 80,7 3,94226 495731 4,38 23 (1,8 61,8 2 38,
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Pelos resultados apresentados na Tabela 5.16 i@glossificar que os maiores valores de
rendimento, foram obtidos nos experimentos Al, ABZ com isso pode-se concluir que o
rendimento € maior com PEG de baixo peso molecktabhora os melhores resultados de fator de
purificacdo e fator de concentracdo tenham sida@abtcom o PEG de maior peso molecular.
Ressalta-se que para a estimativa do FC, FP e Rentti, sdo considerados que todo o AC
extraido para a fase PEG seja, numa etapa de reg@at recuperado. Assim, pode-se estar
superestimando os valores de FC bem como subesiinmas valores de FP, tendo em vista a
possibilidade de que a re-extracdo possa ser elats/a.

ApoOs a etapa de extracao do acido clavulanico starsa de duas fases aquosas buscou-se
estudar a separacdo do AC do PEG. Inicialmente iexanse a possibilidade de se realizar a
adsorcao em coluna de leito fixo, para recupeC @xtraido ou para adsorver parte do PEG.

Foram realizados experimentos com os PEG de mepeses moleculares, sendo de 400 e
600, e como solido adsorvente foram utilizadashessiAmberlite IRA-400 de troca iOnica e a

hidrofébica Amberlite XAD-4.

A Figura 16 apresenta a concentracdo de AC e camdaies, durante a percolacéo,

lavagem e eluicdo para a alimentacdo com uma soldedAC extraido em solucdo PEG 400, na

coluna recheada com a resina Amberlite XAD-4.
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Figura 16: Comportamento da concentracdo de atadalénico e contaminantes, na etapa de

purificacdo com a resina XAD-4.

A Figura 17 apresenta a concentracdo de AC e camates durante a percolagao,
lavagem e eluicdo da alimentacdo de uma solucdo 62BG AC em coluna empacotada com a

resina Amberlite IRA-400.

104

0,8

—=—CcJC,
—e—CiC,

Caldo

o
o

Etanol 10%

cic, e c/c,
o
S
1

o
N
1

'§><::

T T L T T T T T
30 40

Volume (mL)

HO —e

2

0,0 ]

Figura 17: Comportamento da concentracdo de atadalénico e contaminantes, na etapa de

purificacdo com a resina IRA-400.
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A Figura 18 apresenta a concentragédo de AC e camates durante a alimentagao, lavagem e
eluicdo de uma solucdo de PEG 600 e AC feita passarma coluna recheada com a resina

Amberlite IRA-400.

1,04

0,8 /
—®&—C/C,

+
Caldo / cic,

Etanol 10%

o
[}

t0

t

0

C/C eC/C
(=
I
1

o
[N}
1

H H.O :&::|::

0 10 20 30 40 50 60 70

0,04

Volume (mL)

Figura 18: Comportamento da concentracdo de atadalénico e contaminantes, na etapa de

purificacdo com a resina IRA-600.

Nestes experimentos verificou-se ndo ser possefdrar 0 AC do PEG. No caso dos
experimentos realizados com a troca idnica, pressengue na solucdo a concentracdo de ions
fosfato ndo permitiu que ocorresse a troca ibnisaidns presentes nos sitios da resina com os ions

de AC. No experimento com a resina XAD-4 nao faigieel realizar a adsorcdo do PEG.

5.5 Comparacéo de dois métodos de extracdo liquidiquido.

Neste item apresentam-se 0s resultados onde seammpos valores de fator de
concentracao, fator de purificacdo e rendimenta paextracdo por solvente organico e extracao
em sistema de duas fases aquosas.

Na Tabela 5.17 estdo representados os resultatldeobe fator de concentracéo, fator de
purificacdo e rendimento para os experimentos d&go pelos solventes organicos acetato de

etila e n-butanol e extracdo em sistemas de dsgas tuosas (PEG — Fosfato).
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Tabela 5.17: Resultados obtidos de fator de coragid, fator de purificacdo e rendimento do

acido clavulanico.

Experimentos FC (-) FP (-) R (%)
El 19 3,1 25,5
E2 1,0 2.4 35,0
E3 1,5 2,7 33,0
E4 1,1 53 36,5
F1 2,6 54 41,8
F2 2,8 ND 56,9
F3 2,3 3,5 50,4
F4 2,7 4,2 47,9
Al 1,2 1,1 83,9
A2 1,3 0,9 79,9
B2 1,3 1,0 85,1
B3 1,3 11 50,1
A4 2,1 1,5 55,9
B4 2,3 1,8 61,8

ND: ndo determinado
Na Tabela 5.17 pode-se verificar que na extragabASfoi possivel obter os
melhores resultados quanto ao rendimento. Develsmtar que nao foi realizadas a etapa de re-
extracdo do &cido clavulanico do PEG, com issorwddorendimento pode ser maior ou menor do
que o calculado, dependendo da técnica e efici@aci@-extracdo a ser utilizada. Para a extragdo
com os solventes organicos os melhores resultaglfetal de concentracao, fator de purificacao e

rendimento foi para o n-butanol.

56



5.6 Simulacdo de um extrator contra-corrente

Neste item sdo apresentados resultados obtidosspatdacdo de um extrator contra-
corrente com o objetivo de determinar o numero stégeos necessarios. Com o coeficiente de
particdo do n-butanol obtido experimentalmente, gossivel, através do modelo matematico
proposto, obter a concentracao final de AC nassfagglnica e aquosa, perdas e rendimento para
os diferentes tempos de residéncia. Note-se qu#tu@ncia do tempo de residéncia é estudada nos
casos onde considerou-se a degradacdo do AC nadassa. Nas situacdes onde nao se levou em
consideragdo a degradacgédo foi apenas avaliado erolie extratores necessarios para a completa
extracao.

Os dados de entrada utilizados para a simulaca@&xtdator considerando a degradacéo do
AC na fase aquosa, foram:

« Concentracéo inicial de AC na fase aquosa = 10Qfng.

» Concentracao inicial de AC na fase organica = zero.

* Volume dos extratores= 100 L.

* Kp para o n-butanol igual a 1,3, obtido experimieméate em pH 2 e temperatura
ambiente.

e kd=0.0044725 mrﬁ(Bersanetti, et all, 2005).

* Tempo de residéncia)(=1,2 ,5,7,10 e 20 min.

Os dados de entrada utilizados para fazer a sidmlap extrator sem considerar a
degradacédo do AC na fase aquosa foram:
« Concentracéo inicial de AC na fase aquosa = 100 Tng.
» Concentragdo inicial de AC na fase organica = zero.
* Volume do extrator = 100L.

» Kp para o n-butanol igual a 1,3, obtido experimien¢ate.
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Na Tabela 5.18 estdo representados os resultatidesoe concentracdo de cido clavulanico na

fase organica, através da simulacdo de um exteattra-corrente. Os resultados obtidos para a

concentracao final de acido clavulanico na faseos@wos diferentes tempos de residéncia e

concentracao final de AC sem considerar a degradas#fio no Apéndice B.

Tabela 5.18: Resultados obtidos para a concentfagd@lode acido clavulanico na fase orgéanica

nos diferentes tempos de residéncia e concentfmgiale AC sem considerar a degradacéo.

N° de 1= 1= 1= 1= 1= 1= Sem considerar degradaggo
extratores| 1min | 2min | 5min | 7min | 10min | 20min
2 74,8 74,6 74,3 74,1 73,7 72,6 74,0
3 83,6 83,4 82,9 82,5 82,0 80,3 83,8
4 88,6 88,4 87,2 87,2 86,5 84,3 88,9
5 91,8 91,5 90,6 90,7 89,2 86,5 92,2
6 93,9 93,5 92,5 91,8 90,9 87,9 94,3
7 95,3 94,9 93,8 93,0 91,9 88,6 95,8
8 96,4 95,9 94,6 93,8 92,6 89,1 96,8
10 97,6 97,1 95,7 94,7 93,4 89,¢ 98,2

Com os resultados da Tabela 5.18 e com dados dadenttilizados para realizar a

simulagdo do extrator foi possivel calcular o remedito para os diferentes tempos de residéncia,

conforme equacdo 4.3. A Figura 19 ilustra essestael®s.

100

95

90

85

%R(AC)

80

754

70

—&—taul
—o—tau2
taus
—v—tau7
taulo
—<4—tau20
sldeg

Fg

N° de extratores

10

58



Figura 19: Comparagéo do rendimento de AC simulpdos os varios tempos de residéncia.

Para cada uma das situagBes puderam ser calcwadasrdas no processo, conforme
equacdao 4.4, que representa a concentracao dechiddanico que ficou na fase aquosa e mais a

concentracdo de &cido clavulanico que degradountiura extracdo. Estes resultados estéo

apresentados na Tabela 5.19.

Tabela 5.19: Resultados obtidos para as perdafdeiferentes tempos de residéncia)

N° de T= T= T= T= T= T=
extratores Imin 2min 5min 7min 10min 20min
2 25,2 25,4 25,7 25,9 26,3 27,4
3 16,4 16,6 17,1 17,5 18,0 19,7
4 11,4 11,6 12,8 12,8 13,5 15,7
> 8,2 8,5 9,4 9,3 10,8 13,5
6 6,1 6,5 7,5 8,2 9,1 12,1
! 4,7 5,1 6,2 7,0 8,1 114
8 3,6 4,1 54 6,2 7,4 10,9
10 2,4 2,9 4,3 5,3 6,6 10,4

Estes resultados encontram-se ilustrados na Fijura
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Fica evidente que quanto maior o tempo de residémznor o rendimento em &cido
clavulanico e maior as perdas, que pode ser olfemas Figuras 19 e 20. Quanto ao numero de
extratores a mesma conclusdo pode ser obtida @loskrse os resultados apresentados nas
Tabelas 5.18 e 5.19 bem como a ilustracdo destelkados nas Figuras 19 e 20.

Observando-se os resultados da simulagdo, podenskiit que a partir do quinto extrator

e do tempo de residéncia de 5 minutos ndo é maielvextrair, pois aumenta a degradacdo do

acido clavulanico na fase aquosa.
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6. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos nos experimentos de extragigificacdo pode-se concluir que a
sequéncia proposta para a extragéo e purificagéé@vél. Tém-se ainda , as seguintes conclusdes
especificas que podem ser apresentadas:

e O pH 6timo para extracéo é 2,0;

* O melhor solvente organico para a extracao é otamblicom o coeficiente de parti¢éo,
Kp, de 1,3;

* Para a extragdo com o n-butanol, os rendiment@snf@antre 41,80 e 56,89 e fatores de
concentracao entre 2,27 e 2,82;

* Na etapa de adsor¢do em coluna de leito fixo cams@ma Amberlite IRA-400, apés a
extragcdo com n-butanol, os rendimentos foram €38 e 36,8 e fatores de purificacdo
altos;

e A adsorcdo com a resina Amberlite XAD-4, realizaganas no experimento E1, embora
ndo tendo sido realizada nos proximos experimedgdo as dificuldades operacionais,
mostrou aumentar a purificacdo da solucéo;

» Para as extragbes em SDFA, PEG de menor peso raléouo que forneceu maiores
rendimentos e para valores de pH = 7 as maioreaper

* Nas etapas de extracdo em sistemas de duas fassasgeguidas de adsor¢cdo em coluna
de leito fixo empacotada com a resina Amberlite H0® e com a resina Amberlite XAD-
4, ndo foi possivel separar o AC do PEG;

* Quanto a simulacdo do extrator contra correnteammrendimento de AC obtido foi de
98,22% sem degradagéo na fase aquosa e os resuttaniodegradacdo nos diferentes
tempos de residéncia simulados a partir do quixtoat®r a concentracdo do acido

clavulanico na fase organica permanece constaitesendo mais viavel.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista os resultados obtidos e as condugdeadas a partir destes resultados,
algumas sugestdes ainda podem ser apresentadas.

Para o processo como um todo:

= Avaliar a alteracdo da ordem proposta, como primmeializar a adsorgéo por troca iénica e
na sequéncia realizar a extracdo com solventesioogie SDFA.
Para as partes especificas:

= Estudar as extracbes com solventes organicos amdbizse as particoes através da
saturacéo da fase aquosa com sais;

= Estudar o efeito da temperatura e tempo de comadxtracao;

= Estudar a re-extracdo do acido clavulanico do PEG;

= Estudar a cinética de degradacao do AC na fase PEG;

= Estudar outros eluentes para a troca ibnica;

= Estudar outros trocadores de ions para a adsoocA€d

= Estudar a nanofiltragdo como possivel substitutairda das etapas apresentadas neste
trabalho;

= Realizar simulagbes com diferentes volumes buscamdaimizar o rendimento e

minimizando as perdas.
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APENDICE A

1) MODELO SEM CONSIDERAR DEGRADAGAO DO ACIDO CLAVULANTO

Entradas
n=10; numero de extratores.
FA0=100
FS0=100
Kpl=1.3;
CS0=0;
CA(n)= 100;
FA (1:n)=FAO;
FS (1:n)=FSO0;
Kp (1:n)=Kp1;
Extrator 1
A (1,1)=FA0; A(1,2)=-FA(1); A(1,3:n)=0; A(1,n+1)=R$); A(1,n+2:2*n)=0;
B(1,1 )=FS0*CS0;
A (n+1,1)=1; A(n+1,2:n)=0; A(n+1,n+1)=-1/Kpl; A(n#t2:2*n)=0;
B(n+1,1) =0;
Extratores intermediarios
for p=2:n-1
A (p,p)=-FA(p-1); A(p,p+1)=FA(p); A(p.n+p-1)=KE-1); A(p,n+p)=-FS(p);
B(p, 1)=0;
A (n+p,p)=1; A(n+p,n+p)=-1/Kp(p);
B(n+p, 1) =0;

end
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Ultimo extrator

A (n, n) =-FA (n-1); A(n,2*n-1)=FS(n-1); A(n,2*n)ES(n);
B(n, 1) =-FA(n)*CA(n);

A (2*n, n) =1; A(2*n,2*n)=-1/Kp(n);

B(2*n, 1) =0;

x=A\B;

CA (L:in+1)=[x(1:n); CA(n)];

CS (1: n+1) =[CSO0; x(n+1:2*n)];

2) MODELO CONSIDERANDO DEGRADACAO DO ACIDO CLAVULANICO
Entradas
Tempo de residéncia
TauS0= 5.0; (min)
TauAO= 5.0;
n=10 numero de extratores

Kd=0.26835/60; (min)

Volume de cada extrator
for i=1:n
VA ()=100;

end

FAO=VA (1)/TauA0; (L/min)
FSO0=VA (1)/TauS0; (L/min)
Kpl=1.3;
CSO0=0;

CA(n)= 100;
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FA (1:n)=FAO0;
FS (1:n)=FSO0;

Kp (1:n)=Kp1;

Extrator 1

A (1,1) =-(FAO/VA (1)+Kd*0.5); A(1,2)=FA(1)/VA(1)A(1,3:n)=0;

A (1, n+1) =-FS (1)/VA(1); A(1,n+2:2*n)=0;

B(1,1) =-FSO*CSO/VA (1);

A (n+1,1) =1; A (n+1,2:n)=0; A(n+1,n+1)=-1/Kp1; Atd,n+2:2*n)=0;

B(n+1,1) =0;

Extratores intermediarios

for p=2:n-1

A (p.p)=-(FA(p-1)/VA(p)+Kd*0.5); A(p,p+1)=FA(p)/VAp);
A (p,n+p-1)=FS(p-1)/VA(p); A(p.n+p)=-FS(p)/VA(p);
B(p,1)=0;

A (n+p,p)=1; A(n+p,n+p)=-1/Kp(p);

B(n+p,1)=0;

end

Ultimo extrator

A (n, n) =-(FA (n-1)/VA(n)+Kd*0.5); A(n,2*n-1)=FS(L)/VA(n);
A (n, 2*n) =-FS(n) VA(n);

B(n, 1) =-FA(n)*CA(n)/VA(n);

A (2*n, n )=FA (n-1); A(2*n,2*n)=-FS(n)/Kp(n);

B(2*n, 1)=0;
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x=A\B;

CA (L:n+1)=[x(1:n); CA(N)}/2;

CS (1:n+1)=[CS0; x(n+1:2*n)];
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APENDICE B

Tabela 20: Resultados obtidos para a concentragabde &cido clavulanico na fase aquosa nos

diferentes tempos de residéncia e concentracaad@n@C sem considerar a degradacéo.

Ne° de 1= T= 1= 1= 1= T= Sem considerar

extratores| 1min | 2min | 5min | 7min | 10min | 20min degradacdo

2 12,49| 12,46] 12,37 12,30 12,21 11,91 25,06

3 8,04 8,00 7,89 7,81 7,70 7,3% 16,16

4 5,48 5,44 5,32 5,24 5,13 4,77 11,05

5 3,87 3,83 3,71 3,63 3,52 3,17 7,83

6 2,80 2,76 2,64 2,56 2,46 2,14 5,68

7 2,05 2,01 1,90 1,83 1,74 1,46 4,19

8 1,52 1,48 1,38 1,32 1,24 1,00 3,12

10 0,85 0,82 0,74 0,7¢ 0,64 0,47 1,77
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