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RESUMO

O 4cido clavulanico (AC) ¢ um potente inibidor de certas B-lactamases produzidas
por bactérias resistentes as penicilinas e cefalosporinas. A combinagdo do AC com a
amoxicilina ¢ o exemplo de maior sucesso do uso de um antibidtico B-lactdmico sensivel a [3-
lactamase juntamente com um inibidor desta enzima, permitindo assim que a amoxicilina
continue sendo efetiva no tratamento de muitas doengas. E produzido via fermentagdo por
linhagens do Streptomyces e dentre estas se encontra o Streptomyces clavuligerus. O acido
clavulanico ¢ um 6leo altamente instavel e higroscdpico, ndo sendo vidvel a sua utilizacdo em
medicamentos nessa forma, mas sim na sua forma de sal, mais especificamente a de
clavulanato de potéssio, na qual apresenta maior estabilidade.

Assim no presente trabalho foi proposto a precipitacdo do clavulanato de potassio
a partir do acido clavulanico presente no caldo de fermentagao, cultivado no DEQ-UFSCar.
Para tanto foram necessarios estudos preliminares como a caracterizacdo, monitoramento e
padronizagdo do AC (Clavulin®) e também o melhoramento das etapas de purificagdo
empregadas anteriormente a etapa da precipitagao.

Foram avaliadas a reagdo direta (Ry), na qual ocorreu a precipitagdo do AC com o
2-etilexanoato de potassio, € a reacdo indireta, com a passagem por um intermediario estavel,
na qual ocorreu a precipitacdo do AC com a t-octilamina (R;), formando um sal de amina do
AC (intermediario estavel) que posteriormente foi reagido com o 2-etilexanoato de potassio
para a formagdo de clavulanato de potassio (R;). As reacdes estudadas foram otimizadas
através da andlise por superficie de resposta (planejamento fatorial) de forma a maximizar o
rendimento além de avaliar a estabilidade do clavulanato de potéssio precipitado.

Foram obtidos excelentes resultados que demonstraram que a reacdo de
precipitacdo empregada ¢ adequada para ser utilizada como a etapa final do processo de
purificagdo do AC proveniente do caldo de fermentagcdo, permitindo a obtencdo do

clavulanato de potdssio com bom rendimento associado a uma pureza elevada.



ABSTRACT

Clavulanic acid is a potent inhibitor of many B-lactamase enzymes producing
bacteria, which attribute bacterial resistant against cephalosporins and penicillins. The
combination of CA with amoxicillin is the most successful example, that clavulanic acid have
the ability to enhance the effectives of B-lactam antibiotic, which was [-lactamase sensitive,
allowing the use of amoxicillin in treatment of a lot of diseases. Clavulanic acid is obtained by
a fermentation method from various microorganisms belonging to many Streptomyces strains
such as Streptomyces clavuligerus. CA itself is an unstable hygroscopic oil which is not used
for the preparation of pharmaceutical compounds, for this suitable salts are more
appropriated. Among these compounds potassium clavulante is the most stable compound
which is normally used for pharmaceutical preparations.

In the present work a precipitation of potassium clavulanate starting from the
clavulanic acid present in the fermentation broth (cultivated at DEQ-UFSCar) was proposed.
Therefore were necessary preliminary studies such as the characterization, monitoramment,
standardization of CA (Clavulin®) and improvement of the previously purification steps
employed before precipitation step.

The directly precipitation (Rg) which occurred the reaction of CA with potassium
2-ethyl hexanoate resulting in the potassium clavulante and the precipitation with an
intermediate step which occurred an previously reaction of CA with the t-octylamine (R;)
allowing a formation of a amine salt of CA (stable intermediate) that afterward it was reacted
with the potassium 2-ethyl hexanoate for the formation of potassium clavulanate (R,) were
evaluated. The studied reactions were optimized through by response surface methodology
(experimental design) in order to permit maximize the yield and to evaluate the stability of the
potassium clavulanate precipitated.

The results obtained were excellent and demonstrated that the reaction of
precipitation employed is very appropriate to be used as the final stage of the process of AC
purification from fermentation broth, allowing to obtain a raised yield of the potassium

clavulanate associated to a high purity.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

O 4cido clavulanico (AC) é uma substancia de ocorréncia natural, detectada pela
primeira vez em culturas de Streptomyces clavuligerus por pesquisadores do Beecham
Laboratories na Inglaterra. E um potente inibidor de B-lactamases. As B-lactamases sdo 0 mais
importante mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibioticos B-lactamicos. Atualmente,
existe um grande nimero de patdogenos produtores de B-lactamases, dentre os quais se
destacam Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis ¢ Haemophilus influenzae. O uso combinado do 4cido clavulanico e de
antibioticos B-lactdmicos tornou possivel a cura de vérias infec¢des resistentes a terapias
convencionais, sem necessitar de utilizacdo de medicamentos com fortes efeitos colaterais
(BAGGALEY et al., 1997; COLE et al., 1978). No Brasil, ¢ comercializado com o nome de
Clavulin pela SmithKline Beecham do Brasil Ltda. e Sigma-Clav BD pela EMS Industria
Farmacéutica Ltda.

Dentre as estratégias para reduzir o preco dos medicamentos, a substitui¢do da
importacdo pela producdo local ¢, sem duvida, uma das mais importantes. Mas se ¢ verdade
que a industria nacional farmacéutica cresceu significativamente na década de 90,
respondendo hoje por aproximadamente 90% do que ¢ consumido no pais (dados da
Associacdo Brasileira da Industria Farmoquimica - Abiquif), o contrario se deu para a
industria farmoquimica (responsavel pela fabricacdo dos principios ativos e intermediarios),
cujo desenvolvimento foi praticamente nulo. Atualmente, 82% dos farmoquimicos utilizados
na fabricacio de medicamentos sdo ainda importados, segundo os dados da Abiquif
(BARRERO, 2001). Na atualidade a atividade do setor farmacéutico no Brasil consiste,
basicamente, em misturar os componentes para dar a forma final de apresentacdo aos
medicamentos (comprimido, po, liquido etc).

Resolver a disparidade entre industria farmacéutica e indastria farmoquimica esté
no centro das discussdes sobre o crescimento do setor de farmacos no Brasil. A necessidade
de atuacdo do governo, através de uma politica de incentivo a pesquisa e desenvolvimento e
de incentivo a industria nacional, ¢ apontada como requisito para solucionar o problema
(BARRERO, 2001).

A integracdo entre todos os setores ¢ vista como fundamental, uma vez que o
nimero de importagcdes de principios ativos e medicamentos ¢ muito maior do que a

quantidade de exportagdes pelo Brasil.
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Tendo em vista tanto o aspecto clinico como a importancia comercial € o restrito
conhecimento das etapas do processo de producdo do dacido clavulanico, torna-se
indispensavel o estudo dos processos de produgdo, extracdo e purificacdo deste fAirmaco, para
que seja possivel disponibilizar sua tecnologia de producao.

Assim vérios trabalhos na Area de Pesquisa de Engenharia Bioquimica do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da UFSCar foram e vém sendo desenvolvidos
para o 4cido clavulanico.

O presente trabalho apresenta um estudo dos processos e operagdes para a
separagdo e purificagdo do acido clavuldnico, produzido por fermentacdo (cultivados pelos
alunos integrantes da pos-graduagdo do DEQ), com énfase na etapa final do processo de
producdo deste importante farmaco.

Desse modo o objetivo principal desta tese foi a precipitagdo do clavulanato de
potassio a partir do AC presente no caldo de fermentacao. Entretanto para tornar esse objetivo
possivel, outros objetivos especificos precisaram ser atingidos, tais como:

1 - Caracterizagdo e selecdo de método para monitoramento do AC;

2 - Desenvolvimento de método para preparacdo do padrdo de AC puro a partir do
Clavulin®;

3 - Melhoramento das etapas de purificagdo que antecedem a etapa final de precipitacao,
para o caldo de fermentagao;

4 - Avaliacdo das reagdes descritas em literatura e estabelecimento de metodologia para
precipitacdo de clavulanato de potassio;

5 - Otimizagao das reacdes de precipitagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibioticos

Os antibidticos interferem em diferentes atividades da célula bacteriana, causando
a sua morte ou somente inibindo o seu crescimento, sendo chamados de bactericidas e de
bacteriostaticos respectivamente.

De forma geral, os antibioticos atuam sobre bactérias de diversos géneros. As
bactérias sao normalmente classificadas levando-se em consideracdo a forma: cocos, bacilo,
cocobacilo, bacilo fusiforme, vibrio, espirilo e espiroqueta (MURRAY et al., 2002). De
acordo com a coloragdo: a coloragdo Gram classifica a bactéria em gram-positiva ou gram-
negativa.

Geralmente, a maneira de atuagdo dos antibidticos, encontra-se subdividida em
grupos descritos abaixo (MURRAY et al., 2002);

- Que atuam no nivel dos ribossomos; Diversas classes de antibidticos atuam na
inibicdo da sintese de proteinas bacterianas.

- Inibidores da sintese de acido nucléico das bactérias;

- Inibidores da sintese de metabolitos necessarios a certos microrganismos;

- Que atuam na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana; A parede celular
bacteriana constitui-se em um alvo 6bvio para os antibioticos. As duas classes

mais importantes de inibidores da sintese da parede celular sdo os glicopeptideos e

os B-lactamicos, estes ultimos serdo abordados neste trabalho.

2.1.1 Bactérias gram-negativas e gram—positivas

As bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que contém grandes
quantidades de lipopolissacarideos, fosfolipidios e proteinas. As porinas sdo proteinas que
formam canais por onde ¢ permitida a entrada por difusdo de moléculas hidrofilicas menores
que 700 Da em massa. A membrana citoplasmatica é revestida por uma fina camada de
peptidioglicano. No espago peripldsmico, situado entre a membrana citoplasmatica e a
membrana externa, encontram-se as [-lactamases, no caso das bactérias patogénicas. As
gram-negativas representam um desafio a entrada de grandes moléculas, a membrana externa
e o canal formado pelas porinas permitem a passagem de metabolitos e de pequenos

antibioticos hidrofilicos, constituindo em uma barreira para antibidticos maiores ou

3
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hidrofobicos. As gram-positivas ndo possuem membrana externa, apenas uma espessa parede

celular formada por multiplas camadas de peptidioglicano (Figura 2.1.1).

Peptidioglicano i?;;fgicéico
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Acido teicdico
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Figura 2.1.1 — Comparagao das paredes celulares de bactérias: (A) gram-positivas; (B) gram-
negativas (MURRAY et al., 2002).

Sao exemplos de bactérias gram-positivas os géneros de Staphylococcus,

Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Erysipelothrix, Corynebacterium, Clostridium, entre

outros.
E gram-negativas; Neisseria, Enterobacteriaceae, Vibrio, Aeromonas,

Plesiomonas, Campylobacter, Helicobacter, Pseudomonas, Bortella, Francisella, Brucella,

Haemoplilus, Actinobacillus, Legionella, Treponema, Borrelia, Leptospira, FEhrlichia,

Coxiella entre outras (MURRAY et al., 2002).
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2.1.2 Antibidticos p-lactamicos

Em 1941, ano em que a penicilina foi utilizada clinicamente pela primeira vez,
mais de 90% dos estafilococos isolados eram suscetiveis ao antibiotico. Entretanto, a
resisténcia a penicilina rapidamente se desenvolveu devido principalmente a produgdo da
penicilinase pelos microrganismos, hoje chamadas de [-lactamases. A distribuicao
disseminada dessa enzima foi garantida pela sua presenca em plasmidios transmissiveis
(MURRAY et al., 2002).

As bactérias biossintetizam membranas plasmaticas, paredes celulares e capsulas.
Tal prote¢do se faz necessaria para seu crescimento e desenvolvimento, desde que o interior
bacteriano ¢ hiperosmolar (mais concentrado) em relacdo ao meio extracelular. Sem ela, a
existéncia da célula ¢ comprometida.

O componente estrutural mais importante das paredes celulares bacterianas ¢ a
camada de peptidioglicano, com uma estrutura basica de uma cadeia de 10 a 65 residuos de
dissacarideos. Essas cadeias sdo interligadas por pontes peptidicas que criam uma cobertura
reticular rigida para as bactérias. A construcdo das cadeias e das ligagdes cruzadas ¢ catalisada
por enzimas especificas (por exemplo, transpeptidases, carboxipeptidases, endopeptidases).
Essas enzimas reguladoras sdo também chamadas de proteinas de ligag¢do a penicilina (PBPs —
penicillin-binding proteins), uma vez que elas podem se ligar aos antibidticos -lactamicos.
Quando bactérias em crescimento sdo expostas a esses antibioticos, o antibidtico se liga as
PBPs na parede celular em crescimento, impedindo conseqiientemente a sintese, ¢ resultando

na lise ¢ morte da célula bacteriana. Assim os [-lactamicos atuam como agentes bactericidas.

2.1.2.1 Mecanismo de acio de um antibidtico B-lactamico
O caminho percorrido pelo antibidtico -lactamico quando este ataca uma bactéria

gram—negativa como a E.Coli ou do género Pseudomonas esta ilustrada na Figura 2.1.2

abaixo (KNOWLES, 1985).
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Figura 2.1.2 — O caminho percorrido pelo antibidtico B-lactdmico quando este ataca
uma bactéria gram—negativa (KNOWLES, 1985).

Inicialmente o antibidtico deve atravessar a membrana externa por difusdo passiva
através dos canais formados pelas porinas. Estes canais apresentam algumas barreiras ao livre
acesso ao espaco intermediario, o espago periplasmico, exceto para substancias pequenas e
hidrofilicas que parecem penetrar prontamente. O antibidtico entdo atravessa a parede celular,
a qual ¢ uma malha de peptidioglicano cruzado responsavel pela integridade estrutural celular.

O antibidtico B-lactdmico deve entdo atravessar o espago peripldsmico para, desta
maneira, atingir o alvo da sua a¢do, que sdo as enzimas da membrana interna, as responsaveis
pela biossintese da parede celular. Se a bactéria possui o gene para a sintese da -lactamase,
entdo o espago periplasmico pode conter milhares de copias desta enzima. Por exemplo uma
célula de E.coli que contenha o gene pode ter at¢ 65000 moléculas de B-lactamases no seu
espaco periplasmico, as quais podem catalisar a hidrélise da penicilina ao inativo acido
penicildico monociclico. Finalmente se o antibidtico conseguir penetrar ileso no espaco
periplasmico, ou seja, sem ser atacado por alguma [-lactamase, ele podera inativar uma ou
mais enzimas envolvidas na sintese da parede celular, enfraquecendo a rede e a estrutura

bacteriana, levando a lise ¢ a morte celular (KNOWLES, 1985).
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Existem quatro subclasses de antibidticos [-lactdmicos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenens, monobactamicos. (BAGGALEY et al., 1997, MURRAY et al.,
2002).

Penicilinas

A penicilina foi descoberta por Alexander Fleming em 1928 como um co-produto
do Penicillium notatum, o qual deu origem ao nome do medicamento. As penicilinas (Figura
2.1.3) consistem em um anel B-lactamico fundido a um anel de cinco membros chamado
tiazolidina. Uma modificagdo bioquimica nessa estrutura resulta em antibioticos com
diferentes propriedades antibacterianas e farmacoldgicas, que possuem um maior espectro de

atividade, incluindo as bactérias gram-negativas (FONSECA, 1986).

R NH

\T/ S ,CH;
| jj

o
COOH
Figura 2.1.3 - Formula estrutural das penicilinas (dcido 6-amino penicilanico).

Dentre as penicilinas estdo representadas a penicilina G ou benzilpenicilina
(Figura 2.1.4), e a penicilina V. A primeira revolucionou o tratamento de uma grande
variedade de infec¢des, dentre eclas, a febre escarlate, a pneumonia, a gonorréia e sérias
infec¢des causadas por bactérias do género Staphylococcus, as quais, até aquele momento nao
possuiam tratamento. Logo se aperfeicoaram os métodos naturais de obten¢do dos primeiros
antibidticos, surgindo os antibidticos sintetizados em laboratério e com isso o inicio da fase

industrial de produgao de antibidticos.

H
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w

Figura 2.1.4 — Férmula estrutural da penicilina G.
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Cefalosporinas

As cefalosporinas foram originalmente isoladas do fungo Cephalosporium
acremonium, na Sardenha, por Brotzu em 1945. A cefalosporina C (Figura 2.1.5), apresentou
forte atividade contra certas bactérias gram-negativas (DEMAIN ef al., 1999). As cefamicinas
sdo estreitamente relacionadas com as cefalosporinas com a diferenga de que sdo mais

estaveis a hidrdlise ocasionada pelas B-lactamases (FUKASE et al., 1975).

H H g
HOOC—C,H—(CH2)3—(I:I—NH% | c
NH, 0 o Z > CH,0C—CH;

COOH

Figura 2.1.5 - Formula estrutural da cefalosporina C.

Carbapenens

Os carbapenens (Figura 2.1.6) consistem em um anel B-lactamico ligado a um anel
de carbono de cinco membros chamado penem. Esses antibioticos B-lactdmicos possuem
amplo espectro de acdo, contra praticamente todos os grupos de microrganismos, com
somente poucas excegdes (por exemplo, foi descrita a ocorréncia de resisténcia em todos os
estafilococos resistentes a oxacilina, Entercobacteriaceae selecionadas e Pseudomonas e
outros bacilos gram-negativos) (MURRAY et al.,, 2002). Os carbapenens disponiveis
comercialmente sdo; Imipenem/cilastatina (Primaxin'™'), Panipenem, Biapenem, Meropenem

(Merrem'™) e Ertapenem (Invanz' ") (BUYNAK, 2005).

Figura 2.1.6 - Formula estrutural dos carbapenens.
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Monobactamicos

O nome monobactamico (Figura 2.1.7) ¢ a forma abreviada para [B-lactamico
monociclico. Os monobactamicos consistem em um Unico anel -lactamico, ligado ao grupo
acido sulfonico. O tnico monobactamico disponivel € o aztreonam (Figura 2.1.8). Diferente
de outros antibidticos B-lactdmicos, este ¢ um antibiotico de espectro estreito, ativo somente
contra bactérias gram-negativas aerobicas. As bactérias gram-positivas anaerobios sao
resistentes. A vantagem desse antibiotico é que pode ser utilizado no tratamento de infecgdes
especificas sem interferir na populagao bacteriana normal protetora do hospedeiro (MURRAY
et al., 2002). Outros monobactamicos foram recentemente descobertos como o Syn 2190, mas

ainda ndo estdo disponiveis comercialmente (BUYNAK, 2005).

R

R. NH
™5
(0] /N

o “SO3H

Figura 2.1.7 — Formula estrutural dos monobactamicos.

o L H LM

[ 4
i :l_l

H a ® SOk

Figura 2.1.8 — Formula estrutural do aztreonam.

Inibidores de B-lactamases

O é4cido clavulanico produzido pelo Streptomyces clavuligerus é o mais conhecido
e importante inibidor das -lactamases bacterianas. Ele é utilizado em conjunto com outros
antibidticos conhecidos comercialmente como: Augmentin'™ (amoxicilina/acido clavulanico)
e Timentin™™ (ticarcilina/acido clavulanico), (BUYNAK, 2005).

Existem outros inibidores de [-lactamases (Figura 2.1.9) além do 4cido

clavulanico, como o Sulbactam e o Tazobactam, que sdo também utilizados em conjunto com

9
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antibidtico como: Unasyn'™ (ampicilina/sulbactam) e Zosyn'™ (piperacilina/tazobactam),

(BUYNAK, 2005).

i o 0
? Y
.‘ h j)jch P r::'Sf CH}_N"F__:‘:L
D 2 "\N-_-."-
- M / [~ \>/|HLI_,J 1 N\){IMCH:"
< A o d
ks oo CO=Ma
Clavulanato de potassio  Sal de sddio de sulbactam Sal de sodio de tazobactam

Figura 2.1.9 — Inibidores de B-lactamases disponiveis comercialmente.

2.2 B-lactamases

Existem quatro diferentes classes de -lactamases, de A a D. Nas classes A, C e D
as PB-lactamases sdao enzimas que contém um sitio ativo de serina, por isso chamadas de ser-3-
lactamases, enquanto a classe B sdo metaloenzimas de zinco. Na classe A estdo incluidas as
penicilinases e as famosas [-lactamases de espectro estendido (ESBLs), que sdo capazes de
inativar a maioria dos antibioticos [-lactamicos, na classe C estdo incluidas as
cefalosporinases. Na classe D estdo inseridas as hidrélise-oxacilinases (BAGGALEY et al.,
1997; LIRAS et al., 2000; MURRAY et al., 2002; WRIGHT, 2005).

Os inibidores comerciais de B-lactamases existentes, acido clavulanico, sulbactam
e tazobactam, sdo efetivos contra a classe A. O tazobactam possui uma modesta atividade
contra algumas P-lactamases da classe C, mas ndo o suficiente para ser clinicamente utilizado
(BUYNAK, 2005). O acido clavulanico ¢ pouco ativo contra as classes C e D e ¢ inativo
contra a classe B (LIRAS et al., 2000; WRIGHT, 2005).

Os principais mecanismos de resisténcia aos -lactdmicos segundo Wright (2005)
sdo:

- a hidrélise enzimatica do anel B-lactimico pela enzima B-lactamase. E o mais
importante dos trés mecanismos € ocorre com o género Staphylococcus, € as
bactérias Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae entre
outras. Existem muitas -lactamases que diferem em termos de especificidade pelo
substrato;

- O segundo mecanismo mais importante da resisténcia ¢ a alteracdo dos sitios-alvo,

denominados de proteinas ligantes da penicilina. Alteragdes em uma proteina

10
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especifica ligante das penicilinas constituem o principal mecanismo de resisténcia
nos pneumococos penicilina-resistentes.
- Um terceiro mecanismo de resisténcia consiste na permeabilidade reduzida das

membranas celulares das bactérias gram-negativas.

2.2.1 Hidrolise enzimatica

Muitos antibidticos tém ligagdes quimicas hidrolisaveis (€steres, amidas) cuja
integridade ¢ fundamental para exercerem atividade bioldgica. Existem muitos exemplos de
enzimas que tém envolvido a quebra destas ligagdes vulneraveis destruindo a atividade do
antibiotico. Como essas enzimas necessitam apenas de H,O como co-substrato, podem
freqiientemente ser excretadas pela bactéria, interceptando os antibioticos, antes deles
entrarem em contato com a mesma.

Existem duas maneiras que sdo estratégias moleculares empregadas pelas [3-
lactamases para hidroélise do anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas; através da acao

rpt . r r . ~ e . 2+
de um sitio ativo Ser-nucledfilo ou através da ativagdo da agua via um centro de Zn™>

conforme mostra a Figura 2.2.1 abaixo (WRIGHT, 2005).

A

NH NH NHz

ZH H H oy g HoH

] H I, - Ha0 f
S L — = .
© %\fg 4 Oy OHN “CoOH & o:N “COOH
COoH 7

Ser” 0-H s ser” o—H

Figura 2.2.1 — Mecanismo geral da Ser--lactamase (A) e metalo-p-lactamase (B),

durante a hidrolise da amoxicilina.

As Ser-PB-lactamases sdo sem duvidas as enzimas resistentes mais encontradas e
portanto, as mais importantes clinicamente, mas as metalo--lactamases vém crescendo nas

ultimas décadas, sendo a principal causa da resisténcia de bactérias gram-negativas aos
carbapenens (WRIGHT, 2005).
11
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As B-lactamases interagem com os antibidticos B-lactdmicos, se ligando a eles e
promovendo abertura do anel -lactdmico, causando desta maneira a perda da atividade anti-
bacteriana.

As Ser-B-lactamases formam um complexo temporario com o antibiotico,
causando sua inativagdo biologica. Apds a inativacdo, essa enzima se solta do antibidtico e
esta pronta para um novo ataque.

O acido clavulanico ¢ um potente inibidor das Ser-fB-lactamases da classe A.
Quando esse ¢ utilizado juntamente com antibidticos -B-lactdmicos, ocorre uma ligagdo
irreversivel entre o grupo hidroxila da serina da P-lactamase e o acido clavulanico,
produzindo um intermediario estavel, inativando a enzima e permitindo assim, que o

antibiotico atue no combate a infeccao (LIRAS et al., 2000).

2.3 Acido clavulanico

Desde a descoberta e uso clinico dos antibidticos a resisténcia a estes agentes vem
sendo observada com um comensurdvel impacto negativo no tratamento de doencas
infecciosas. A resisténcia aos antibidticos ¢ agora reconhecidamente o maior problema no
tratamento das infec¢des hospitalares e sua freqiiéncia vem aumentando cada vez mais
(WRIGHT, 2005).

Em meados dos anos sessenta o Beecham Research Laboratories iniciou um
programa de triagem com microrganismos. Esse estudo foi proposto devido a possibilidade de
se usar um inibidor de 3-lactamase em conjunto com penicilinas ou cefalosporinas para conter
problemas de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos. Esse programa permitiu o isolamento
do 4cido clavulanico a partir de Streptomyces clavuligerus. Sabe-se que o Streptomyces
clavuligerus foi originalmente observado pela produgao de cefamicina C. Esse microrganismo
também produz penicilina N, desacetoxicefalosporina C, desacetilcefalosporina C e o 3-
carbamoiloximetil analogo a cefalosporina C, holomicina, um antibidtico complexo chamado
tunicamicina e uma proteina inibidora de (-lactamases (BLIP), (BAGGALEY, 1997; LIRAS
et al., 2000).

O 4cido clavulanico ¢ um potente inibidor de certas -lactamases produzidas pelas
bactérias  gram-negativas, Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Neisseria

gonorrhoeae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Branhamella

12
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catarrhalis e Bacteroides fragilis e gram-positivas como Staphylococos aureus e Bacillus
cereus, resistentes as penicilinas e cefalosporinas (BAGGALEY et al.,1997).
E constituido por um anel B-lactimico condensado a um anel oxazolidina (Figura

2.3.1).

H

;L/\(}JOH

o H
COOH

Figura 2.3.1 — Formula estrutural do &cido clavulanico.

Um grande nimero de penicilinas e algumas cefalosporinas, as quais exibem graus
de instabilidade frente as P-lactamases, podem ser protegidas da inativacdo pelo acido
clavulanico. A amoxicilina em particular possui atividade bacteriostatica em sinergismo com
o 4cido clavulanico contra bactérias produtoras de P-lactamases. A Tabela 2.3.1 ilustra o
efeito do 4cido clavulanico na atividade da amoxicilina contra cada bactéria. Para a ticarcilina
em combinagdo com o acido clavulanico ¢ encontrado similar protecdo e sinergismo.
Linhagens sensiveis a amoxicilina e a ticarcilina ndo demonstraram um aumento de
sensibilidade a esses compostos na presenca do acido clavulanico. As B-lactamases estaveis
frente a penicilina e as cefalosporinas nao demonstraram um aumento de sensibilidade a esses
antibioticos nem na presenca do 4cido clavulanico. Isto pode ser notado nas linhagens de
Staphylococos Aureus resistentes a meticilina, essas ndo exibiram sensibilidade a amoxicilina
associada ao acido clavuldnico. A resisténcia dessas linhagens ¢ o resultado de B-lactamases
que nao sdo do tipo resisténcia mediada por plasmidios transmissiveis, mas podem ser por
exemplo, de uma mutacdo genética como as que alteram as PBP (penicilim binding portein)

(BAGGALEY etal., 1997, MURRAY et al., 2002).

13



Revisdo Bibliografica

Tabela 2.3.1 - Espectro de atividade antibacteriostatica da amoxicilina na presenca do
acido clavulanico, comparado com a amoxicilina e 4cido clavulanico sozinhos contra
organismos produtores de -lactamases.

MIC valores/ug.ml™
Amoxicilina Amoxicilina + Acido Acido
clavulanico Clavulanico

Escherichia coli NCTC 11560 >512 8 16
Escherichia coli Atcc 35218° >512 4 16
Klebsiella pneumomiae 12 64 2 32
Proteus mirabilis 889 >512 4 32
Proteus vulgaris 7510 512 2 32
Yersinia enterocolitica 10723 32 8 32
Aeromonas hydrophila U53 256 32 16
Bacteroides fragilis B3 32 0,5 32
Bacteroides melaninogenicus 109 16 0,1 32
Bacteroides vulgatus 940 16 0,1 32
Bacteroides thetaiotaomicrom 4873 32 0,5 16
Haemophilus influenzae NEMCI* 128 0,5 32
Neisseria gonorrhoeae AX 1729* 16 1 4

Moraxella catarrhalis 2001 E* 16 0,25 8

Staphylococcus aureus ATCC 29213 8 0,25 16
Staphylococcus aureus NCTC 11561° 256 1 16
Staphylococcus aureus V 532 156 16 512
Staphylococcus epidermidis 810 128 1 8

Staphylococcus epidermidis 254*° 256 4 4

MIC- Concentragao inibitéria minima.
a Linhagens produtoras de 3-lactamases mediadas por plasmidios transmissiveis
b B-lactamases resistentes a meticilina.

A combinagdo do 4cido clavulanico com a amoxicilina é o exemplo mais bem
sucedido do uso de um antibidtico B-lactamico sensivel a B-lactamase juntamente com um
inibidor dessa enzima (MAYER et al., 1996). A formulagdao que contém o AC e a amoxicilina
¢ comercializado no Brasil, com o nome Clavulin® (Smith Kline Beecham Laboratory) e

Sigma-Clav BD (EMS Industria Farmacéutica Ltda).

2.3.1 Estabilidade do acido clavulanico

Muitos autores investigaram a estabilidade do AC em solugdes tampao em
diferentes valores de pH. Esses autores observaram que a degradagdo do AC segue uma
cinética de pseudoprimeira-ordem e que essa degradacdo ¢ muito influenciada pela catélise
causada pelos sais do tampao utilizados para manter constante o pH (HAGINAKA ef al.,
1981; BERSANETTI et al., 2004).

Haginaka et al. (1985), estudaram a degradag¢dao do clavulanato de potassio em
uma solucao aquosa levemente alcalina a varias temperaturas. De acordo com os autores, uma
maior estabilidade para o acido clavulanico ocorre em pH 6,39 a 35° C e com uma forca

ionica () igual a 0,5. Os autores identificaram quatro produtos de degradagdo, suas estruturas
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foram determinadas e seu mecanismo de reacdo elucidado. Esses produtos sdo 2,5-bis-(2-
hidroxietil)pirazina (I), 3-metil-2,5-bis-(2-hidroxietil) pirazina (II), 3-(2-carboxietil)-2,5-
bis(2-hidroxietil)pirazina (II) e 3-etil-2,5-bis(2-hidroxietil) pirazina (IV). A temperatura de
35 °C ndo ¢ observado formacgao do produto II, a 60°C todos os produtos foram observados e

a 100°C o produto III ndo ¢ formado.

7 8
N. ~CH;CH,OH
517
JX
R _

10
HOH,CH,C” "N
i 12 n
I: R=H Ili: R=CH,CH,COOH
1§ 12
II: R=CH, 1V: R=CH,CH;

Figura 2.3.2 — Produtos de degradacdo do acido clavulanico isolados por Haginaka et
al. (1985).

A constante de velocidade de degradagdo aumenta com o aumento da concentragdo
do tampdo. A degradag¢do do acido clavulanico em meio neutro e acido ¢ diferente da que
ocorre em meio basico (HAGINAKA et al., 1981).

O trabalho realizado por Finn er al. (1984), teve como objetivo identificar e
caracterizar o produto de degradacdo majoritario resultante da hidrdlise do acido clavulanico
em meio acido. O esquema (Figura 2.3.3) elaborado por Finn mostra uma série de reagdes que

podem ocorrer durante a hidrolise do grupo B-lactdmico do acido clavulanico.
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13)
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(14) BT

Figura 2.3.3 — Esquema: reagentes i, H,O; i1, H,O, -CO,,-CH3CHO,; 1ii-CO2; iv, (14),-
2H,0, -2[H] (FINN et al., 1984).

A simples hidrolise do anel B-lactimico pode gerar a oxazolidina (10), a qual
pode-se esperar que tautomerise em uma imina (11). Outra possibilidade ¢ a hidrdlise a qual
ao mesmo tempo abre o anel oxazolidino podendo preceder diretamente a imina (11). Dessa
maneira, a hidrolise do anel B-lactdmico do acido clavulanico (9), difere da hidrolise dos
penams, penems e carbapenens, no qual ¢ esperado que seja acompanhado da destrui¢do do
anel de cinco membros. De acordo com as condi¢des da hidrélise, o intermediario (11) podera
passar por duas reagdes mais adiante, chamadas de descarboxilagdo do B-ceto acido e
hidrélise da imina, para chegar eventualmente, na amino cetona (14). Dependendo da ordem
dessas ultimas reagdes a imina descarboxilada (12) ou a a-amino B-ceto acido (13) podera ser
um intermedidrio nesse processo. Seguindo as bases desse esquema, os produtos de
degradac¢do da hidrélise do 4cido clavulanico esperados sdo a amino cetona (14), acetaldeido e
duas moléculas de didxido de carbono. Em condigdes acidas, a amino cetona pode ser estavel,
entretanto em solucdes neutras ou basicas pode-se esperar que este composto sofra uma

reacdo de condensa¢do interna formando a pirazina (15).
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Finn afirma que este esquema estd de acordo com o trabalho de Haginaka et al.
(1981), no qual estes encontraram que o acido clavulanico em tampao fosfato a pH 7,83 foi
hidrolisado em produtos que sdo mostrados no espectro de u.v. (Amax) de 276nm, enquanto na
hidrélise acida (pHs 5,0 e 3,24) os produtos obtidos sdo transparentes a 276nm. Justificando
assim, a presenga da pirazina apresenta maxima absor¢ao em torno de 276nm.

Bersanetti et al. (2000) concluiram que a estabilidade do antibidtico a 20° C e p de
0,5 ¢ maior em pH 6,0 e que a degradagdo ocorre mais rapidamente em solugdes basicas do
que em solucdes acidas. Verificou-se também que as constantes de degradacdo do AC em
solugdes aquosas sao menores em relacdo as solucdes obtidas do meio de fermentacdo, isto
devido a presenca de outros componentes do meio, tal como compostos que contém amonio

(BERSANETTI et al., 2004).

2.4 Precipitacao

A precipitagdo ¢ largamente utilizada nos processos industriais, tendo um papel de
destaque ndo s6 na area quimica, mas metalurgica, geoldgica, fisiologica entre outras. No
campo industrial, na fabricacdo de produtos farmacéuticos, tintas e pigmentos, polimeros e
plasticos sdo empregados os principios de precipitacdo (MULLIN, 1993).

A precipitagdo, ou cristalizagdo por precipitacdo, ¢ um caso particular de
cristalizagdo. Assim o fendmeno de precipitagdo pode ser definido como o processo em que
uma nova fase ¢ formada como resultado de uma reacdo quimica de dois ou mais
componentes contidos na solugdo-méae (NYVLT, 1985).

A precipitacdo ainda pode ser definida como uma rapida cristalizagdo, e esta
rapidez € conseqiiéncia da supersaturacdo em que ela ocorre. A supersaturagdo do sistema ¢
uma outra forma de se identificar um processo de precipitagao, uma vez que os processos de
cristalizacdo se ddo na faixa de supersaturacdo relativa de 0,001 a 0,20, enquanto que a
precipitacdo pode se dar com valores de supersaturacdo relativa da ordem de at¢ 1000
(SOHNEI e GARSIDE, 1992 ¢ MULLIN, 1993).

Mullin (1993) definiu que a precipitacao, assim como a cristalizagdo, consiste em
trés etapas basicas: supersaturacio, nucleagdo e crescimento cristalino, e ainda apresenta mais
duas etapas subseqlientes que usualmente exercem um efeito profundo no produto cristalino

final; a aglomeragcdo e amadurecimento dos cristais. A aglomeragdo ocorre logo apds a
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nucleacao dos cristais € o amadurecimento ¢ usado para designar todas as transformagoes
irreversiveis que ocorrem apos a formacao do precipitado.

Sohnel e Garside (1992), foram mais especificos descrevendo seis caracteristicas
que permitem uma melhor identificacdo do processo de precipitacdo frente a cristalizagao, tais
como:

1- Geralmente sdo materiais relativamente insoluveis que lideram o processo de
precipitacdo, desde que essa baixa solubilidade possa criar uma alta supersaturacdo no
sistema.

2- A alta supersaturagdo em que a nucleagdo ocorre assegura que a taxa de
nucleacdo primadria seja alta, fazendo com que a nucleacao seja a etapa mais importante do
processo de precipitagao.

3- As altas taxas de nucleag¢do resultam na producdo de um grande numero de
nucleos, limitando o tamanho médio obtido no crescimento dos cristais. Como resultado a
concentracdo destes no sistema ¢ muito elevada, da ordem de 10'" a 10" particulas por cm’ e
o tamanho dos cristais € relativamente pequeno, entre 0,1 e 10um.

4- Se os cristais precipitados sdo suficientemente pequenos, processos secundarios
tais como aglomeragdo, amadurecimento e coagulacdo, podem ocorrer e causar alteragdes
significativas na distribuicdo do tamanho dos cristais. O desenvolvimento de sistemas
coloidais também pode ser importante.

5- Uma das condi¢des mais caracteristicas ¢ que a alta supersaturagdo necessaria
nos processos de precipitagdo é frequentemente obtida através de reagdes quimicas. Essas
reagoes podem envolver dois liquidos, um liquido e um sélido ou um liquido e um gas.

6- Os processos de precipitagio ocorrem a temperaturas constantes € ndo
necessitam ser resfriados para gerar a supersaturagdo, o que ocorre na maioria dos processos

de cristalizagao.

Assim para melhor compreender a precipitagdo um breve estudo das etapas basicas,
supersaturagdo, nucleacdo e crescimento cristalino e suas definicdes empregadas para a

cristalizagdo de uma forma geral torna-se necessario.

2.4.1 Solugao supersaturada
Uma solugdo ¢ dita supersaturada quando contém numa dada temperatura uma
quantidade de soluto dissolvido maior que a sua solubilidade nessa temperatura.

A supersaturacdo de uma solucdo pode ser criada de diversas maneiras, como
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apresentado esquematicamente na Tabela 2.4.1.

Tabela 2.4.1 — Métodos de criagio da supersaturagdo (NYVLT et al., 2001).

Externo (com circulacao de solucao
ou suspensao)

Indireto Interno (serpentina de resfriamento,
tubo direcionador, camisa de
Resfriamento resfriamento)
Inje¢do de ar
. Borbulhamento
Direto .
Viécuo
Liquidos imisciveis
Tanque tnico
Vacuo Tanques em série
N Termocompressao
Evaporacao po P,
Pressdo atmosférica
Aquecedor submerso
Adicao de outra substancia
Mudanca de Meio solida

Adicao de outro solvente

Reacio quimica

Neutralizagdo, saturagao

Precipitacao

Reagdo eletroquimica

Por algum desses métodos pode-se atingir uma situagdo na qual a concentragdo da

solugdo (o potencial quimico do componente dissolvido) € maior do que o correspondente ao

equilibrio. Esse excesso na concentracdo ou potencial quimico, o qual representa a forga

motriz da cristaliza¢do, ¢ chamado supersaturagdo (NYVLT, 1985).

ou

Sendo:

Ap =p, —p,

c.eq

Ap = —RT(ln s J
a

2.1)

(2.2)

M: potencial quimico da substancia ¢ em solucdo supersaturada;

L: potencial quimico da substancia ¢ em fase solida;

a.: atividade da substancia c;

ac.eq: atividade da substancia ¢ em equilibrio;
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R: constante dos gases ideais;

T: temperatura.

E comum em estudos de cristalizacdo introduzir a nucleagdo e o crescimento
do cristal como fun¢ao da forga motriz (supersaturacao), e esta também pode ser definida em

fun¢ao da concentragdo do sistema:

AC=Cs-C, (2.3)
ou pela supersaturacao relativa (o),

C,-C
g=8_Tu  AC (2.4)
C C

eq eq

ou pela razdo de supersaturacao (S),

S=§S=a+1 (2.5)

eq

Onde:
Cs: € a concentragdo da solugao;

Ceq: € a concentragdo de equilibrio a uma dada temperatura.

Se a supersaturacdo ¢ atingida por resfriamento, entdo, a diferenca na
temperatura entre a correspondente a saturagao (Teq) € a temperatura (T) na qual a solugdo se
encontra ¢ definida como super-resfriamento. A supersaturacdo ou super-resfriamento de um
sistema pode ser expresso por diferentes maneiras, isso faz com que seja necessaria a
especificagio tanto das unidades como da correspondente temperatura (NYVLT, 1985).

O termo super-resfriamento ¢ definido por:

AT=T, -T (2.6)

E ocasionalmente utilizado como uma alternativa para a supersaturagdo, AC,
sendo as duas quantidades relacionadas através da inclinagdo da curva de solubilidade,

dceq/dT, por:
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AC = (dC, /dT)- AT 2.7)

Se a supersaturacao da solugdo nao for muito alta, a taxa de formacao de novos
cristais ¢ desprezivel. Esse estado de supersaturacdo ¢ designado como metaestavel, onde
novos cristais sdo formados apenas em uma extensdo limitada e os cristais, ja presentes na
solugdo, crescem. Se a supersaturagdo for futuramente aumentada, serd atingida uma méaxima
supersaturagdo permissivel que determinard o limite do estado metaestdvel. Quando esse
limite ¢ excedido, a taxa de nuclea¢do aumenta rapidamente e o processo de cristalizagdo se

torna incontrolavel (CONDOTTA, 2002).

2.4.2 Nucleacao
A nucleagdo ¢ a etapa que inicia o processo de cristalizacdo, envolve o surgimento

de cristais a partir de uma solugdo supersaturada. A nucleaciao pode ser considerada como um
processo que determina o tamanho do produto cristalino e também exerce uma fungao
substancial na determinagdo de um niimero de suas propriedades fisicas e da pureza do cristal
(NYVLT, 1985).

Segundo Nyvlt et al. (2001) os mecanismos da nucleagdo podem ser classificados
como:

oo Homogénea
Nucleagdo Primaria A
eterogénea
Aparente (ntcleos sdo introduzidos na solugao)
Nucleagdo Secundaria , N L.
Contato (nucleos sao gerados na fase solida)

Intermediaria (interface cristal-solugao)

A nucleagdo primdria € caracterizada por mecanismos nos quais o nascimento dos
cristais ocorre na auséncia de cristais; se a solucao ¢ absolutamente pura (livres de particulas
solidas), a nucleagdo ocorre pelo mecanismo de nucleagdo homogénea, enquanto na presenga
de substancias so6lidas estranhas ao meio (pd, colodides e paredes do cristalizador), a nucleagao
ocorre de forma heterogénea (NYVLT ef al., 2001). Se a nucleagdo se da em uma suspensio

cristalina, como ¢ usual em equipamentos de cristalizagdo, ela ¢ denominada nucleagdo

secundaria. Parece provavel que todas essas nucleagdes ocorram simultaneamente, mas a
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nucleacdo secundaria prevalece fortemente em cristalizadores, sendo que a nucleagao
homogénea torna-se importante somente em elevadas supersaturagdes, como ¢ o caso da

precipitagdo, e em solugdes muito puras (NYVLT et al., 2001).

2.4.3 Crescimento dos cristais
De acordo com Nyvlt et al. (2001) pode-se classificar as teorias de crescimento de

cristais em dois tipos:

Tipo 1. Teorias que envolvem a forma final dos cristais — ndo contém em seus
fundamentos o fator tempo e resolvem a forma final dos cristais em funcdo de parametros
energéticos do sistema cristal-fase mae. Estdo inclusas neste grupo:

a) Teoria das faces limitantes de Gibbs, Curie e Wulff — As faces cristalinas de
crescimento rapido desaparecem gradualmente na forma final.

b) Teoria atomistica de Kossel e Stranski — permite calcular a forma cristalina de
equilibrio a partir de forgas interatobmicas conhecidas e da estrutura cristalina. Os
novos fons sdo facilmente incorporados de posicdo de meio cristal das substancias
10nicas. Apos o término do crescimento completo da face, uma nova particula ¢

incorporada no canto do cristal, onde o crescimento de um novo degrau se inicia.

Tipo 2. Teorias que envolvem a cinética de crescimento cristalino — tentam
expressar o efeito da concentracdo, da temperatura e da pressao na velocidade de crescimento
das faces cristalinas individuais. Podem ser relacionados:

a) Modelo de difusdo na superficie de Burton, Cabrera e Frank (Teoria BCF);
b) Modelo de difusdo do volume, BCF e sua modifica¢do por Chernov;

¢) Teoria da camada de difusao;

d) Teoria da nucleacdo bidimensional na superficie cristalina;

e) Modelos da mecanica estatistica;

f) Teoria cinematica.

Para a engenharia quimica, o modelo de difusdo de superficie BCF e, em particular
a teoria da camada de difusdo sao considerados, por Nyvlt, os mais importantes.

O crescimento dos cristais ¢ um processo difusional, modificado pelo efeito das
superficies solidas sobre as quais se produz o crescimento. As moléculas ou ions do soluto
alcangam as faces de um cristal que esta crescendo, mediante difusdo através da fase liquida,

aplicando-se a essa etapa o habitual coeficiente de transferéncia de massa. Uma vez que
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chegam a superficie, as moléculas ou ions tém que ser incorporados pelo cristal e organizados
dentro de sua rede espacial. A reacdo transcorre na superficie com uma velocidade finita, e o
processo global consta de duas etapas em série. Tanto a etapa difusional como a interfacial ndo

podem transcorrer se a solu¢ao ndo estiver supersaturada (BRITO, 2007).

2.4.4 Tamanho e forma dos cristais (habito cristalino)

O tamanho e a forma de produtos cristalinos sdo importantes devido a sua
utilizagdo industrial. A propriedade mais marcante e determinante dos cristais de diferentes
substancias ¢ a sua forma (habito). A variedade de formas cristalinas encontradas pode ser
explicada pelas diferentes condi¢des energéticas no arranjo cristalino, levando a diferentes
taxas de crescimento dos planos individuais (NYVLT, 1985).

Segundo Mullin (1993), a morfologia de um cristal depende das taxas de
crescimento para as diferentes faces cristalograficas. Algumas faces crescem mais rapido e
apresentam um pequeno ou mesmo nenhum efeito sobre a forma de crescimento, ja as faces
que apresentam maiores influéncias sdo as que crescem a uma velocidade menor. O
crescimento de uma determinada face ¢ governado, por um lado, pela estrutura do cristal e
pelos seus defeitos e, por outro, pelas condi¢des empregadas durante o crescimento.

Essas variagdes na taxa de crescimento podem causar a formacgdo de diferentes
sistemas de deslocamento. O desenvolvimento mais rapido de certas faces em relacdo a outras
promove a formagdo de cristais com diferentes habitos cristalinos. A Figura 2.4.1 apresenta

alguns dos habitos para diferentes sistemas.

— M N

c
N | JA

| |
L\ |/

N,
o
Figura 2.4.2 — Habito cristalino (PAMPLIN, 1980 apud CONDOTTA, 2002).

Esse crescimento relativo pode ser alterado, e na maioria das vezes controlado, por

um numero de fatores. Cristalizagdes rapidas em solucdes supersaturadas (como no caso da
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precipitacdo) podem resultar na formacao de cristais na forma de agulhas ou plaquetas (Figura
2.4.2); impurezas presentes na solucdo-mae podem retardar o crescimento do cristal em certas
diregdes; e a cristalizagdo de uma solugdo de mesma composi¢do em diferentes solventes
geralmente resulta em uma mudanca de habito dos cristais formados. O grau de
supersaturagdo ou super-resfriamento de uma solu¢do ou ainda o estado de agitacdo desse
sistema, freqlientemente exerce uma consideravel influéncia no habito cristalino (MULLIN,

1993).

(b)
Figura 2.4.2 — (a) Cristais de CaSO,. H,O na forma de plaquetas e (b) na forma de agulhas,
em uma escala de divisdo de valor igual a 10um (SOHNEL e GARSIDE, 1992).
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J4

A modificagdo do habito cristalino ¢ um fendmeno de maxima importancia
industrial. Certos habitos cristalinos sdo indesejaveis comercialmente, pois podem produzir
uma massa cristalina de aparéncia ndo adequada para fins comerciais, outros fazem com que o
produto formado esteja mais propenso ao empedramento, ainda podem proporcionar um baixo
escoamento dos cristais formados ou gerar dificuldades na manipula¢do ou empacotamento do
material cristalino. Para fins comerciais, em sua maioria, uma forma granular ou prismatica ¢

usualmente desejada (MULLIN, 1993).

2.4.4.1 Aspectos fisicos da precipitacio

Um solido precipitado € caracterizado, sobretudo, pelo tamanho e morfologia das
suas particulas, que sdo determinadas pelos mecanismos e taxas relativas dos processos
individuais (nucleagdo e crescimento) que ocorrem durante a precipitacdo, influenciando na
reatividade do solido, bem como nas suas propriedades mecanicas, Opticas ¢ em solucao
(SOHNEL e GARSIDE, 1992).

Assim o efeito de supersatura¢do relativa no tamanho da particula pode ser
explicado se considerarmos que os precipitados sdo formados por esses dois processos: por
nucleagdo e por crescimento da particula. O tamanho da particula de um precipitado
recentemente formado ¢ determinado pelo mecanismo predominante.

Na nucleagdo, alguns ions, atomos ou moléculas (talvez tdo pouco quanto quatro
ou cinco) juntam-se para formar um sélido estavel. Muitas vezes, esses nucleos sdo formados
na superficie de contaminantes s6lidos em suspensdo como por exemplo, a poeira (nucleacao
heterogénea). A precipitacdo posterior entdo envolve uma competicdo entre a nucleagao
adicional e o crescimento dos nticleos existentes (crescimento da particula). Se a nucleacao
predomina, o resultado ¢ um precipitado contendo um grande nimero de pequenas particulas;
se o crescimento predomina, um numero pequeno de particulas grandes é produzido.

Acredita-se que a velocidade da nucleagdo aumente enormemente com a elevacao
da supersaturagdo relativa. Em contraste, a velocidade de crescimento melhora apenas
moderadamente a uma supersaturacao relativa elevada. Assim, quando um precipitado ¢
formado sob uma supersaturagdo relativa elevada, a nucleacdo constitui o mecanismo de
precipitacdo majoritdrio € um grande nimero de pequenas particulas ¢ formado. Sob uma
supersaturagao relativa baixa, por outro lado a velocidade de crescimento das particulas tende
a predominar e ocorre a deposicdo do soélido em particulas existentes, em detrimento a

nucleagdo adicional (SKOOG et al., 2006)
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2.4.5 Aglomeracao

Particulas pequenas em uma suspensao liquida tém uma tendéncia a se agrupar. Os
termos aglomeracdo, agregacdo, coagulacdo e floculacdo vém sendo aplicados nesta area,
entretanto nao ha uma regra geral para se aplicar tais defini¢des, utilizando-se de uma maneira
geral, o termo aglomeragdao (MULLIN, 1993).

A aglomeragdo ¢ o resultado da formacdo de blocos compostos por mais de uma
particula. Ela ocorre como resultado de um balanco de forgas de atragdo e repulsdo entre as
particulas; se as forgas de atracdo forem maiores que as de repulsdo, as particulas aglomeram.
De um modo geral, como a aglomeragao se da por pontos de contato, ¢ como todas as
superficies sdo rugosas em escala microscopica, mesmo que aparentemente lisas em escala
macroscopica quanto menor for a particula, maior a tendéncia a aglomeragdo (CONDOTTA,
2002).

A aglomeragdo apresenta dois mecanismos principais: a aglomeragdo pericinética
e a aglomeragdo ortocinética. Na primeira, a colisdo ocorre em fun¢do do movimento
Browniano das particulas pequenas. No segundo mecanismo, a colisdo se d4 em fun¢do dos
gradientes de velocidade do fluido.

Os dois mecanismos podem ocorrer no processo de precipitagdo, mas em
cristalizadores agitados a aglomeracdo ortocinética ¢ predominante (MULLIN, 1993).

O processo de precipitacdo resulta na formagdo de um sistema solido-liquido
dispersado. A cinética de estabilidade desse sistema dispersado ¢ importante para se
determinar a variagdo do grau de dispersdo com o tempo. A dispersao original pode
modificar-se como o resultado da formagdo de grandes entidades por aglomeracdo das

particulas (SOHNEI e GARSIDE, 1992).

2.4.6 Empedramento dos cristais
Uma das propriedades mais problemdticas dos materiais cristalinos ¢ a sua

tendéncia de se unir ou empedrar durante o armazenamento. A maioria dos produtos
cristalinos ¢ requerida na forma que permita um bom escoamento. Sua manipulagdo e
empacotamento dentre muitas outras operacdes sdo facilitadas se a massa cristalina se
mantiver nesse estado particular.

As causa do empedramento pode variar muito de um material para outro; o
tamanho do cristal formado, a forma cristalina, o contetdo de umidade, a pressdo na qual o

produto foi armazenado, as variagdes de temperatura e de umidade durante o tempo de
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armazenamento ¢ o proprio tempo de armazenamento, sdo varidveis que podem contribuir
para compactar um produto cristalino granular em um s6lido amontoado.

Geralmente o empedramento ¢ causado quando as superficies cristalinas vao
ficando umidas: a solugcdo que se formou (devido a umidade) se evapora posteriormente,
unindo os cristais adjacentes como se fosse um “cimento”, causando dessa maneira o
empedramento. As superficies cristalinas podem ficar imidas por varios motivos; O produto
pode conter tragos de solvente que foram deixados para tras devido a uma etapa ineficiente de
secagem ou a umidade pode vir de fontes externas.

Sais cristalinos comerciais frequentemente exibem higroscopia em atmosferas com
baixa umidade quando comparados a sais puros, geralmente a presenca de tracos de
impurezas no produto € a causa desse problema.

Assim varias medidas de precaucdo podem ser tomadas no intuito de se minimizar
a possibilidade de empedramento. Um método 6bvio seria a realizagdo do empacotamento
somente de cristais perfeitamente secos em uma atmosfera sem umidade, e ainda armazenados
em recipientes sob pressdo para prevenir qualquer variagdo de pressdo durante o
armazenamento. Essas s3o condigdes desejaveis, que entretanto, ndo podem sempre ser
obtidas. O empedramento também pode ser minimizado pela redu¢do do nimero de contatos
entre os cristais, e isto pode ser obtido produzindo-se cristais granulares de tamanhos
uniformes. Nesse sentido, os cristais deveriam ser tdo largos quanto possivel, pois pequenos
cristais contém uma maior area de superficie que ficard exposta a atmosfera. Entretanto, o
tamanho é de importancia secundaria, sendo a forma e a uniformidade dos cristais obtidos,
sem duvida, fatores mais importantes para o empedramento. Assim, controlar os fatores que

envolvem a precipitagdo ajuda a produzir cristais de tamanho uniforme (MULLIN, 1993).

2.4.7 Solucgoes coloidais
A formacdo de uma solugdo coloidal ocorre quando um precipitado (que apresenta
uma solubilidade muito baixa) ¢ formado durante uma supersaturagdo relativa muito elevada.
As particulas coloidais individuais sdo tdo pequenas (107 a 10™* cm de didmetro) que
ndo podem ser retidas em filtros comuns. Além disso, o0 movimento browniano impede sua
decantacdo. Entretanto, pode-se coagular ou aglomerar as particulas individuais da maioria
dos coldides para gerar uma massa amorfa filtravel que ird se decantar. Os coldides sdao mais
bem precipitados a partir de solu¢des aquecidas e agitadas contendo eletrélito suficiente para

garantir a coagulagao (SKOOG et al., 2006).
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2.4.8 Formacao de incrustacoes

A incrustacdo ¢ um sério problema em muitas operagdes de cristalizacdo, sendo
caracterizada por uma deposicao de depositos cristalinos nas faces internas dos cristalizadores
(MULLIN, 1993).

As incrustagdes formadas em superficies de trocadores de calor ou em nivel
liquido podem retardar seriamente a producao de um cristalizador, diminuindo a transferéncia
de calor e portanto aumentando o tempo necessario da batelada, porém normalmente, pode-se
remové-las no inicio de uma nova batelada. Uma situa¢do pior ocorre com cristalizadores
continuos nos quais as incrustagdes devem ser removidas de tempos em tempos causando uma
parada na operacao (MULLIN, 1993; NYVLT et al. ,2001).

A causa mais comum da formagdo de incrustagdes em cristalizadores estd
relacionada com a criagdo da zona de alta supersaturacdo nas zonas vizinhas a superficie de
metal, e dos tubos trocadores de calor encamisados. A incrustacdo ainda pode comegar com
fragmentos cristalinos que foram deixados para tras apds uma limpeza insuficiente do reator
de cristalizacdo, ou embutido nas rachas e fendas de superficies deterioradas, as quais entram
em contato com a solu¢do supersaturada. Por esse motivo a incrustacdo nunca deve ser
raspada das superficies do cristalizador, pois arranhdes minasculos podem se tornar
facilmente em indesejaveis “centros de semeadura”. A dissolu¢do ou aquecimento sdo os
unicos métodos seguros de remocgao dos cristais depositados por incrustagdo (MULLIN,
1993).

De acordo com Nyvlt ef al. (2001) a formagao de incrustagdes pode em muitos
casos ser evitada, ou pelo menos retardada, escolhendo-se melhores condi¢des hidrodindmicas
no cristalizador, por exemplo, aumentando a vazao do trocador de calor ou mudando a tensao

superficial da solugdo pelo uso de tensoativos.

2.5 Processo de separacio do acido clavulanico

Os artigos encontrados em literatura descrevem que o processo de separacdo e
purificagdo do AC a partir do meio de fermentacdo, envolve uma série de etapas como
filtracdo e centrifugagdo para a separacao de células e técnicas de extracao, seguidas ou nao
por uma etapa de adsorgdo, para posterior purificagdo do antibidtico. Porém, de acordo com
Bersanetti et al. (2004), o AC apresenta velocidades de degradacdo elevadas em temperaturas

acima de 30° C, em condig¢des alcalinas pH > 7,5 e em condi¢des acidas pH < 4,5. Isso leva a
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baixos rendimentos durante os processos de purificacdo, quando comparados a outros
compostos B-lactdmicos (MAYER et al., 1997).
Nabais e Cardoso (1995) mencionaram que a separagdo convencional do processo
de benzilpenicilina obtido de caldos fermentados inclui usualmente os seguintes estagios:
1. tratamento do caldo de fermentagdo pela adi¢do de floculantes;
2. separagao solido/liquido por filtros rotativos a vacuo;
3. adic¢ao de surfactantes ¢ extracao do antibidtico com o solvente;
4. purificacdo, reextragdo da solugdo aquosa, concentragao e liofiliza¢do do antibidtico

O processo de separacao do acido clavulanico ¢ similar ao da benzilpenicilina com
a diferenca, que devido a natureza do microrganismo usa-se na separagao solido/liquido um
auxiliar de filtracdo que ¢ adicionado ao caldo de fermentacdo e os filtros rotativos a vacuo
sdo pré-resfriados.

Videira e Aires-Barros (1994) citaram que o acido clavulanico ¢ produzido
industrialmente por fermentagao, isolado e purificado do meio de fermentagdo passando por
varios estadgios. O primeiro estdgio envolve a clarificagio do meio por filtragdo ou
centrifugacdo seguida por adsor¢do ou extracdo liquido-liquido por solvente organico,
normalmente butanol. Mais adiante a purificacdo é alcangada por cromatografia de troca
16nica e que devido a natureza instdvel do acido clavulanico, esse ¢ isolado como sal de
potéssio ou sédio.

Butterworth (1984) descreveu dois métodos de purificacdo do AC a partir de
caldos de fermentagdo. No primeiro método, o caldo tem seu pH reduzido e a extracdo do AC
¢ feita com solvente organico. A fase organica ¢ re-extraida com solu¢do de NaOH em pH 7.
O extrato obtido ¢ passado por uma resina Amberlite XAD-4 para desmineralizar o meio,
sendo entdo obtido o clavulanato de sédio. No segundo método, o caldo ¢ passado por uma
resina de troca anidnica e eluido com solucdo salina, seguindo-se as etapas de adsor¢do em
resina XAD-4 e Zerolite SRA 62. Segundo o autor, o meio ¢ desmineralizado em resina
XAD-4. O produto final apresenta alto teor de pureza e ¢ obtido por liofilizagdo ou por
cristalizagdo na solugdo aquosa.

Mayer et al. (1996) estudaram o uso de resina Amberlite XAD para a purificacao
do AC a partir do caldo fermentado. Foi observada uma fraca interagao entre o acido
clavulanico e a superficie apolar das resinas. Estas resinas foram testadas em combinac¢do com
sais de amdnio quaternario com diferentes polaridades e formando pares i6nicos com o grupo
acido da molécula de AC. Os autores concluiram que a cromatografia com formagao de par

10nico ¢ uma alternativa eficiente na purificagdo do AC e que a resina Amberlite XAD-4 com
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sais de amonio quaternario ¢ mais eficiente em relacao a IRA 400.

Barboza et al. (2002) realizaram experimentos de adsor¢ao do acido clavulanico
proveniente do caldo de fermentacdo utilizando uma resina de troca-idnica Amberlite IRA
400. Os experimentos foram conduzidos em dois pHs (6,2 e 4,0) e a temperaturas de 10 e 20
°C durante a adsor¢do e de 30°C durante desor¢do. Os autores desenvolveram um modelo
matematico do processo de separagdo do acido clavulanico, incluindo a cinética de adsor¢ao,
os dados de equilibrio e as limitagdes impostas pela transferéncia de massa. O efeito do pH na
fase de equilibrio da adsor¢do foi examinado. Foi concluido que uma redu¢do do pH produz
um aumento na capacidade de adsor¢do e na afinidade de adsor¢do. A troca i6nica do acido
clavulanico na resina Amberlite IRA 400 ¢ favorecida pela reducdo da temperatura, indicando
que a adsor¢do do 4cido clavulanico na resina ¢ exotérmica. Os autores concluiram que a
difusividade efetiva ¢ dependente do pH, da temperatura e das condic¢des iniciais do acido
clavulanico. As melhores condigdes observadas durante o processo de adsor¢do foram a pH
6,2 e a 10°C, uma vez que o acido clavulanico ¢ mais estavel nesse pH, e sua adsor¢ao ¢ mais
favorecida nessa temperatura. Pouca degradacdo do 4cido clavulanico foi observada
justificando o emprego desse processo para a purificagcdo do acido clavulanico.

Brites et al. (2006) compararam dois diferentes métodos de extragdo do acido
clavulanico do caldo de fermentagdo, a extracdo por solvente organico, e por sistema de duas
fases aquosas (SDFA). Na extra¢do por solvente organico, varios solventes foram estudados,
como o acetato de etila, o butil acetato, a metil isobutil cetona, o n-butanol e o 2-butanol em
diferentes pHs (de 2 a 5). Ja os sistemas de duas fases aquosas eram compostos por PEGs de
pesos moleculares diferentes (6000, 4000, 1000, 400 e 600), fosfato em dois pHs (6,0 e 7,0).
Os dois métodos foram comparados utilizando-se o coeficiente de partigdo, fator de
concentragdo e de purificagdo e rendimento. Os melhores resultados para o solvente organico
foram a pH 2, pois a constante de ioniza¢do do AC ¢ de 2,25. O melhor solvente em termos de
coeficiente de parti¢do o n-butanol (1,37), seguido pelo 2-butanol (0,91) e acetato de etila
(0,58). Para os SDFA o melhor coeficiente de particdo ficou com o PEG 600 (muito alto) e
6000 (15,5). Ja em relagdo aos fatores de purificagdo e concentracdo os melhores resultados

foram para o n-butanol a pH 2, 5,40 e 2,61 respectivamente.

De acordo com a literatura disponivel ha muitas maneiras de se isolar e purificar o
acido clavulanico, entretanto a sua elevada instabilidade em solu¢des aquosas faz diminuir o
seu rendimento durante essas etapas de purificagdo. Por esse motivo, muitas patentes

descreveram processos de obtencao e purificagao do acido clavulanico que envolvem reacdes
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quimicas, como a esterificacdo e a precipitagdo, no intuito de se obter o clavulanato de

potassio com um maior rendimento. Essas se encontram descritas a seguir:

As patentes Box (1978), Cole et al. (1978) e Box (1980), descreveram diferentes
métodos de extragdo do AC do caldo de fermentagdo. Geralmente o processo inicia-se com a
remog¢ao das células por filtracdo ou centrifugagdo. Em seguida ¢ empregada uma extragao
com solvente organico. Varios solventes organicos sdo sugeridos, como o acetato de etila, n-
butanol, metilisobutilcetona, acetato de n-butila, entre outros. Depois da separacdo das fases,
o AC presente na fase organica ¢ re-extraido com uma nova fase aquosa onde podem ser
utilizados, tampao fosfato, solucdo de bicarbonato de sodio, carbonato de célcio ou apenas
agua, mantendo-se o pH proximo de 7. Esse extrato aquoso, entdo, ¢ concentrado a pressao
reduzida e liofilizado, obtendo-se um precipitado amorfo e de coloragdo marrom. Para uma
posterior purificagdo pode-se utilizar resina de troca idnica do tipo Amberlite IR4B ou
Zerolite FFIF, até a saturagdao da resina, a qual deve ser lavada com agua e com solugdo de
NaCl para eluir o AC, ou ainda a conversdo em um ¢&ster, através de uma reacdo de
esterificacdo, podendo ser purificado em seguida por cromatografia de permeacao em gel
Sephadex LH20, utilizando-se como eluentes uma mistura de cicloexano e cloroformio (1:1) e
por cromatografia em silica gel utilizando como eluente ciclohexano e acetato de etila (1:1). O
¢éster obtido ¢ convertido em clavulanato de sddio ou potassio através de uma reacdo de
hidrogenolise utilizando-se um catalisador.

Fleming et al. (1979) e Puentes et al. (1989) sugeriram que a purificacdo do AC
deve ser feita pela sua conversao em clavulanato de litio com subseqiiente precipitacdo, a qual
geralmente ocorre na forma cristalina. Essa precipitacdo € possivel devido a grande afinidade
dos ions clavulanato pelos cétions litio, juntamente com insignificante co-precipitacdo de
impurezas. Diminuindo-se a temperatura para cerca de 0 a 5°C, diminui-se também a
solubilidade do clavulanato, o qual alcancard uma maxima precipitagdo em baixas
temperaturas. A adicdo de um anti-solvente como acetona, metanol, etanol, contribuem para a
precipitagdo, pois diminuem a solubilidade do sal de clavulanato na solugao.

As patentes Cook (1997), Kim et al. (1995) e Cardoso (1998) descreveram a
precipitacdo do AC com o 2-etilexanoato de potéassio ou de s6dio, como uma das etapas no
processo de purificagdo do AC presente no meio de fermentagdo. Uma etapa de extragdo com
solvente orgénico ¢ realizada e a fase organica concentrada ¢ submetida a uma reagdo de
precipitagdo, na qual ocorre a precipitagdo do AC com o 2-etilexanoato de potassio (ou s6dio)

com a formagdo do sal de AC (clavulanato de potéssio ou de sodio).
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Contudo a reacgao direta do AC com o 2-etilexanoato ¢ muito instavel, ocasionando
as vezes, a formacao de um oleo (proprio AC na sua forma de &cido) e ndo do seu sal que € o
produto desejado. Nesse sentido a passagem por intermedidrios estaveis visa diminuir essa
instabilidade e possibilitar que seja obtido com maior facilidade um sal de amina do AC, que
depois ¢ convertido a clavulanato de potassio geralmente com a utilizagdo do 2-etilexanoato
de potassio. Aminas primarias, secundarias e terciarias sao descritas por um grande niumero de
patentes, tais como Cook et al. (1987), Weber (1994), Yang et al. (1994), Cook e Wilkins
(1995) Butterly et al. (1997), Capuder (2001) e Butterly et al. (2002) para a formacao desse
intermediario estavel.

Geralmente o acido clavulanico ¢ extraido do caldo de fermentacao utilizando-se
um solvente orgéanico, e posteriormente ¢ adicionado ao solvente sob agitagdo a amina
tercidria butilamina, ocorrendo a formagdo do sal de amina do AC. Os cristais obtidos sdo
entdo filtrados, lavados e secos. Apos secos, esses sdo dissolvidos em isopropanol e entdo ¢
adicionado o 2-etilexanoato de potassio para a precipitagao do clavulanato de potéassio, com
uma pureza muito elevada.

Entretanto, Kim et al. (1995) descreveram que em geral a maioria das aminas sao
inadequadas para manufatura do sal de clavulanato, ou usadas como intermediarios pois os
sais de aminas sdao toxicos ou higroscopicos, € que ainda alguns necessitam de grandes
quantidades de solvente para que ocorra a sua solubilizacdo para posterior reacdo. Ainda
ressaltam que no caso da amina terciaria butilamina (muito utilizada nas demais patentes) essa
¢ soluivel em todas as propor¢des de agua, sendo dificil de ser recuperada da agua de descarte.
Além da desvantagem econdmica hé a possibilidade de contaminagdo dos fluidos de descarte

da industria, e de intoxicacao dos funcionarios.

A revisdo bibliografica mostrou que devido a sua elevada instabilidade e
velocidade de degradagdo, as técnicas cromatograficas tradicionalmente empregadas para
purificagdo do AC presente no caldo de fermentacdo estdo associadas a baixos rendimentos e
a elevados gastos com energia, pois geralmente envolvem a liofilizacdo ou a evaporacao de
solventes. Nesse sentido novos métodos, como as reagdes de precipitacdo do AC diretamente
ou através da passagem por intermedidrios estaveis (aminas) vém sendo apresentados pelas
patentes na tentativa de se obter o AC com uma pureza elevada ao final do processo,
diminuindo os custos e possibilitando um incremento no rendimento. Entretanto até o

momento ndo ha trabalhos publicados na literatura sobre a precipitagdo do acido clavulanico.
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Apenas patentes que apresentam informagdes pouco especificas foram encontradas. Neste
contexto, o presente trabalho visou contribuir para a implementacdo de procedimentos
relacionados aos processos de reagdo de precipitacdo direta (utilizando-se o 2-etilexanoato de
potassio), e indireta (com a passagem por um intermediario estavel, empregando-se para tal a

t-octilamina), para o 4cido clavulanico presente no caldo de fermentagao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem do AC

Foi utilizado o AC proveniente dos caldos de fermentacdo com Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064. Os caldos foram cultivados no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da UFSCar por outros alunos. O meio de
cultura era composto essencialmente por glicerol e farinha de soja Prosan (produzida por The
Solae Company, Barueri, SP, Brasil), suplementado por 6leo de soja e sais minerais, (NH4)»
SO4 e KH,PO4 (ORTIZ et al., 2007).

Ao final da fermentagdo, o pH do caldo de fermentacdo foi ajustado para 6,2 com
acido fosforico 18N, mantido refrigerado entre 11°C e 20°C e microfiltrado através da
membrana tubular de Polisulfona com poros de 0,2um de didmetro - Amersham Biosciences
(CFP-2-E-8A). O permeado dessa etapa foi utilizado na etapa posterior de ultrafiltracao
(Membranas de Polisulfona com poros de 3kDA (UFP-3-E-3MA) e 50 kDa (UFP-50-E-
3MA), fornecidas por Amersham Biosciences), (SILVA et al., 2007). Essa etapa também foi
realizada no Laboratério de Bioquimica do DEQ-UFSCar por outros alunos.

Também foi utilizado o AC presente no medicamento Clavulin® (comprimidos de
625 e de 875mg constituidos por 500 e 750mg de amoxicilina, respectivamente, ¢ 125 mg de
clavulanato de potassio, produzido por Smithkline Beecham Laboratorios Ltda, RJ, Brasil) e
da amostra de clavulanato de potéassio/celulose fornecida por Gist Brocades, hoje DSM-Anti
Infectives. Essa amostra j& apresentava degradagdo do clavulanato de potéassio presente, (em

torno de 13%), provavelmente devido ao longo tempo de estocagem.

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Determinacio da concentrac¢ao de acido clavulianico

A concentracdo de acido clavulanico foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) pelo método proposto por Foulstone e Reading (1982), com reagao
com imidazol. Para a realizagdo da analise cromatografica utilizou-se uma coluna analitica de
fase reversa C-18 u-Bondapack (3.9 x 300mm). A coluna foi mantida a 28°C, com uma vazio
de 2,5mL/min. Como eluente foi utilizado tampao 0,1M (KH,PO4) com 6% de metanol a pH

3,2 ajustado com H3;PO4. A absor¢do foi monitorada em 311nm.
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Os resultados foram obtidos utilizando-se uma curva de calibracdo construida a
partir de padrdo de acido clavulanico, no caso o produto farmacéutico Clavulin®.

A Figura 3.1 mostra o esquema de reagao do AC com o imidazol.

0
o/ on O\\K \/NHJ\AOH
;{I + imidazol |
N
Ve CO,H H m

. . a. Produto
acido clavulanico

Figura 3.2.1 — Esquema de reacdo do AC com imidazol

No procedimento de derivatizagdo do AC, o imidazol ataca o grupo carbonila do
anel B-lactamico quebrando a ligagao C-N e formando uma nova ligacao entre o imidazol e o
carbono da carbonila. A quebra do anel B-lactimico também leva a abertura do anel
oxazolidina com conseqiiente descarboxilagdo originando o produto da Figura 3.1. O produto
dessa reagdo ¢ mais estavel que o AC e sua formagdo ¢ diretamente proporcional a

concentragdo de AC presente na reacdo, o composto apresenta maxima absor¢do no ultra

violeta (UV) em 311nm.

3.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para as analises qualitativas em CCD foram usadas cromatofolhas de Silica-gel 60
sobre poliéster com indicador de ultravioleta Fys4 20 X 20 cm (Merck). Foram usados os
seguintes reagentes como reveladores:

1. solugdo de 0,2 g de ninidrina (Aldrich) em 100mL de etanol P.A., aquecendo-se em
seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, para a identificacdo qualitativa de
aminoacidos e aminas primarias;

2. solugao de 20% de acido fosfomolibdico (Aldrich) em etanol P.A., aquecendo-se em
seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, para a identificacdo qualitativa de
substancias redutoras e do acido clavulanico;

3. solucdo do reagente de Dragendorff. A solucdo reserva ¢ preparada misturando-se
volumes iguais das solugdes (a) e (b) descritas abaixo:

a. 0,85g de nitrato basico de bismuto adicionado a 10mL de acido acético glacial

e a40mL de dgua destilada.
b. 8,0g de KI adicionado a 20mL de 4gua destilada.
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Para pulverizagdo era adicionado ImL da solucdo reserva a 2mL de &cido acético
glacial e a 10mL de 4agua destilada.

Utilizado para identificagdo qualitativa de compostos nitrogenados.

Os resultados das analises por CCD sd3o utilizados na selecdo das técnicas
cromatograficas mais adequadas que podem ser utilizadas na separagao do acido clavulanico
do caldo de fermentagdo. E um método de monitoramento da substincia de interesse que
possui a vantagem de poder ser executado em poucos minutos sem a necessidade de utilizagdo
de aparelhos que necessitam de um tempo bem maior para se verificar os resultados, como

por exemplo, a analise por RMN.

3.2.3 Cromatografia em coluna pré-empacotada

O intuito dessa cromatografia ¢ promover uma melhor purificagio do AC
proveniente do caldo de fermentagdo, do medicamento ou da amostra clavulanato/celulose,
retirando as impurezas presentes que possam interferir na precipitacdo do AC em etapa
posterior.

Para a realizacdo dessa cromatografia utilizou-se a coluna pré-empacotada Sep-

Pak® (Waters) com fase normal — silica gel derivatizada com grupos diol.

3.2.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Foi utilizado um aparelho Brucker DRX (9,4 Tesla), operando a 400,35 MHz na
freqliéncia do hidrogénio (‘H) e a 100,10 MHz na freqiliéncia do carbono (3C), instalado no
Departamento de Quimica (DQ) na UFSCar.

As amostras foram preparadas utilizando-se solventes deuterados.

A técnica de RMN ¢ utilizada para determinar a estrutura dos compostos isolados,
permitindo a contagem de atomos de carbono e hidrogénio, além de suas correlagdes nos
espectros bidimensionais. Uma vantagem dessa técnica, ¢ que através da andlise dos
espectros, pode-se verificar se a substancia de interesse encontra-se com a pureza desejada,
permitindo assim avaliar a eficiéncia do processo de purificagdo empregado.

A analise e interpretagdo dos espectros de RMN, para a construgdo das tabelas de
deslocamento quimico e as correlagcdes observadas, necessdrias para a caracterizacdo da

substancia de interesse, foram realizadas pela pés-doutoranda Jaine H. H. L. de Oliveira.
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Essas se encontram disponiveis, juntamente com os espectros de RMN obtidos, no Apéndice

C.

3.2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise de microscopia eletronica de varredura foi utilizada com a finalidade de
se verificar a morfologia dos cristais de clavulanato de potassio.

O equipamento utilizado foi um microscopio eletronico de varredura, modelo
XL30FEG da marca Philips, com sistema de microandlise ISIS da Oxford, e BSE
(Backscattered electrons), instalado no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) na
UFSCar. O sistema BSE apresenta a imagem por diferenca de peso atdmico, enquanto o
sistema comum (SE- Secundary electrons) apresenta a imagem topografica da amostra. A
vantagem da utilizacdo do sistema BSE consiste em se poder melhor observar cristais que
contenham 4tomos de peso molecular maior do que o carbono, principalmente quando esses
cristais s30 muito pequenos e particularmente finos, exatamente como os obtidos para o
clavulanato de potassio. Os cristais que possuem atomos maiores aparecem na amostra
observada com uma coloragdo branca cintilante, facilitando dessa forma sua identificagdao na
amostra. Esse método ¢ apropriado para o clavulanato de potassio devido & presenca de um

atomo de potdssio em sua molécula.

3.3 Equipamentos e materiais

a) Reator de vidro encamisado com 12 cm de altura, 5 cm de diametro e volume util de
50 mL;

b) Agitador de vidro com pés do tipo hélice com dimensao de 2 cm;

¢) Banho Termostatico Polystat da marca Cole Parmer (mod. 12101-20 — série 709316);

d) Sistema de agitagdo da marca Applikon (ADI 1032);

e) Evaporador rotativo a vacuo da marca TECNAL (TE -211) conectado a bomba
Scrubber (TE-152);

f) Banho Termostatico da marca Nova Etica (mod. 521/2D — série 07141/02);

g) Sistema de centrifugagdo a vacuo Savant (mod. Speedvac SC 200);

h) Balanca analitica digital da marca Mettler Toledo (XS204) com precisdo de 4 casas
decimais;

1) pHmetro da marca Qualxtron, mod. 8010;
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j) Sistema de filtragdao a vacuo da Wheaton;

k) Papel de filtro;

1) Membranas Millipore de 0,45um

m) Kitassatode 1 L;

n) Bomba a vacuo da marca Waters (mod. DOA-V152-AA)

0) Pipeta Pasteur (2 mL);

p) Cronometro digital da marca Dumont (mod. Thunder);

q) Provetas graduadas de vidro de 10 e 50 mL;

r) Solventes Synth (P.A.): acetato de etila, n-butanol, metil isobutilcetona, metanol,
diclorometano, éter, cloroféormio, acetona;

s) Solventes J. T. Baker (HPLC): acetonitrila e isopropanol.

Os ensaios de precipitagdo foram realizados no Laboratério de Cristalizagcdo do
DEQ-UFSCar.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Durante a realizagdo da parte experimental desta tese foi necessario atingir os
objetivos especificos, para que as respostas combinadas destes pudessem entdo possibilitar a
precipitacdo do AC em clavulanato de potdssio com pureza e rendimento elevados. Assim
visando facilitar a compreensao dos experimentos realizados, estes foram agrupados dentre os

objetivos especificos os quais se pretendia atingir.

4.1 Caracterizacao e selecio de método para monitoramento do AC

A caracterizacao ¢ monitoramento do AC, através das técnicas de RMN e de CCD,
foram sem duvida essenciais, pois através dessas técnicas foi possivel detectar a presenga do
AC na amostra analisada, mesmo frente as outras impurezas presentes e ainda permitiu avaliar
o desempenho da técnica de purificagdo empregada. O monitoramento, como a propria
palavra ja diz, constituiu em “monitorar”, ou seja, detectar a presenca do AC durante as varias
etapas de purificagdo para possibilitar a sua precipitagdo em clavulanato de potdssio com

elevada pureza, necessaria para permitir sua direta utiliza¢cdo no medicamento.

4.1.1 Estudos em cromatografia em camada delgada (CCD)

Inicialmente foi realizado um estudo para se verificar o comportamento da amostra
de clavulanato/celulose e do medicamento Clavulin®, em CCD, em diferentes misturas de
eluentes, com a finalidade de se escolher o melhor eluente para o clavulanato de potdssio em
silica gel, e também o revelador apropriado para deteccdo do mesmo, levando-se em conta
que a mostra clavulanato/celulose ja apresentava produtos da degradacao do clavulanato de
potassio.

Como eluentes foram utilizadas as seguintes misturas: diclorometano/metanol
(8:2) e (6:4); acetato de etila/metanol (7:3); acetato de etila/acetonitrila (7:3) e (1:1),
acetona/acetonitrila (1:1) e acetonitrila/metanol (8:2) e (6:4).

Na CCD, as substancias presentes nas amostras sao separadas através da mistura
de eluentes, e migram sobre a placa por capilaridade.

Como reveladores foram testados o acido fosfomolibdico, a ninhidrina e o

reagente de Dragendorff. Antes de serem borrifadas com um dos reagentes, as placas de CCD
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foram inspecionadas sob luz UV em 254nm para verificar se havia alguma substancia que

revelaria sob a luz UV neste comprimento de onda.

4.1.2 Estudos em coluna pré-empacotada (Sep Pak)

Foi testada uma fase estacionaria para a separacao do clavulanato de potassio da
amostra clavulanato/celulose. Foram medidos 63,7mg de AC proveniente da amostra
clavulanato/celulose, e submetidos a uma cromatografia em coluna pré-empacotada Sep Pak
de 5g de silica gel derivatizada com grupos diol. Como eluente foi realizado um gradiente de
metanol em acetonitrila (acetonitrila 100%, acetonitrila/metanol (9:1, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7) e
metanol 100%). Foram coletadas 26 fragdes que foram evaporadas em um sistema de
centrifugacdo a vacuo Savant (Speedvac). Foram realizados testes em CCD e o clavulanato se
concentrou na fragdo 8. Ap6s evaporacgio do solvente foi obtido o espectro de RMN-'H para o

acido clavulanico, utilizando como solvente metanol deuterado (MeOH-d,).

4.2 Desenvolvimento de método para preparaciao do padrao de AC puro a

partir do Clavulin®

Era necessario partir de um padrdo de AC para que algumas técnicas de
purificagdo pudessem ser corretamente avaliadas. O AC disponivel para venda, na forma de
clavulanato de potassio (Sigma), possuia um prego muito elevado, cerca de U$ 134 para cada
100mg, e a quantidade de amostra doada pela DMS-Anti Infectives (clavulanto/celulose),
poderia ndo ser suficiente para realizagdo dos ensaios de precipitacdo, uma vez que nao
sabiamos ainda a quantidade exata que seria utilizada, inviabilizando assim essas alternativas.
Partir do AC presente no caldo de fermentagdo, ndo ¢ tdo simples, pois muitas vezes, 0s meios
de fermentacao disponiveis, cultivados por outros alunos do DEQ-UFSCar, variavam na sua
composicdo, pois nestes ensaios de fermentacdo era comum serem testadas substancias
diferentes, que pudessem promover um aumento na producdo de AC. Assim trabalhar com
diferentes caldos de fermentagdo era correr o risco de encontrar problemas na
reprodutibilidade de resultados. Por esse motivo, os estudos com extragdo de solventes e
adsor¢do em resina e posteriormente os de precipitagdo foram realizados para o clavulanato
presente no medicamento Clavulin®, sendo aplicados os melhores resultados obtidos para o

caldo de fermentacao.
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4.2.1 Estudos para extrac¢ao do acido clavulanico

O objetivo deste experimento era separar a amoxicilina presente no medicamento,
para possibilitar a posterior utilizacao do AC puro.

Assim, um comprimido de Clavulin® (875mg) foi triturado, dissolvido em 20mL
de dgua milli-Q e filtrado a vacuo em membrana de 0,45um. Durante a filtragdo houve
formagdo de um gel presente no comprimido, o qual dificultou a filtragao, entupindo os poros
da membrana, causando perda de material. O filtrado obtido foi acidificado com H,SO4 até
pH 2 e foi realizada uma extracdo com solvente, no caso o n-butanol (150mL). A diminui¢ao
do pH até o valor de 2 ¢ necessaria para que haja a migragdo do AC presente na fase aquosa
para a fase organica, pois a constante de ionizagdo para o AC ¢ de 2,25 (BRITES et al., 2005).

O n-butanol foi escolhido por apresentar um maior rendimento (41,66%) e
coeficiente de parti¢ao (Kp 1,37), dentre os solventes estudados para o caldo de fermentagao
por Brites et al. (2005). A fragdo aquosa foi descartada e a fracdo organica foi re-extraida com
tampao fosfato pH 6,5 para retirada do clavulanato da fragdo organica e entdo aplica-lo em
resina de adsor¢cdo Amberlite XAD-4 (Rohm & Haas) na qual era esperado que ocorresse a
adsor¢do da amoxicilina e elui¢do do clavulanato utilizando H,O, como eluente.

Para monitorar a presenca de clavulanato ¢ da amoxicilina em cada etapa deste
procedimento, foram realizadas placas de CCD, como reveladores o acido fosfomolibdico e a
ninhidrina.

As fragdes analisadas foram nomeadas da seguinte maneira:

Fragdo 1: material insoluvel em agua descartado durante a filtragao.
Fragdo 2: fase aquosa de descarte apos extragao com n-butanol.
Fracdo 3: fase aquosa de re-extracao.

Fragdo 4: fracdo coletada apds a passagem em coluna.

Fragdo 5: lavagem da coluna.

4.2.2 Extracio do acido clavulanico em diferentes solventes

Esta andlise foi realizada com o objetivo de se verificar dentre os solventes
estudados, qual seria o melhor solvente para se fazer a extracdo do AC visando a sua
seletividade frente a outras substancias presentes no meio, € que também proporcionasse um
bom rendimento. No que concerne a seletividade, o trabalho realizado por Brites et al. (2005)

considerou como impurezas apenas os contaminantes observados na luz ultra violeta (UV) e
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apenas em um uUnico comprimento de onda de 280nm. Considera-se que esta técnica nao seja
tdo eficiente para se fazer tal avaliagdo, outras técnicas tais como RMN associados a EM
(espectrometria de massas) sdo mais adequadas para essa finalidade. Assim, foram incluidos
alguns solventes ja anteriormente avaliados, como n-butanol, acetato de etila e metil-
isobutilcetona, juntamente com alguns solventes ainda nao testados, como o diclorometano,
cloroférmio e éter.

Para avaliar a seletividade dos solventes estudados, considerou-se a amoxicilina
presente no comprimido como a Unica “impureza”’. Uma vez que esta se encontrava em
quantidade 6 vezes superior a de AC no comprimido, e partindo da idéia de que a amoxicilina
também ¢ um B-lactamico e portanto sua molécula apresenta algumas propriedades que se
assemelham com a do AC, tornando a separacdo de ambas um processo ndo tdo simples, um
solvente que apresentasse seletividade do AC frente a amoxicilina teria maiores chances de
ser também adequado para ser utilizado no caldo de fermentacdo, no qual estdo presentes
outras inimeras substancias além do AC.

Para cada extragdo realizada para os diferentes solventes, foi utilizado um
comprimido de Clavulin® (875mg).

O comprimido triturado foi dissolvido em 20mL de 4gua milli-Q e filtrado a vacuo
em membrana de 0,45um. Nao houve problemas na filtragdo, pois se observou que a
formacgao do gel era evitada se a filtragdo ocorresse logo em seguida a adicdo e mistura da
agua com o comprimido triturado. Uma espera nesta etapa foi o que levou a formagao de um
gel que causou o entupimento da membrana, gerando perdas do material (conforme citado
anteriormente).

A seguir o filtrado foi acidificado até pH 2 e colocado em contato com o solvente
para a extragdo. A re-extragdo ocorreu com tampao fosfato (pH 6,5). Amostras foram
coletadas durante o processo para analise em CLAE.

Foram analisadas por CLAE aliquotas das fases orgénicas evaporadas previamente
em Speedvac.

Para o n-butanol e acetato de etila, foram realizados experimentos em duplicata.
Para o acetato de etila, no 2° experimento, a re-extracdo foi feita apenas com H,0O, para
verificar se a auséncia de sal na re-extracdo afetaria o rendimento. Foram calculados os
coeficientes de particdo (Kp), o rendimento (Y) e o fator de purificacdo (FP) para os sistemas
estudados.

O coeficiente de particao pode ser representado pela Equacao 4.1:
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Kp = % 4.1
FA
Cro € a concentracdo do composto na fase organica e Cga € a concentragao do
composto na fase aquosa. Fazendo um balanco de massa para as etapas de extragdo e re-
extragdo e admitindo como hipotese verdadeira que a concentragdo do composto na fase
organica apds a re-extragao ¢ nula, podemos obter por substituicdo a Equagao 4.2:

CFAZ — Kp VFOI (42)

CFAI VFAZ
Vro1 € 0 volume da fase organica e Vraz € 0 volume da segunda fase aquosa (re-
extragdo), Cra; € a concentragdo do soluto na primeira fase aquosa e Craz € a concentragao do
soluto na segunda fase aquosa. Onde o Kp pode ser estimado por regressdo linear. A

demonstragdo do balanco de massa e das equacgdes encontram-se no trabalho realizado por

Brites et al. (2005).

As equagodes para o rendimento (Y) e fator de purificagdo (FP) seguem abaixo

respectivamente por Equacao 4.3 e Equagao 4.4:

y-1C (4.3)
VO CO
p=SCn (4.4)
C,-C,

Em que V, e Vj sdo os volumes final e inicial de AC e Cy e C sdo as concentragdes
de AC inicial e final respectivamente. Cry e Cr referem-se as concentragdes inicial e final de
impurezas respectivamente.

Como a amoxicilina presente no medicamento foi considerada como a unica
impureza existente, foi realizada a sua caracterizacdo em RMN, utilizando como padriao a
amoxicilina pura (Sigma). Dessa maneira, foi possivel avaliar com seguranca, ao final do
processo de extragdo estudado, através da analise do espectro de RMN-'H, a presenga ou
auséncia da amoxicilina junto ao acido clavulanico. Essa avaliagdo foi realizada através da
comparacdo dos sinais de hidrogénio caracteristicos para amoxicilina (obtidos na

caracterizagdo) e do AC (obtidos no tdpico 4.1.2) com os sinais observados no espectro de
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RMN-'H. Os sinais dos hidrogénios e carbonos da amoxicilina observados nos espectros de

RMN encontram-se no Anexo C em maiores detalhes.

4.3 Melhoramento das etapas de purificacio que antecedem a etapa final de

precipitacido, para o caldo de fermentacao

Dentre os resultados obtidos durante a realizagdo desta tese verificou-se que era
necessario que a etapa final de purificagdo fosse realizada sem que ocorresse a evaporacao de
solventes, pois se constatou que havia degradagdo do AC nessa etapa. Assim as
cromatografias (etapas nas quais ocorre evaporacao de solventes) seriam mais indicadas para
promover uma “limpeza” do caldo de fermentagdo nas etapas anteriores a etapa final do
processo de purificacdo do AC. A precipitacdo foi uma alternativa de purificacdo, que mais
tarde se consolidou como a etapa final do processo. Na precipitagdo ¢ necessario que o caldo
de fermentacdo esteja o mais puro possivel, pois as substancias presentes (contaminantes)
podem concorrer com o AC, ou mesmo inviabilizar a reagdo desejada. Disto decorre a
importancia de se promover, ao maximo possivel, a purificacio do caldo anteriormente a

entrada desse na etapa final de precipitacao.

4.3.1 Cromatografia utilizando resina Amberlite XAD-4

O caldo de fermentagdo (400mL) na concentracdo de 345,9 mg/L, foi acidificado
com H,SO4 (pH 4,5), e posteriormente filtrado e centrifugado (5°C por 15min) para retirada
das células e solidos em suspensao.

Apos esse procedimento o pH foi reduzido para 2 (H,SO4) e teve sua concentragdo
medida por CLAE. Foram realizadas trés extragdes com n-butanol, de 200mL cada uma.
Essas fragdes foram reunidas. Apenas 200mL da fracdo organica foi re-extraida com H,O em
pH 6,8. Do volume final da etapa de re-extragdo, 100mL foram adicionados a uma coluna de
vidro empacotada com resina Amberlite XAD-4 (diametro 4cm x 12cm de fase estaciondria).
Ap0s aplicacao dessa amostra fez-se a seguinte eluigao:

Aplicacao da amostra (100mL) fragdes coletadas 1-7
H,O (100 mL) fracdes 8-16
MeOH 10% (50 mL) fracdes 17-20
MeOH 50% (50 mL) fracdes 21-22
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EtOH 50% (50 mL) fracdes 23-24
EtOH 100% (200 mL) descarte
Foram coletadas 24 amostras e mais a lavagem da coluna, que ao final do
experimento foi descartada.
As fragdes 6, 10, 14, 18, 21, 24 obtidas a partir da coluna empacotada com XAD-
4, bem como uma aliquota do volume restante da re-extragao com agua, foram analisadas por
CCD.
As fracdes aquosas de re-extracdo e de descarte (apoOs extracdo com n-butanol) e as
coletadas a partir da resina XAD-4, numeros 4, 8, 12 e 17 foram secas em Speed vac,

ressuspendidas e analisadas por CLAE, com fluxo de ImL/min.

4.3.2 Seqiiéncia de cromatografias
O caldo de fermentagdo (590mL) com concentracdo de AC de 396,08 mg/L foi

acidificado com HCI até pH 4,5 para precipitagdo de impurezas e em seguida centrifugado a
5°C, por 15 minutos (foi determinada por CLAE a concentragdo de AC apds acidificagdo).

O caldo ja centrifugado foi adicionado a uma coluna de vidro empacotada com
resina Amberlite XAD-4 (4cm didmetro x 12cm de fase estacionaria). O permeado pela
coluna e mais 60mL de H,O usados nesta coluna, foram adicionados a coluna de troca
cationica IRC-50 (2cm didmetro x 10cm de fase estacionaria), ocorrendo a diminui¢ao do pH
para 2,6 (devido a troca de fons "H). O permeado na coluna teve o pH ajustado em 2 e foi
utilizado para extragdo com o solvente n-butanol (duas vezes de 200mL cada). A fracdo do
solvente foi seca em Speevac e posteriormente re-suspendida em dgua e analisada por CLAE
(fluxo de ImL/min) e CCD (ninhidrina).

Foram analisadas por CLAE a concentracdo do AC nas fragdes aquosas do
permeado da coluna XAD-4 (650mL), bem como o permeado da coluna IRC-50 (650mL), da
dgua de lavagem da coluna XAD-4 (150mL) e também na fase aquosa resultante apos
extragdo com solvente (nas duas vezes em que foi realizada a extragdo com solvente), no
intuito de fazer um monitoramento do AC e verificar se houve degradagao em alguma dessas

etapas.
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4.4 Avaliacdo das reacoes descritas em literatura e estabelecimento de

metodologia para precipitacio do clavulanato de potassio

A instabilidade do AC e a sua elevada velocidade de degradacdao tornam as
operacdes comumente utilizadas para purificacdo de antibioticos, ineficientes ou por muitas
vezes dispendiosas, pois exigem a inclusdo de técnicas cromatograficas associadas a baixas
temperaturas que geralmente terminam com a liofilizacdo ou evaporagdo de solventes,
gerando altos custos e gastos de energia além de favorecer a sua degradacdo (MAYER et al.,
1997; CAPUDER, 2001).

Assim dentre outras, as patentes Kim et al. (1995) e Cardoso (1998) descreveram o
isolamento do AC na sua forma de sal, como clavulanato de potassio ou de sddio, através de
reacdes de precipitagdo, visando obté-lo nas etapas finais de purificagdo sem que ocorra sua
degradagdo ou perda de material e evitando a liofilizagdo e etapas com evapora¢ao do
solvente. Outras descreveram reacdes, como a esterificacao e as reacdes com aminas, que tém
por objetivo torna-lo mais estavel para que assim possa ser melhor manipulado (BOX, 1978;
COLE et al., 1978; CAPUDER, 2001; YANG et al., 1994; BUTTERLY et al., 2002).

Dessa maneira, os experimentos realizados foram baseados nestas patentes, na
tentativa de tornar o AC mais estavel, e pelos razdes ja expostas anteriormente, foram
realizados inicialmente para amostras de AC provenientes do medicamento Clavulin® e
clavulanato de potéssio/celulose para depois os melhores resultados obtidos serem aplicados

ao caldo de fermentacao.

4.4.1 Reacao de formacao de um éster

Para essa reacdo utilizou-se 50mg de clavulanato de potassio/celulose, ImL de
dimetilformamida (DMF) e 0,3 mL de cloreto de benzila. A mistura foi agitada por 3 horas a
17 °C, em condigdes anidras. O meio no qual ocorreu a reagao foi analisado por CCD.

A reagdo esperada esta representada pela Figura 4.4.1.
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H H
U 0 OH o) H

,N—, + — )N + Hcl
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L . Cloreto de benzila O/\Q
Acido clavulanico

Benzil clavulanato
Figura 4.4.1 — Reacdo de formacao do éster benzil clavulanato.

4.4.2 Reacio com a trietilamina

Para essa reacdo foram utilizados 20mg de clavulanato/celulose, 30mL de
tetraidrofurano (THF) e 1 mL de trietilamina. A mistura permaneceu durante 16 horas a 4°C.
Era esperado, conforme descrito na patente Cook e Wilkins (1993), a formag¢dao de um

precipitado (sal de amina do AC). A reagdo esperada esta ilustrada pela Figura 4.4.2.

H H
0 OH Vo : -0 OH
_ N THF J:/
N N— T N
0 74 S + 7 B
COOH o//C\O _ﬁ/\
i \/
Acido clavulanico Trietilamina

Sal de amina do AC

Figura 4.4.2 — Reacdo do AC com a trietilamina.

4.4.3 Precipitacio do AC com o 2-etilexanoato de potassio — ensaios
preliminares

Foram realizados ensaios preliminares para a verificagdo da validade das reagdes
descritas para a precipitagdo do AC na forma de clavulanato de potassio. No transcorrer
desses experimentos foram identificadas as influéncias de algumas varidveis neste processo.
Como ndo hd nenhum artigo publicado em literatura, e as patentes existentes sdo pouco
especificas, esses ensaios preliminares foram de fundamental importancia pare se entender e
tentar reproduzir o processo de precipitagdo do AC. Vdrias tentativas de precipitacdo do

clavulanato de potdssio foram realizadas, através da mudanca nas condi¢des dos
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experimentos, como para a concentracdo do AC e do 2-etilexanoato de potassio e na
quantidade adicionada desse tultimo. Posteriormente, foram incluidas nos planejamentos
fatoriais algumas das varidveis observadas nesta etapa, possibilitando a otimizag¢do das
reacdes de precipitagdo empregadas.

As reacgdes de precipitagdo seguiram basicamente o seguinte procedimento:

A amostra de AC era acidificada a pH 2 com H,SO4 e colocada em contato com
um solvente organico, geralmente o acetato de etila. A solucdo era agitada e posteriormente a
fase orgénica separada da fase aquosa. Duas novas extracdes com solvente organico eram
realizadas para a mesma fase aquosa. As fracdes organicas eram entdo combinadas, e
concentradas através de um evaporador rotativo, conectado a uma bomba Scrubber e a um
banho termostatico.

Era adicionado nesta etapa um agente dessecante, geralmente cloreto de calcio
(CaCly), para que toda a agua que pudesse estar presente no solvente fosse retirada. A adi¢ao
do 2-etilexanoato de potassio era entdo realizada a temperatura baixa (entre 0 e 5 °C). A
prévia reacdo de formacdo do 2-etilexanoato de potéssio, a partir do acido 2-etilexanoico,
encontra-se no Apéndice B. O precipitado formado era filtrado e lavado com isopropanol e
acetona e depois colocado em dessecador a vacuo para terminar a secagem. A reagdo esperada

esta mostrada na Figura 4.4.3 abaixo:

o H H
. 0 OH i 0 OH 0
oK' + N\)J . DNJ_/ . o
o” o” L.
COOH COoOK
2-etilexanoato de potassio AC , . o . .
Clavulanato de potassio Acido 2-etilexanoico

Figura 4.4.3 — Reacgao de precipitacdo do AC com o 2-etilexanoato de potéssio.

Na Tabela 4.4.1 estdo as condi¢des utilizadas para os ensaios realizados com o AC

proveniente das amostras clavulnato/celulose e do medicamento Clavulin®.
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Tabela 4.4.1- Condi¢des utilizadas para os experimentos de precipitagao.

E . ¢ Massa de Vol.combinado Conc. de AC no Vol. de 2-etil Conc. do
Ori xP er(;men o ¢ AC inicial das fases solvente organico adicionado 2-etil
rigem da amostra (mg) organicas (mL) (mg/mL) (mL) (molar)

1A- clav/celulose 160 90 3,7 10 2,5
2A- clav/celulose 370 100 6.9 6 2,5
*3 A- clav/celulose 740 130 16,7 2 2,5
4A- Clavulin® 250 130 5.1 gotas 2,5
5A- Clavulin® 250 130 5,1 1,0 2,5
6A- Clavulin® 500 150 22,5 1,5 0,7

* este experimento foi ainda concentrado em evaporador rotativo apds terminada a fase de
precipitacao.

4.4.3.1 Ensaios para o caldo de fermentacao

Para os ensaios realizados com caldo de fermentacdo o procedimento foi
semelhante ao descrito anteriormente. Optou-se por trabalhar com o caldo ja ultrafiltrado, pois
foi verificado ao longo dos experimentos, que a interface solvente-agua (emulsdo) na etapa de
extragdo com solvente era sensivelmente reduzida quando se utilizava o caldo ja ultrafiltrado.
A formagdao de uma emulsdo muito grande, nao ¢ desejada, pois dificulta a migragdo do AC
da fase aquosa para a fase orgénica, diminuindo desta forma a eficiéncia da etapa de extracao.

Na Tabela 4.4.2 estdo descritas as condigdes utilizadas para os ensaios realizados

para o caldo de fermentacao.

Tabela 4.4.2- Condigdes utilizadas para os experimentos de precipitagdo para o caldo de

fermentagao
. Conc. inicial Vol. inicial Vol.combinado Conc. de AC no Vol. de 2-etil Conc. do
Experimento- A . .
. de AC no de caldo das fases solvente organico adicionado 2-etil
Origem da amostra A
caldo (mg/L) (mL) organicas (mL) (mg/mL) (mL) (molar)
1C- caldo de 65,2 250 250 0,5 <1,0 2,5
fermentagdo
2C- caldo de 210,3 310 200 3,5 <1,0 2,5
fermentagao
3C- caldo de 466,7 600 450 5,5 <1,0 2,5
fermentagdo

4.4.3.2 Precipitacio do clavulanto de potassio com a passagem por um
intermediario estavel
Virias patentes descreveram a precipitacdo de um sal de amina do AC como uma

alternativa para a purificagdo do AC proveniente do caldo de fermentacdo. A reagdo deste
com uma amina geraria uma intermediario altamente estavel, possibilitando seu isolamento e
posterior conversdao a clavulanato de potassio com elevado teor de pureza. Esta etapa

apresentaria a vantagem, frente as técnicas cromatograficas, que mais comumente siao
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empregadas para purificacdo do caldo, de ndo ser necessario a evaporagao de solventes, pois
nessa evaporagdo ocorre sempre a degradacdo do AC. Entretanto ¢ necessario levar em
consideracdo que muitas reacdes descritas geram intermedidrios toxicos ou higroscopicos, que
ndo sio adequados para utilizagdo em medicamentos. E desejado que os intermediarios
formados sejam estaveis, ndo toxicos € que também promovam uma boa purificagdo, assim a
escolha da amina t-octilamina baseou-se nos cuidados apresentados.

A Figura 4.4.4 apresenta a reacdo do AC com a t-octilamina com a formagdo de

uma sal de amina do AC.

H H
-0 OH -0 OH
— CH; CH; AcOE _
N | ' ~ LN
0 " { + HgN-fl.:—ﬁ—(lz—CH3 0 e 4
COOH CH; © CHy ,E:\ H , CHs  CHy
= _ +
0 0---H—N—-C—C—C—CHj
Acido clavulanico t-octilamina H/ (|:H3H2 (|3H3

Sal de amina do AC

Figura 4.4.4 — Reac¢dao do AC com a t-octilamina, com a formagao de um intermediario estavel
(sal de amina do AC).

O procedimento experimental foi semelhante ao descrito anteriormente para a

precipitagdo com o 2-etilexanoato de potassio, com a diferenga de que ao invés deste foi

adicionado a t-octilamina. O precipitado formado foi lavado com acetato de etila. Na tabela

4.4.3 estao descritas as condi¢des para os experimentos realizados.

Tabela 4.4.3 - Condicdes utilizadas para os experimentos de precipitacdo com a t-octilamina.

Experimento Magsg QG Vol.combinado Conc. de A? no Vol.. dp amina
Origem da amostra AC inicial (Alag fases solvente orgénico adicionada
(mg) organicas (mL) (mg/mL) (mL)
1T- clav/celulose 629.,7 90 15,7 0,15
2T- clav/celulose 1202,8 100 15,2 0,48

Do sal de amina do AC formado no ensaio 2T, foram separados cerca de 597,3mg,
que foram utilizados em reacdo posterior com o 2-etil, para a precipitacdo do clavulanato de
potassio. O procedimento experimental para esta segunda reagdo de precipitacdo foi o
seguinte:

O sal de amina (597,3mg) foi dissolvido em 20mL de isopropanol e em seguida foi

adicionado 2-etilexanoato de potéssio (0,7 molar). A solu¢do permaneceu sob agitagdo por
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uma hora a 1°C. Os cristais de clavulanato de potéssio precipitados foram lavados com
1sopropanol. A reagdo do sal de amina de AC com o 2-etilexanoato de potassio estad

representada pela Figura 4.4.5.

: -0 OH
J:N\>j o H
4 ' i 0 OH
F H CHz CH * . N
C - \FoTR T ox—»@—/ *  Sub-Prod
07 9o H—N—C—C—C— ub-Produtos
o H—N—C EI C—CH;, o”? {
H  CH; 2 CH; COOK

2-etilexanoato de potissio  Clavulanato de potassio
Sal de amina do AC

Figura 4.4.5 — Reacao de precipitagdo do clavulanato de potéssio a partir do sal de amina do
AC.

4.5 Otimizacao das reacoes de precipitacio

A utilizagdo dos planejamentos fatoriais teve como objetivo otimizar as reagdes de
precipitacdo, visando maiores rendimento e estabilidade dos produtos formados, através do
estudo da influéncia das variaveis envolvidas nas reagoes.

Para esses planejamentos foram selecionadas algumas varidveis observadas nos
ensaios preliminares e outras dentre as descritas em literatura que mais comumente exercem
influéncia nas reagdes de precipitagdo.

Em virtude da elevada velocidade degradagdao do AC a altas temperaturas, estas
foram mantidas abaixo de 30°C, limitando-se dessa maneira a faixa estudada para a
temperatura. O 4cido clavulanico utilizado nestes ensaios foi proveniente do produto
farmacéutico Clavulin®. Os resultados obtidos no objetivo especifico “Desenvolvimento de
método para precipitagdo do padrdo de AC puro a partir do Clavulin®” garantiram a obtengao
do AC puro, para que fosse possivel sua utilizagdo livre de contaminantes que pudessem
interferir nas respostas para as reacdes de precipitagdo estudadas.

Os ensaios que apresentaram os melhores resultados nos planejamentos utilizados
tiveram a sua condicao experimental reproduzida para o caldo de fermentagao.

Assim as reacgdes estudadas foram:
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1. Reagao direta — Na qual ocorreu a precipitacdo do AC com o 2-etilexanoato de
potassio (Rg) com a formagdo do clavulanato de potassio. A reacdo Ry ja& foi descrita
anteriormente pela Figura 4.4.3.

2. Reacdo indireta, com a passagem por um intermedidrio estavel — Na qual
ocorreu a precipitacdo do AC com a t-octilamina (R;), formando um sal de amina do AC
(intermediario estavel), e depois houve a reacao deste sal com o 2-etilexanoato de potassio
para a formagdo do clavulanato de potassio (Ry).

As reagdes chamadas de R; e R; estdo representadas respectivamente pelas Figuras
4.4.4 ¢ 4.4.5, ja mostradas anteriormente. Para essas reagdes foi realizada ainda a validacao
experimental dos resultados, através da repeticdo em triplicata dos ensaios nas condi¢des

otimizadas, utilizando para esses um volume maior (50mL).

4.5.1 Reacao direta de precipitacio do AC (R,)

Para R, foi realizada uma estratégia seqiiencial de planejamentos (RODRIGUES e
IEMMA, 2005), uma vez que ndo se conhecia muitos dados especificos da reagdo estudada.
Se fosse realizado diretamente um planejamento completo (Delineamento Composto Central
Rotacional ou DCCR) poderia-se correr o risco de nao se chegar a otimizacao da reacao de
precipitagdo, caso se estivesse fora das faixas adequadas (o que pode ocorrer quando se esta
longe das condigdes otimizadas). A estratégia seqiiencial visa chegar ao objetivo desejado,
através de uma prévia selecdo de variaveis e faixas de operacdo, utilizando para isto
planejamentos fracionados, que possuem um numero reduzido de ensaios, quando
comparados a um planejamento completo, fazendo com que haja uma grande economia de
tempo, caso seja necessario a mudanga das faixas utilizadas para as variaveis estudadas. Apos
a realiza¢dao de um planejamento fracionado, para a andlise dos efeitos dessas varidveis, pode-
se decidir por um DCCR com um nimero menor de varidveis, possibilitando assim com maior
garantia, a otimizagdo do processo estudado.

Deste modo, primeiramente foi realizado um planejamento fracionado para quatro
variaveis; a temperatura, a concentragdo do AC no solvente orgénico, a concentragdo do 2-
etilexanoato de potéssio (2-etil) em isopropanol ¢ a vazdo de adicdo do 2-etil ao solvente
organico, para a reagao de precipitacdo. A velocidade de agitagdo foi mantida em 250 rpm
garantido a homogeneidade da solugdo, ou seja, que ndo houvesse supersaturagdo local
(pontos onde a supersaturagdo ¢ mais elevada). Apds andlises dos efeitos dessas varidveis,

uma foi fixada (temperatura) e realizado um DCCR para as trés variaveis restantes.
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Na Tabela 4.5.1 estdo descritos os valores utilizados no planejamento fatorial
fracionado 2*', incluindo trés pontos centrais, para a reacio direta do AC com o 2-
etilexanoato de potassio. Foram selecionados trés niveis para a temperatura (Temp), a
concentragdo do acido clavulanico no solvente (Conc. de AC), a concentracao do 2-etil (Conc.

de 2-etil) e para a vazao de adigdo do 2-etil (Vazao de 2-etil).

Tabela 4.5.1 - Valores utilizados no planejamento fatorial fracionado.

. Niveis
Variaveis 1 0 1
Temp. (°C) 8,0 15,0 22,0
Conc. de AC. (mg/mL) 5,0 15,0 22,0
Conc. de 2-etil (molar) 0,5 1,25 2,0
* Vazao de 2-etil (gota/minuto) 0,5 0,75 1,0

*equivale a adicdo de uma gota a cada 120; 90 e 60 segundos, respectivamente.

A rapidez com que se adiciona o reagente ¢ sem duvida um dos fatores que exerce
influéncia na formagao de precipitados (SKOOG et al., 2006). Entretanto se a variavel a ser
estudada fosse ao invés de vazdo, definida como “tempo de adi¢do de uma gota de reagente”,
os niveis do planejamento ficariam invertidos, pois se teria em um menor espaco de tempo
uma maior adicdo de reagente ¢ num maior espaco de tempo se teria menos adicdo desse
reagente. A opc¢ao pela vazao veio facilitar esse exame, deixando os niveis em ordem. Porém
a primeira vista pode parecer estranho adotar meia gota em um minuto (0,5), na verdade isso
significa que 1 gota foi adicionada a cada dois minutos ou 120 segundos. Mantendo a fra¢ao
(2) (que significa 1 gota para 2 minutos) obteve-se o valor de 0,5 que vem sendo usado no
nivel -1. Para o nivel +1 tem-se o incremento de % e a fragdo passou a ser '/; (que significa 1
gota em 1 minuto ou em 60 segundos) assim obteve-se o valor 1 mostrado na Tabela 3.3.4. O
ponto central (0,75) ¢ a média dos niveis -1 e +1. Optou-se em deixar a representacdo em
numeros decimais para facilitar a visualizagdo do aumento da vazao, em concordancia com os
niveis.

Na Tabela 4.5.2 encontram-se os valores utilizados no DCCR para trés variaveis,
(2%, incluindo 3 pontos centrais e seis pontos axiais), para a reagdo direta do AC com o 2-etil,

a temperatura de 22°C.
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Tabela 4.5.2 - Valores utilizados no DDCR para a reagao direta do AC (Ry)

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Conc. de AC (mg/mL) x1 8,2 15,0 25,0 35,0 41,8
Conc. de 2-etil (molar) X2 0,16 0,3 0,5 0,7 0,84
* Vazao de 2-etil (gota/minuto) x3 0,33 0,5 0,75 1,00 1,17

*equivale a adi¢do de uma gota a cada 140; 120; 90; 60 e 40 segundos, respectivamente.

O procedimento experimental para extragdo foi semelhante ao descrito
anteriormente para os ensaios preliminares de precipitagdo. A solu¢do aquosa contendo o AC
foi filtrada e acidificada com H,SO4 até atingir pH igual a 2,0. Foram realizadas trés extragdes
utilizando-se o acetato de etila. Esse solvente foi escolhido por apresentar maior seletividade
para o AC (discutido detalhadamente no topico 5.2.2 - Extragdo do acido clavulanico em
diferentes solventes) e também pelo fato de que a dgua soltivel nesse solvente apresenta-se em
quantidades muito menores quando comparada ao n-butanol, cerca de 3,3 de 4gua solivel (em
peso) presente no acetato de etila contra 20,5% para o n-butanol (MORITA e ASSUMPCAO,
1981). A interferéncia da agua no processo de precipitagao ¢ muito grande e foi discutida em
maiores detalhes no topico 5.4.3 - Precipitacdo do AC com o 2-etilexanoato de potassio —
ensaios preliminares.

As fases organicas foram entdo combinadas e concentradas utilizando um
evaporador rotativo até atingirem o volume desejado, necessario para se obter as
concentragoes estudadas. Foi adicionado um secante CaCl, a fase organica concentrada para
garantir a retirada de toda 4gua que poderia ainda estar presente no acetato de etila.

Para os experimentos de precipitacdo, a metodologia consistiu basicamente em
adicionar a um reator de vidro encamisado, o volume (j& concentrado) de acetato de etila, no
qual a concentragao de acido clavulanico era conhecida. Em seguida uma quantidade também
conhecida de 2-etil (geralmente estequiométrica) foi adicionada com uma vazdo ja
previamente estabelecida (pelo planejamento fatorial), com auxilio de um crondmetro ¢ uma
pipeta Pasteur. Os célculos necessarios para essa etapa encontram-se detalhadamente descritos
no Apéndice A (Memoria de Calculo).

Essa solucdo (solucdo-mae) foi mantida a uma temperatura também pré-
estabelecida, através do uso de um banho termostatico e sob agitacdo constante de 250rpm por
meio de um agitador tipo hélice ligado a um controlador.

Apos terminada a adi¢do do 2-etil, a solugdo-mae permaneceu sob mesma agitacao
e temperatura por aproximadamente 45 minutos. Os cristais formados foram filtrados e

lavados com acetato de etila e éter ¢ em seguida foi adicionada celulose microcristalina
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(Hemefarma) na propor¢do de 1:1 e colocado em dessecador a vacuo, por um periodo de
aproximadamente 24 horas, para completar a secagem. Apds esse tempo a massa foi medida
(descontando a de celulose adicionada) e calculado o rendimento.

Na Figura 4.5.1 estdo indicados os equipamentos utilizados para realizagdo dos

experimentos de precipitacao.

Figura 4.5.1 - Reator encamisado, banho termostatico e controlador de velocidade. No detalhe
o reator encamisado utilizado.

O rendimento (Y) das reagdes foi calculado usando a Equagao 4.5.1 abaixo:

vo% = e 100
0= (4.5.1)

m,

Onde, me,, ¢ a massa obtida experimentalmente, e m; € a massa teorica
determinada através da estequiometria da reagdo (O calculo estequiométrico efetuado para as

reacgOes estudadas esta representado no Apéndice A).

4.5.2 Reacao indireta, com a passagem por um intermediario estavel (R,
eR,)

Foram realizados planejamentos fatoriais completos (DCCR) para o estudo das
reagdes R; e Ry pois nos ensaios preliminares efetuados para essas reagdes obteve-se
resultados muito bons, portanto as condi¢des empregadas ndo se encontravam muito longe das
condigdes que possibilitariam a otimizac¢do destas reagdes.

Assim, para a reagdo R; (com a t-octilamina) foi realizado um DCCR para trés

variaveis; a temperatura (Temp), a concentragao do AC no acetato de etila (Conc. de AC) e a
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vazao de adi¢dao da amina (Vazao de amina), para que ocorresse a reacao de precipitacdo com
a formacao do sal de amina do AC.

Na Tabela 4.5.3 encontram-se os valores utilizados no DCCR para a reagdo
indireta do AC com a t-octilamina (R;). Os valores dos niveis foram selecionados baseando-se

nos resultados obtidos nos ensaios preliminares para essa reacao.

Tabela 4.5.3 - Valores utilizados no DDCR para a rea¢do indireta do AC (R;)

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Temp (°C) x1 6,6 10 15 20 23,4
Conc.de AC (mg/mL) x2 6,6 10 15 20 23,4
* Vazdo de amina (gota/minuto) | x3 0,33 0,5 0,75 1,0 1,17

*equivale a adi¢do de uma gota a cada 140; 120; 90; 60 e 40 segundos, respectivamente.

O procedimento experimental adotado para a reagdo R; foi semelhante ao utilizado
para a reagdo Ry, com a diferenga de que agora foi realizada a adi¢ao da t-octilamina ao invés
do 2-etil. Apds o término da adicdo da amina, a solugdo-mae ficou sob agitacdo e a mesma
temperatura por aproximadamente 45 minutos. Os cristais formados foram filtrados, lavados
com acetato de etila, e colocados em dessecador a vacuo por um periodo de aproximadamente
24 horas, para completar a secagem.

Os volumes e calculos utilizados nesta etapa, encontram-se no Apéndice A.

Para a reacdo R, (do sal de amina do AC com o 2-etil) foi realizado um DCCR
para trés variaveis; a temperatura (Temp), a concentracdo do sal de amina do AC em
isopropanol (Conc. de sal do AC) a concentragdo de 2-etil adicionada (Conc. de 2-etil), para
que ocorresse a precipitagdo de clavulanato de potassio. A vazdo de adicdo do 2-etil foi
mantida fixa em 0,75gota/minuto, ou seja, uma gota a cada 90 segundos.

Na Tabela 4.5.4 encontram-se os valores utilizados para reacdo indireta do AC

com a t-octilamina (R;), utilizando um DCCR para trés variaveis.

Tabela 4.5.4 - Valores utilizados no DDCR para a rea¢do indireta do AC (R»)

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Temp (°C) x1 11,6 15 20 25 28,4
Conc. de sal do AC (mg/mL) x2 8,2 15 25 35 41,8
Conc. de 2-etil (molar) x3 0,2 0,4 0,7 1,0 1,2
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Para os ensaios realizados para a reacao R, foi adotado o seguinte procedimento
experimental. Foram realizados ensaios para se obter o sal de amina do AC utilizando uma
das melhores condi¢des encontradas para a reagdo anterior - R; (ensaio 11).

O sal de amina do AC foi dissolvido utilizando-se metade do volume adequado de
isopropanol, com adi¢do de agua na razdo fixa de 0,012 (adgua/isopropanol). A outra metade
do volume de isopropanol foi adicionada somente depois de toda a solubilizacdo do sal de
amina. Esta solucao, com concentracao conhecida do sal de amina do AC, foi adicionada em
um reator encamisado, com agitagdo controlada (250rpm) e a uma temperatura pré-
estabelecida. Uma quantidade de 2-etilexanoato de potassio foi adicionada a uma vazao
constante de 0,75gota/minuto.

Apds a completa adi¢do do 2-etil, a solugdo-mae foi mantida sob mesma agitacdo e
temperatura por aproximadamente mais 45 minutos.

Os cristais formados foram lavados com isopropanol e éter. Para completar a
secagem os cristais, juntamente com celulose microcristalina na propor¢ao de 1:1, foram
colocados em dessecador a vacuo por um periodo de aproximadamente 24 horas. Apds esse
periodo a massa foi medida (descontada a de celulose) e o rendimento calculado pela Equagao
5.4.1 (ja exibida anteriormente).

Os calculos necessarios para essa etapa encontram-se detalhadamente descritos no
Apéndice A (Memoria de Célculo).

Todos os ensaios realizados para as reagdes Ry, R; e R, foram monitorados por
CCD. Ainda foram realizadas analises em RMN e em MEV, para ensaios especificos,

conforme os resultados obtidos.

4.5.3 Ensaios para o caldo de fermentacio

Para os ensaios realizados com caldo de fermentagdo, ja ultrafiltrado, o
procedimento foi semelhante ao descrito anteriormente para as reagdes Ry, R; e Ro.

Na Tabela 4.5.5 estdo descritas as condigdes utilizadas para o ensaio realizado para
a reagdo de precipitacdo direta com 2-etil (Rp). O niimero do ensaio mostrado na Tabela 4.5.5,
(Ensaio 1), foi util para definir quais as condicdes utilizadas no planejamento fatorial (DCCR)
que foram reproduzidas para o caldo de fermentagdao. Cabe ressaltar que os calculos efetuados

para os ensaios utilizados nos planejamentos estudados encontram-se nas tabelas do Apéndice

A.
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Tabela 4.5.5- Condicdes utilizadas para o experimento de precipitagdo do caldo de
fermentacdo com o 2-ctil — Reacao direta

Experimento — Conc. inicial Vol. inicial | Vol.combinado Conc. de AC no Vol. do 2-etil Conc. do
XpEnsaio de AC no de caldo das fases solvente organico adicionado 2-etil
caldo (mg/L) (mL) orgénicas (mL) (mg/mL) (mL) (molar)
1F — Ensaio 1 420,0 600 500 15,1 1,9 0,3

Na Tabela 4.5.6 estdo descritas as condi¢des utilizadas para o ensaio realizado para

a reacao de precipitagdo indireta com a passagem por um intermediario estavel - R;.

Tabela 4.5.6- Condi¢des utilizadas para o experimento de precipitagdo do caldo de
fermentagdo com a t-octilamina — Reag¢do indireta (R)

Conc. inicial

Vol. inicial

Vol.combinado

Conc. de AC no

EXPETSI;??O a de AC no de caldo das fases solvente orgéanico Vol. ((Iifllf)m fna
caldo (mg/L) (mL) orgénicas (mL) (mg/mL)
1AF — Ensaio 11 375,2 500 350 6.7 0,15

Na Tabela 4.5.7 estdo descritas as condigdes utilizadas no experimento de

precipita¢do do caldo de fermentacgdo, partindo-se do intermediario estavel formado na reacao

anterior (R;) com o 2-etil, para a precipitacdo do clavulanato de potasio (R»).

Tabela 4.5.7- Condi¢des utilizadas para o experimento de precipitagdo do caldo de
fermentagdo — Reacao indireta (R»)

. D Vol.de Conc. de AC no Vol. do 2-etil Conc. do
Experimento — Massa inicial de sal de . | | A dicionad i
Ensaio amina do AC (mg) isopropano solvente organico adicionado 2-eti

(mL) (mg/mL) (mL) (molar)
1SF — Ensaio 17 251 10 25,1 1,2 0,7

Todos os ensaios foram monitorados por CCD e posteriormente analisados por

RMN. Para a reacdo indireta ainda foram adquiridos os espectros mono ¢ bidimensionais e

analisadas as correlagoes, para que o(s) sinal(s) correspondente a atomos de hidrogénio e de

carbono fosse atribuido corretamente. Os espectros com a tabela de deslocamentos quimicos e

as correlacdes observadas estdo disponiveis no Apéndice C.

Ainda foram realizadas analises em MEV com a finalidade de se verificar a

morfologia dos cristais de clavulanato de potdssio ¢ do sal de amina do AC obtidos nas

reagOes de precipitacdo para o caldo de fermentagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao e selecao de método para monitoramento do AC

Como as estruturas dos antibidticos em questdo ja sdo conhecidas, estes dados
foram de grande valia para se certificar quais os antibidticos isolados sem qualquer diivida em

relacdo a sua presenga nas amostras e precipitados analisados.

5.1.1 Estudos em cromatografia em camada delgada (CCD)

A molécula de clavulanato de potédssio apresenta elevada polaridade, um dos
fatores responsaveis por esta caracteristica € a presenca de elementos bastante eletronegativos
como o oxigénio e o nitrogénio, presentes na molécula.

Devido a essa elevada polaridade, dentre os eluentes testados para CCD, os que
melhor eluiram a substincia em silica gel foram diclorometano/metanol (6:4) e
acetronitrila/metanol (6:4). Deve-se salientar que o meio nao sendo aquoso, as moléculas nao
se encontram na forma ionica. Para as demais misturas de eluentes testadas o clavulanato de
potéssio praticamente ndo saiu da origem, isto €, do ponto de aplicagdo da amostra.

A maxima absor¢do observada pela substincia ocorre em 227nm (BIRD et al.,
1982), portanto quando foi aplicada em placas de CCD com indicadores de UV 254 ¢
inspecionada sob a luz UV em 254nm, ndo apresentou boa revelagao.

Dos reveladores testados, o Reagente de Dragendorff apresentou teste negativo
para o clavulanato. A ninhidrina (revelador para aminas primdrias e secundarias) também
apresentou teste negativo para o clavulanato, mas apresentou teste positivo para a amoxicilina
proveniente do comprimido.

O melhor revelador observado para o clavulanato foi o 4cido fosfomolibdico
(revelador de substancias redutoras, duplas ligagdes e grupos OH).

Através da andlise das placas de CCD percebeu-se que as duas misturas de
eluentes citadas sdo adequadas, pois eluem através da silica tanto o clavulanato quanto a
amoxicilina, o que indica que € possivel utilizar esta fase estacionaria sem ocorrer adsor¢ao
irreversivel da substancia de interesse. Por outro lado, percebeu-se que a separacdo do
clavulanato e da amoxicilina em silica gel, utilizando os eluentes descritos acima, nao se
mostrou eficiente, pois ambos migram praticamente juntos e isto ocorreu com todos os

eluentes testados. Isso indica que uma fase estacionaria, mesmo polar como a silica, ndo seria
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eficiente na separagdo dos dois componentes principais do medicamento Clavulin®, pelo
menos para os eluentes testados.

Como o clavulanato elui de maneira favoravel em silica, esta pode ser util para
separé-lo de outras substancias presentes, por exemplo, no caldo de fermentacao.

Conclui-se que seria necessaria uma separagdo prévia da amoxicilina, quando se
trabalha com o medicamento, pois a propor¢ao de amoxicilina/clavulanato ¢ de (6:1), ou seja,
a amoxicilina se encontra em grande quantidade quando comparada a quantidade presente de

AC.

5.1.2 Estudos em coluna pré-empacotada (Sep Pak)

Dentre as 26 fragdes estudadas, foi para a fracdo de nimero 8 em que houve a
maior concentragio de clavulanato de potassio. Essa fragdo foi analisada por RMN-"H (Figura
5.1.1). Foram observados os sinais para o acido clavulanico e para a amino cetona, que ¢ um
produto de degradagdao do AC (FINN et al., 1984). Ainda para essa amostra foi realizada uma
analise espectroscopica minuciosa em RMN, sendo adquiridos espectros mono e
bidimensionais e analisadas as correlagdes, para que cada sinal correspondente a atomos de
hidrogénio e de carbono fossem atribuidos sem ambigiiidade e encontram-se disponiveis no
Apéndice C.

Também foi possivel observar que a técnica cromatografica empregada ndo ¢
adequada para ser a etapa final (que precede a entrada do clavulanato no medicamento) do
processo de purificagdo para o AC, pois o espectro de RMN-'H apresentou sinais de
degradacao do AC (amino cetona), bem como outros sinais de hidrogénio de impurezas. Essa
degradacdo do AC provavelmente ocorreu na etapa de secagem do solvente utilizada na

cromatografia, mesmo ndo empregando aquecimento (Speedvac).
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Figura 5.1.1 — Espectro de RMN-"H do clavulanato de potassio, obtido ap6s cromatografia, com
a presenca de amino cetona, a partir da amostra clavulanato/celulose.

5.2 Desenvolvimento de método para preparaciao do padriao de AC puro a

partir do Clavulin®

5.2.1 Estudos para extrac¢ao do acido clavulanico

Dentre as fragdes estudadas, observou-se que as fracdes 1 e 2 (de material
insolivel e a de descarte apOs a extra¢do) eram ricas em amoxicilina, porém na fragdo 2
observou-se também a presenca de AC. Nas fragdes 4 ¢ 5 (permeado pela coluna e de
lavagem da coluna) foi observada a presenca de AC e de amoxicilina, mesmo depois de se
utilizar a resina XAD-4. Porém a fragdo 3 obtida a partir da re-extracdo em tampao fosfato,
continha sal impossibilitando sua secagem total e uma analise mais precisa por CCD, uma vez
que para ser realizado o monitoramento por CCD existe a necessidade de se concentrar a

fracdo estudada (em Speedvac). No entanto, pode-se supor que havia a presenca de
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amoxicilina e de AC, na solucdo de re-extracdo, pois essas mesmas substancias foram
encontradas na fragdes 4 € 5 que sdo oriundas de etapas posteriores a de re-extragao.

Foi verificado que a resina XAD-4 promoveu uma certa adsor¢do de amoxicilina, mas
ndo o suficiente para separa-la do AC, indicando que este método ndo estd adequado para se

obter o AC puro a partir do medicamento Clavulin®.

5.2.2 Extracio do acido clavulanico em diferentes solventes

Foram medidas as concentragdes de AC e amoxicilina nas etapas; inicial, de
extracdo tanto para a fase organica como aquosa e de re-extracdo também para ambas as
fases.

Com essas determinagdes de concentragdo e as correlagdes da Equagdo 4.2
(descrita anteriormente), foi possivel obter-se os valores do coeficiente de particao para o AC
(Kpac) e para amoxicilina (Kpamox) nos solventes estudados. Entretanto, as concentragdes
medidas na fase organica para o AC apresentaram valores inferiores aos valores da
concentragdo do mesmo nas solugdes de re-extracdo. Este fato ocorreu devido a degradagao
do AC durante a evaporagdo do solvente, realizada em Speedvac, onde ndo é necessario
aquecimento da amostra. Esse fato certificou de que realmente ¢ necessaria uma etapa de
precipitagdo ou derivatizagdo da molécula de AC para torna-la mais estavel e entdo purifica-
la.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.2.1 abaixo:

Tabela 5.2.1 - Valores do coeficiente de particao do 4cido clavulanico (Kpac) e para a
amoxicilina (Kpamox), rendimento (Y) e fator de purificagdo (FP) para o AC.

Solvente Kpac | Kpamox | Y (%) FP

Acetato de etila (1) 0,65 0,017 45,0 24,2
* Acetato de etila (2) 0,40 0,009 25,0 25.4

Cloroformio 0,008 0,006 0,8 1,3
Diclorometano 0,008 0,00 0,8 -

Eter 0,056 | 0,004 5,5 11,8

Metil isobutilcetona 0,30 0,003 23,2 60,6

N-butanol (1) 1,81 0,160 66,7 3,6

N-butanol (2) 1,85 0,166 53,1 3,0

*a re-extragao foi realizada somente com agua.

Pela andlise dos resultados da Tabela 5.2.1, observou-se que para os solventes,

diclorometano, cloroférmio e éter, os resultados nao foram satisfatorios, pois a maior parte do
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AC permaneceu na agua. Para o acetato de etila, observou-se que quando a re-extragao ¢ feita
somente com agua (e nao com tampao fosfato, como nas demais extragdes), o rendimento
diminuiu consideravelmente. Isso se deve provavelmente a diminui¢do do pH da agua durante
a re-extracdo, conforme foi verificado posteriormente. A patente Cole et al. (1978) cita que a
re-extracao utilizando somente dgua ¢ possivel desde que o seu pH seja mantido proximo a 7.

O maior coeficiente de partigdo do AC obtido para o foi para o n-butanol (2) no
valor de 1,85, porém esse solvente também extraiu um pouco de amoxicilina (Kpamox 0,166).
O ideal seria encontrar um solvente que extraisse quase todo o AC junto com pouca
amoxicilina, ou seja, que apresentasse além de um alto valor para o coeficiente de parti¢ao do
AC uma seletividade também elevada (baixo valor para Kpamox). Isto na pratica ¢ muito
dificil. Os solventes que apresentaram maior seletividade foram a metil isobutilcetona e o
acetato de etila (1) (Kpamox de 0,003 e 0,017 respectivamente), porém nao apresentaram um
coeficiente de particdo para o AC tio elevado (Kpac de 0,3 e 0,65 respectivamente) quanto o
observado para o n-butanol (2).

Uma alternativa encontrada foi combinar os métodos de extragdo e purificacdo de
modo a se obter os melhores rendimentos possiveis juntamente com um elevado grau de
pureza. Neste sentido a combinagdo da etapa de extragdo com solvente seguida da etapa de
precipitacdo (que esta descrita posteriormente em maiores detalhes no topico 5.4.3 -
Precipitacdo do AC com o 2-etil hexanoato de potassio - ensaios preliminares) constituiu um
grande sucesso, pois ndo foram encontrados tragos de amoxicilina no precipitado obtido,
possibilitando dessa maneira a utilizagdo do AC proveniente do medicamento Clavulin®,
livre da interferéncia da amoxicilina, nos ensaios de precipita¢do realizados para a otimizagao
das reagdes (planejamento fatorial).

Assim, por apresentar um valor de Kpac superior ao da metil isobutilcetona e um
valor de Kpamox menor do que o encontrado para o n-butanol, o acetato de etila foi
inicialmente selecionado para ser o solvente utilizado na etapa de extragdo com solvente que
antecede a precipitagdo. Mais tarde verificou-se que a selecdo deste solvente foi muito
afortunada, pois foi verificado na etapa de precipitacdo, a grande influéncia da agua (que se
solubiliza nos solventes organicos durante a fase de extragdo), impedindo que ocorra a reagao.
Comparado com o n-butanol, o acetato de etila possuia, além da vantagem de ser mais

seletivo, também a de possuir menor solubilidade de agua em si.
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5.3 Melhoramento das etapas de purificacio que antecedem a etapa final de

precipitacio, para o caldo de fermentacio

5.3.1 Cromatografia utilizando resina Amberlite XAD-4

Através da analise de concentracdo de AC realizada por CLAE foi verificado que
houve uma queda consideravel desta na etapa inicial, realizada para retirada de células do
caldo de fermentacao e apds reducdo do pH 2, passando de 345,9 para 160mg/L. Essa queda
estd associada a degradagdo do AC, indicando que a etapa inicial utilizada para retirada das
células do caldo de fermentacdo, deve ser substituida por outra na qual ocorra menor
degradacao para o AC.

Na Tabela 5.3.1 estdo apresentadas as concentra¢des de AC, obtidas por CLAE e a
presenga de impurezas (aminoacidos, por exemplo) analisadas por CCD para as fragdes

estudadas.

Tabela 5.3.1 — Concentracdo de AC para as fragdes analisadas por CLAE e impurezas para as
fragdes analisadas por CCD.

~ ~ Presenca de

Fragao AC (mg/L) Fragao T
Aquosa (re-extragdo) 56,5 Aquosa (re-extragdo) SIM
Aquosa descarte (ap0s g | Coletada 6 (XAD-4) SIM

extragdo com solvente)

Coletada 4 (XAD-4) 27,6 Coletada 10 (XAD-4) SIM
Coletada 8 (XAD-4) 42.6 Coletada 18 (XAD-4) SIM
Coletada 12 (XAD-4) 6,2 Coletada 21 (XAD-4) SIM
Coletada 17 (XAD-4) 0,0 Coletada 24 (XAD-4) SIM

Na resina XAD-4 apenas ficou retida uma substancia amarelada (provavelmente
pigmentos), a qual foi eluida com etanol 50% e 100%. A maior parte do AC eluiu com H,O,
préoximo a fracdo de nimero 8, porém todas as fragdes analisadas apresentavam impurezas
(CLAE).

Para as fragdes 6, 10, 14, 18, 21, 24 coletadas a partir da coluna empacotada com
XAD-4 e para o volume restante da fragcdo de re-extracdao que foi analisado em CCD notou-se
a presenca de uma grande quantidade de aminoacidos (os quais revelavam com ninhidrina),
indicando que a resina foi capaz de eliminar pigmentos e substiancias ndo tao polares quanto
os aminoacidos, ndo promovendo desta maneira uma boa purificagdo para o caldo.

Parte deste procedimento foi descrito por Butterworth (1984). O autor cita que ¢

necessario uma segunda etapa de purificacdo que se inicia com a conversdo do clavulanato
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parcialmente puro em um derivado éster benzilico. Pelas analises realizadas em CCD, nota-se
que até este ponto o procedimento utilizado ndo era suficiente para purificar, mesmo que
parcialmente o AC.

Assim outros métodos de separagdo e purificacdo deveriam ser desenvolvidos ou

adicionados a estes para se obter um resultado satisfatorio.

5.3.2 Seqiiéncia de cromatografias

Na Tabela 5.3.2 estdo apresentadas as concentragdes de AC, obtidas por CLAE
para as fra¢des estudadas, que foram transformadas em massa de AC (mg) com o intuito de
facilitar a visualizagdo da degradagcdo do AC ocorrida durante o processo estudado.

Tabela 5.3.2 — Concentracdo e massa de AC obtidas para as fragdes analisadas por CLAE.

i Aqes Conc. de AC Massa de AC

(mg/L) (mg)
Ap6s diminuicao do pH 358,5 211,5
Permeada (resina XAD-4) 213,0 138,5
Permeada (resina IRC-50) 119,2 77,5
Lavagem (resina XAD-4) 173,1 26,0
Descarte (ap6s a 1 extracdo com solvente) 40,7 24.5
Descarte (ap6s a 2* extracdo com solvente) 35,8 21,5

Apo6s a aplicacdo do caldo de fermentacdo em coluna empacotada com resina
XAD-4 houve uma queda considerdvel na massa de AC, ocorrendo perda de 34,5% em
relacdo a massa encontrada apds a diminuicdo do pH. Apds a aplicagdo do permeado em
coluna com resina IRC-50, a perda foi ainda maior de 44%. Se fosse considerado o
rendimento total, até esta etapa do experimento, isto €, do caldo descongelado até a aplicagdo
em resina de troca cationica, a recuperacdo do AC, em massa, seria de apenas 33,2%, um
rendimento muito pequeno, sabendo que novas etapas de purificacdo sdo ainda necessarias,
pois foi observada a presenca de muitos aminodcidos pela analise realizada em CCD
(ninhidrina) para a fracdo organica ap0s extragdo e evaporagao (n-butanol).

Os resultados obtidos neste experimento, juntamente com os resultados do
experimento de extragdo do AC em diferentes solventes organicos e estudos com o caldo
fermentado (cromatografia utilizando resina Amberlite XAD-4) indicaram que a metodologia
de trabalho até entdo empregada deveria ser modificada, principalmente no que diz respeito a
evaporac¢do do solvente organico (n-butanol) e ao emprego da coluna de troca cationica (IRC-

50), pois foram os procedimentos que mais causaram degradacao do AC.
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Por esse motivo foram direcionados esfor¢os em outros experimentos que
pudessem tornar o AC mais estavel, desacelerando a sua degradagdao. Assim optou-se por

estudar as reagdes de precipitacdo e a reagdo de formagao de um éster.

5.4 Avaliacao das reacoes descritas em literatura e estabelecimento de

metodologia para precipitacio do clavulanato de potassio

5.4.1 Reacao de formacao de um éster

Nessa reacao estudada ocorreu a formagao do éster do acido clavulanico conforme
citado na patente Box (1978), mas em pequena quantidade. Este foi identificado por CCD,
através do revelador 4cido fosfomolibdico. Apds transcorrida a primeira hora de reagdo, a
presenga de AC no meio reacional pareceu se manter constante, mesmo apos transcorridas
duas horas.

A patente Box (1978) cita como reagente de esterificacdo o brometo de benzila, no
entanto, no experimento foi utilizado o cloreto de benzila, pois o brometo ndo estava
disponivel no laboratério, assim como outros reagentes para tal finalidade e que sdo
controlados, como ¢ o caso do iodeto de metila. A importagdo desses reagentes altamente
reativos ¢ muito complicada, por causa da legislacao vigente, no intuito de garantir que esses
produtos ndo sejam destinados a outros fins que ndo a pesquisa cientifica.

Além disso, a tentativa de se trabalhar com o cloreto de benzila trouxe certos
inconvenientes durante a manipulagdo do meio reacional, devido as propriedades
organolépticas do reagente.

Assim, pelos motivos expostos, decidiu-se optar por outro tipo de reagao.

5.4.2 Reacao com a trietilamina

A reagdo com a trietilamina ndo ocorreu, embora tenham sido reproduzidas as
condigdes descritas pela patente Cook e Wilkins (1993). Também ndo foi observado formagao
de nenhum outro precipitado para as condi¢des utilizadas.

Para essa reacdo com a trietilamina, o rendimento citado pela patente era de apenas
27%. Um rendimento muito baixo quando comparado aos descritos com a reacdo para outras
aminas. As patentes Cook et al. (1987) e Capuder, (2001) descreveram rendimentos de até

80% para a reacdo do AC com outras aminas. Assim decidiu-se optar em experimentos
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futuros por uma amima que apresentasse um maior peso molecular em relagdo a trietilamina,

visando promover a reagao de precipitacao.

5.4.3 Precipitacio do AC com o 2-etilexanoato de potassio - ensaios
preliminares

Inicialmente, muitos experimentos de precipitagdo realizados ndo formavam
precipitados cristalinos, que eram esperados para o sal do acido clavulanico (clavulanato de
potassio), mas um 6leo marrom de aspecto viscoso que era simplesmente o proprio AC na sua
forma de 4cido. Foi através desses experimentos que se observou a grande influéncia da agua
presente na fase organica da etapa de extracdo, para a reacdo de precipitacdo do AC.

A patente Capuder (2001) descreveu que quando ha presenga de agua na etapa de
precipitacdo, mais propriamente no solvente organico utilizado, ocorre a formagdo de um
precipitado marrom, altamente viscoso (6leo). Por esse motivo solventes no quais a agua
possua uma grande solubilidade devem ser evitados, como € o caso do n-butanol, no qual a
porcentagem de agua soluvel ¢ de 20,5% (em peso) contra apenas 3,3% (em peso) para o
acetato de etila (MORITA e ASSUMPCAO, 1981). Essas patentes sugerem ainda a adi¢io de
um agente secante como o cloreto de calcio ou o sulfato de magnésio, na fase organica apos
realizada a extracdo, para permitir a retirada de toda agua presente.

Assim foi adotado esse procedimento para os experimentos seguintes, realizados
com acetato de etila, nos quais se pode observar em alguns casos, a precipitagdo do
clavulanato de potdssio na sua forma cristalina.

E importante ressaltar que ainda foram realizados experimentos utilizando o n-
butanol, nas mesmas condi¢des utilizadas para o acetato de etila, e em nenhuma delas ocorreu
a precipitagdo do AC, seja na sua forma cristalina ou na de dleo. Acredita-se que a secagem
desse solvente nao ¢ suficiente apenas utilizando-se um agente secante, devido a grande
quantidade de agua que ai consegue se solubilizar. Uma vez que o AC possui uma
solubilidade muito elevada em dgua, qualquer traco desta seria suficiente para promover sua

solubilizagdo, inviabilizando dessa forma a reacdo de precipitagao.

Na Tabela 5.4.1 estdo mostrados os resultados obtidos para as reagdes preliminares
de precipitagdio do AC com o 2-etilexanoato de potassio. Foram analisados para os
precipitados obtidos a presenca de incrustagdo nas paredes do recipiente utilizado, a coloragao

dos mesmos ¢ a presenca de AC através de uma das técnicas, CCD ou RMN-'H. A
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concentracgdo inicial de AC no solvente organico (Conc. de AC) foi novamente apresentada na

Tabela 4.4 no intuito de facilitar a analise dos resultados obtidos.

Tabela 5.4.1 — Resultados obtidos para os ensaios preliminares de precipitacio do AC com o

2-etil.
Experimentos Conc. de AC | Presenga EloEtl Técnica s

Origem da mostra (mg/mL) de AC utilizada

1A- clav/celulose 3,7 Nio Branco | RMN-'H Nio
2A- clav/celulose 6,9 Sim Amarelo CCD -

*3A- clav/celulose 16,7 Sim Branco CCD Nao
4A- Clavulin® 5,1 Sim Branco RMN-'H Nao
5A- Clavulin® 5,1 Sim (6leo) - CCD -
6A- Clavulin® 22,5 Sim Branco CCD Sim

*este experimento foi ainda concentrado em evaporador rotativo apds terminada a fase de
precipitagao.

Para o primeiro ensaio de precipitagdo realizado (1A) a andlise do espectro de
RMN-"H mostrou que no havia sinais de AC no precipitado obtido. Provavelmente a baixa
concentragdo do AC no solvente organico (3,7mg/mL) impossibilitou a precipitagdo do
mesmo. Assim decidiu-se aumentar a sua concentracdo para o proximo experimento. O
aumento da concentragdo favoreceu a reacdo de precipitagdo, ocorrendo a formagdo, no
ensaio 2A, de um precipitado de amarelo intenso que com o passar do tempo tornou-se 6leo.
A analise em CCD mostrou que 6leo obtido era o proprio acido clavulanico (em sua forma de
acido).

Assim para o ensaio 3A, a concentragdo do AC foi novamente aumentada
(16,7mg/mL) e obteve-se um precipitado branco que nao pdde ser filtrado por ser muito fino.
A solugdo-mae foi entdo submetida a um processo de evaporagio de solvente, na tentativa de
forcar a aglomeragao dos cristais formados, mas que resultou na forma¢ao de uma incrustagao
nas paredes do baldo de vidro do evaporador rotativo. Observou-se assim que a formacao
desses pequeninos cristais estava associada a uma nucleagdo muito rapida, devido a elevada
concentragao tanto do AC como do 2-etil.

Dessa maneira verificou-se que a concentragdo do AC no solvente estaria
interferindo na reacdo de precipitacdo estudada. A dificuldade encontrada residia no fato de se
avaliar o quanto, e se era somente a concentracdo, a Unica varidvel a interferir no processo,
uma vez que nao ha nenhuma informagdo neste sentido, pois nao ha nenhum artigo publicado
em literatura.

Optou-se em realizar experimentos de precipitacdo para o AC proveniente do

Clavulin®, para se conseguir avaliar o que poderia vir a acontecer quando se utiliza um meio
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mais complexo, ou seja, com a presenga de outras substincias. Porém, ainda nado tao
complexo quanto o caldo de fermentagdao, uma vez que nao se conhecia bem ainda quais eram
as variaveis e como elas estavam interferindo na reacdo de precipitacdo. Por esse motivo
optou-se por realizar o experimento 4A mantendo a concentragdo de AC proxima de
5,0mg/mL.

Para o ensaio 4A, a reagdo de precipitacdo ocorreu de maneira desejada, sendo
obtido um precipitado de coloracgdo branca e livre de incrustagao, que foi analisado por RMN-
'H (Figura 5.4.1). Através dessa anélise verificou-se que o clavulanato de potassio obtido
apresentava elevada pureza, sem a presenca dos sinais caracteristicos para a amoxicilina, (que
estao representados na Figura 5.4.2), e dos sinais de produto de degradagdao da amino cetona
(mostrados previamente na Figura 5.1.1). Deve-se ressaltar que o AC proveniente do
Clavulin® contém muito mais substancias que poderiam interferir na reagdo de precipitagao
além da propria amoxicilina, presente no medicamento em quantidade 4 vezes superior a de

AC.
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Figura 5.4.1 - Espectro de RMN-'H do clavulanato de potassio precipitado, obtido no ensaio
4A - Clavulin®, sem tragos de amoxicilina.
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Figura 5.4.2 - Espectro de RMN-'H para amoxicilina pura.

O ensaio 5A foi realizado na tentativa de se reproduzir o bom resultado obtido no
experimento anterior (4A), porém sem sucesso. Houve a formagdo do 6leo, indicando que a
reacdo havia desestabilizado. Notou-se entdo a possivel influéncia de outra varidvel; a
quantidade adicionada de 2-etil. Para o experimento anterior (4A) apenas algumas gotas de 2-
etil foram utilizadas, com auxilio de uma pipeta Pasteur, enquanto que para o ensaio 5A, foi
utilizado 1mL (bureta). As patentes Yang et al. (1994) e Kim et al. (1995) descreveram que a
quantidade a ser adicionada de 2-etilexanoato deveria ser na propor¢do estequiométrica de
1:1,5 de AC para a de 2-etil, ou seja sempre com excesso de 2-etil. Assim surgiu a
necessidade de se realizar os cdlculos estequiométricos para conhecer previamente qual o
volume necessario de 2-etil que deveria ser adicionado para garantir a propor¢ao de 1:1,5.
Anteriormente, a adi¢do deste era realizada até que ocorresse a formacdo de um precipitado
(ou 6leo), baseando-se apenas em aspectos visuais.

Posteriormente, observando os resultados obtidos acima ¢ com a realizacao de
alguns experimentos para a etapa de otimizagdo da reagcdo de precipitacao direta (Ry), foi
verificado que a melhor propor¢do para que ocorresse a reacdo de precipitacdo de maneira

satisfatoria, era a de 1:1 e ndo de 1:1,5 como apresentado pelas patentes acima. Quando era
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adicionado 2-etilexanoato de potassio em excesso, ocorria a instabilidade da reagdo e o
precipitado formado se transformava em 6leo.

Um exemplo desse fato foi a observacdo realizada para o ensaio 2A, no qual se
iniciou a precipitacdo do clavulanato de potédssio, mas que terminou com a formacdo de um
6leo marrom. Nesse ensaio a concentragdo de AC no solvente (6,9mg/mL) ja era adequada
para que ocorresse a correta precipitagdo do AC na forma de sal (conforme verificado pelo
ensaio 4A, no qual a concentragdo era de 5,1mg/mL). Entretanto observando a Tabela 4.4.1
(Procedimento Experimental), verificaremos que o volume adicionado de 2-etil foi de 6mL, e
pela estequiometria (1:1) o volume necessario seria de apenas, 0,33mL (2,5 molar). Desse
modo, o excesso de 2-etil adicionado desestabilizou a reacao.

Para o ensaio 6A optou-se por aumentar a concentra¢gdo do AC e diminuir a
concentragdo do 2-etil, na tentativa de tornar a etapa de nucleagdo mais lenta, para que nao
ocorresse a formagao de muitos cristais de tamanho pequeno (como observado para o ensaio
3A). Com sucesso, foi obtido um precipitado branco que ficou parcialmente aderido ao vidro
do recipiente (incrusta¢do). A andlise em CCD confirmou a presenca de AC no precipitado,
identificando-se assim a influéncia de mais uma varidvel para a reacdo estudada; a
concentragao de 2-etil.

Pelos resultados obtidos das amostras provenientes do medicamento Clavulin®
concluiu-se que o procedimento de purificacdo adotado, a extracdo (acetato de etila) seguida
da reacdo de precipitacdo foi altamente eficiente. A seletividade do solvente frente a
amoxicilina aliada a baixa solubilidade da 4gua neste, contribuiram de maneira fundamental
para que a reagdo de precipitagdo ocorresse com a formacgao de clavulanato de potassio com
elevada pureza.

Posteriormente, foi possivel a ado¢do desse método para a realizagdo dos ensaios
de otimizacao das reagdes de precipitacdo estudadas (planejamento fatorial), garantindo assim
a reprodutibilidade dos resultados, a disponibilidade do AC (Clavulin®) e ainda um baixo
custo para a realiza¢do dos ensaios.

De uma maneira geral, os experimentos realizados foram importantes para a
verificagdo da validade da reacdo de precipitagdo do AC com o 2-etilexanoato de potassio, e
também para se identificar algumas variaveis que interferem na reacao descrita. Mais tarde, o
volume a ser adicionado de 2-etilexanoato fixou-se definitivamente na proporgao
estequiométrica de 1:1 de AC para a de 2-etil e as varidveis concentragdo do AC no solvente
organico e concentracdo molar do 2-etilexanoato foram melhor avaliadas (dentre outras) com

o auxilio de uma estratégia seqiiencial de planejamentos.
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5.4.3.1 Ensaios para o caldo de fermentacio

Para o caldo de fermenta¢do foram realizados alguns experimentos com o intuito
de se obter a precipitacdo do clavulanato de potéssio, entretanto para muitos deles ndo houve
a formagao do precipitado desejado. Apos a fermentagdo estes caldos haviam sido congelados
em ultrafreezer a -70°C e assim permaneceram estocados por alguns meses, antes de se iniciar
o trabalho de purifica¢do e precipitagdo. Nessas condi¢cdes a concentragdo de AC sempre se
apresentava muito abaixo do esperado, isto ¢, bem inferior aos valores das concentragdes
obtidos logo apds o término da fermentagdo ou ultrafiltracao.

Houve a necessidade de um planejamento em relagdo a estocagem e ao trabalho de
purificagdo. Optou-se por trabalhar a purificagdo do caldo micro ou ultrafiltrado logo apds sua
fermentagdo, evitando assim a degradagdo do AC.

Na Tabela 5.4.2 estdo mostrados os resultados obtidos para as reagdes preliminares
de precipitagao utilizando o AC presente no caldo de fermentacdo com o 2-etilexanoato de
potassio. Foram analisados para os precipitados obtidos a presenga de incrusta¢do nas paredes
do recipiente utilizado, a coloracdo dos mesmos e a presenca de AC através de uma das
técnicas, CCD ou RMN-'H. A concentragdo inicial de AC no solvente organico (Conc. de
AC) foi novamente exibida na Tabela 5.4.2 no intuito de facilitar a analise dos resultados

obtidos.

Tabela 5.4.2 — Resultados obtidos para os ensaios preliminares para a precipitagdo do AC do
caldo de fermentagao.

Experimentos Conc.de AC | Presenga Coloracio Técnica Incrustacio
Origem da mostra (mg/mL) de AC ¢ utilizada ¢
1C- caldo Eie 0.5 Nio Amarelo RMN-'H Nio
fermentacao
2C- caldo Eie 3.5 Sim (6leo) Marrom CCD -
fermentacao
3C- caldo Eie 5.5 Sim Marrom RMN-'H Nio
fermentagao

Na primeira tentativa de precipitagdo (ensaio 1C) houve a formagdo de uma
substincia que pela anélise do espectro de RMN-'H (Figura 5.4.3) verificou-se que ndo era o
clavulanato de potassio, pois ndo havia sinais dos hidrogénios do AC no espectro. Isso pode
ter ocorrido devido a concentragao do AC estar muito baixa no meio de fermentagao utilizado
(65,2mg/L), fazendo com que a concentragdo do AC no solvente (0,5mg/mL), mesmo apds

sua concentragdo ficasse abaixo da que era esperada.
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Acredita-se que esta reduzida concentragdo possibilitou que outras substancias
(impurezas) ainda presentes no meio de fermentagdo concorressem com o AC, reagindo com
o 2-etil ao invés dele. Nesse sentido aplicaram-se as providéncias com relagdo ao tempo de

estocagem para se trabalhar com o caldo de fermentagdo (descritas anteriormente).
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Figura 5.4.3 - Espectro de RMN-'H de uma(s) substancia(s) diferente(s) do AC, obtido no
ensaio 1C - caldo de fermentacdo.

Para o segundo ensaio (2C), com uma maior concentracdo de AC no caldo
(210,3mg/L), ocorreu a formagdo de um 6leo de coloracio marrom, que a analise em CCD
mostrou se tratar do proprio AC. Acredita-se que essa formacdo de 6leo estaria associada a
baixa concentracdo do AC no solvente (3,5mg/mL), pois esta ainda permanecia abaixo da
concentragcdo na qual foi obtido o clavulanato de potéssio com elevada pureza, ou seja, de 5,1
mg/mL, para o ensaio 4A anteriormente realizado (a partir da amostra com Clavulin®).

No terceiro ensaio realizado (3C), partindo-se de uma concentragao inicial de AC
no caldo em torno de 466,7mg/L, ocorreu finalmente a forma¢do de um precipitado marrom

escuro, que através da analise do espectro de RMN-'H (Figura 5.4.4), foi possivel a

73



Resultados e Discussoes

identificacdo dos sinais caracteristicos do AC, porém juntamente com a presenca muitos

outros sinais de impurezas.
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Figura 5.4.4 - Espectro de RMN-'H do clavulanato de potéssio precipitado, obtido no ensaio

3C - caldo de fermentagao.

Ainda pode-se observar pelo espectro da Figura 5.4.4, que a intensidade dos sinais

obtidos para as impurezas ¢ maior do que a para os sinais de AC identificados. Isso significa

que ¢ muito grande a quantidade de impurezas que precipitaram juntamente com o

clavulanato.

7

E preciso salientar de que ocorreu uma certa purificagao do caldo, porém nao na

intensidade esperada. Pode-se verificar a purificagdo efetuada pelo emprego da etapa de

extragdo com acetato de etila seguida pela etapa de precipitacdo, quando se compara o

espectro de RMN-'H obtido acima (Figura 5.4.4) com o espectro obtido para o mesmo caldo

de fermentacao que sofreu apenas a micro e ultrafiltracao (Figura 5.4.5).
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Figura 5.4.5 - Espectro de RMN-'H obtido para o caldo de fermentagio apés a ultrafiltragéo.

Pela andlise do espectro da Figura 5.4.5 foi possivel verificar uma grande
quantidade de sinais de grande intensidade, provenientes das muitas impurezas que ainda se
encontravam presentes apos a etapa de ultrafiltragdo do caldo de fermentagdo. Assim
concluiu-se que a metodologia empregada era adequada para ser utilizada na purifica¢do do
AC do caldo, mas que ainda era necessario melhorar as etapas de purificagdo que antecedem a
de precipitacdo, propiciando que o clavulanato de potéssio precipitado estivesse com uma
pureza elevada, ou seja, apropriado para ser diretamente empregado na fabricagdo do

medicamento.

5.4.3.2 Precipitacio do clavulanato de potassio com a passagem por um
intermediario estavel

Visando melhorar as etapas de purificacdo que antecedem a etapa de precipitagdo
para o caldo de fermentacdo, e também conferir ao AC maior estabilidade em sua
manipulagdo, diminuindo assim a sua degradacao durante essas etapas, foi selecionada, dentre

outras aminas descritas em um grande nimero de patentes, a t-octilamina.
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A selecdo da reagdo de precipitagdo do AC com a t-octilamina baseou-se na
vantagem proporcionada pela formagao um intermediario de alta estabilidade (sal de amina do
acido clavulanico), possibilitando seu isolamento e sua posterior conversdao em clavulanato de
potassio (etapa final), com uma pureza muito elevada. Quando comparada a outras aminas, a
t-octilamina apresenta além da formagao de um intermediario ndo higroscépico, a vantagem
de ndo gerar intermediarios toxicos durante a reacdo de precipitagdo (YANG et al., 1994).
Estes sdo muito dificeis de serem posteriormente separados do clavulanato de potassio,
inviabilizando dessa maneira, a utilizagdo destas reacdes para fins farmacéuticos.

Na Tabela 5.4.3 estdo mostrados os resultados obtidos para as reagdes preliminares
de precipitacdo do AC com a t-octilamina. Para os precipitados obtidos foram analisados a
presenca de incrustagdo nas paredes do recipiente utilizado, a coloragdo dos mesmos, 0
rendimento (Y) e a presenga do sal de amina do AC através de uma das técnicas, CCD ou

RMN-'H.

Tabela 5.4.3 — Resultados obtidos para os ensaios preliminares da reagao de precipitacdo do
sal de amina do AC.

Experimentos Presenca do sal ~ Técnica 0 ~
Origem da mostra | de amina do AC Coloe utilizada M) | g
1T- clav/celulose Sim Branca CCD 33,1 Nao
Sim Branca | RMN-'H | 84,7 Nio

2T- clav/celulose

Foi observado que ndo houve a formacdo de incrustacio em nenhum dos dois
ensaios realizados. O precipitado obtido era cristalino e possuia a coloragdo branca em ambos
0s experimentos.

Para o ensaio 1T foi obtido um baixo rendimento de 33,1%. Apos término do
ensaio, descobriu-se que a quantidade de amina adicionada (0,15mL) ndo era suficiente para
garantir a relacdo estequiométrica 1:1 (de AC para Amina), o que provavelmente levou a um
baixo rendimento por falta de reagente. O ideal seria ter sido adicionado um volume de amina
de 0,24mL. A andlise realizada por CCD mostrou que havia AC no precipitado obtido. Para
comprovar se que realmente houve falta de reagente foi realizado o ensaio 2T agora com o
volume adequado para que ocorresse toda a reagdo de AC presente no solvente organico com
a t-octilamina.

No ensaio 2T foi obtido um rendimento elevado de 84,7% para esta etapa, que foi

calculado através da estequiometria para a reacdo do AC com a t-octilamina e considerando
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que apenas 45% da massa inicial de AC migrou para o solvente organico, na etapa de extra¢dao
(pela Tabela 5.2.1 mostrada anteriormente).

O precipitado foi analisado por RMN-'H (Figura 5.4.6) e o espectro obtido
confirmou a presenca do sal de amina do AC, sem a presenca de produtos de degradacdo

(amino cetona), que estava presente na amostra utilizada (clavulanato/celulose).
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Figura 5.4.6 - Espectro de RMN-'H obtido para a reagio do AC com a t-octilamina, obtido no
ensaio 2T — clav/celulose.

O resultado obtido para o ensaio 2T foi muito animador, pois além do rendimento
elevado, os cristais formados apresentaram uma estabilidade muito grande e baixa higroscopia
quando comparados aos cristais de clavulanato de potdssio. Uma amostra do precipitado
obtido e uma amostra do clavulanato de potédssio (amostra clav/celulose), foram deixadas
sobre a bancada por um periodo de 24horas, a temperatura ambiente, e depois foram
analisadas e fotografadas com ampliacdo de 1000X no microscépio 6ptico (Olympus modelo
BX60) instalado no Laboratério de Controle Ambiental 1 do DEQ (UFSCar).

Na Figura 5.4.7 pdde-se observar que o precipitado da reagdo com a t-octilamina
apos transcorridas as 24 horas continuava estavel e cristalino. Os cristais possuiam a forma de
plaquetas, e em alguns casos as plaquetas se agrupavam de tal maneira formando rosetas (a

direita da Figura 5.4.7).

77



Resultados e Discussoes

Figura 5.4.7 — Cristais do sal de amina do AC, obtidos na reagdo de precipitagdo do AC com a
t-octilamina. Na foto a direita uma roseta formada por varias plaquetas unidas.

Para a amostra clavulanato/celulose apds 24 horas, houve a formagao de goticulas
de o6leo, indicando que o clavulanato de potassio mesmo com a presenca da celulose, absorveu
agua da atmosfera e se transformou em 4cido clavulanico. Na Figura 5.4.8 estdo mostradas as

fotos obtidas.

Figura 5.4.8 — Goticulas de 6leo formadas ap6s 24 horas de exposicdo da amostra
clavulanato/celulose a temperatura ambiente.

Os cristais de sal de amina do AC formados ainda permaneceram expostos a
temperatura ambiente por cerca de um més apds transcorrida essa andlise e continuaram

estaveis, sendo descartados sem que nenhuma mudanga fosse observada neste periodo.

O sal de amina do AC, formado na reagdo anterior (t-octilamina com o AC), foi

posteriormente reagido com o 2-etil para a precipitacdo do clavulanato de potassio. Foi obtido
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nesta etapa um rendimento de 74,6%. A analise em RMN-'H (Figura 5.4.9) confirmou a
presenca de AC no precipitado. A pureza obtida do clavulanato de potassio foi elevada,

confirmando que a reacdo ¢ adequada para ser utilizada como a etapa final do processo de

purificagdo do AC.
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Figura 5.4.9 - Espectro de RMN-'H obtido para a reacio do sal de AC com o 2-etil, com a
precipitacdo do clavulanato de potassio a partir do ensaio 2T (clav/celulose).

Através dos ensaios preliminares realizados para a precipitacdo do AC em
clavulanato de potéssio verificou-se a existéncia de muitas vantagens no emprego da etapa de
precipitacao ser a etapa final do processo de purificagdo do AC proveniente do caldo de
fermentacao, tais como:

e A obtenc¢do de um produto, que apo6s filtragdo estd pronto para entrar na fabricagdo
do medicamento;

e Nao ha necessidade de liofilizagdo, nem evaporagdo de solvente, ndo permitindo
desta maneira, que haja a degradacdo do produto final ja com pureza adequada;

e (Garantia de qualidade do produto final;
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e Economia de energia quando comparada as técnicas que requerem liofilizagdo ou

evaporacdo de solventes.

5.5 Otimizag¢do das reacgdes de precipitagio

Pelos ensaios preliminares realizados para as reagdes de precipitacdo, foi
observado que existia a necessidade de se estudar em maiores detalhes as variaveis que
influenciaram estas reagdes, visando obter o clavulanato de potassio precipitado a partir do
caldo de fermentagdo com elevado rendimento e pureza.

Para a realizagdo desse estudo foi selecionado o planejamento fatorial. A
metodologia do planejamento fatorial, associada a analise de superficies de respostas, ¢ uma
ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informagdes seguras sobre o
processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro (BOX et al.,
1978 apud RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Desse modo partiu-se do AC proveniente do medicamento Clavulin®, (pelas
vantagens ja apresentadas, tais como a garantia de reprodutibilidade dos resultados, a
disponibilidade do AC e ainda um baixo custo para a realizagdo dos ensaios) apos a etapa de
extracdo com acetato de etila (devido a sua seletividade e da baixa solubilidade da dgua neste

solvente).

5.5.1 Reacio direta de precipitacio do AC (Ry)

Na Tabela 5.5.1 estdo os resultados obtidos para o rendimento (Y) através reacdo
direta do AC com o 2-etilexanoato de potassio (Ry), a presenga ou ndo de incrustagdo nas
paredes ou fundo do reator e na hélice do agitador (Incr.) e o estado da solugdo-mae apds
filtracdo em filtros de papel (Sol.-mae). Foi utilizado um esquema de um fatorial fracionado
24'1, incluindo 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios para avaliacdo das varidveis;
temperatura (Temp.), concentragdo de AC (Conc. de AC), concentragdo de 2-etil (Conc. de 2-

etil) e vazdo de adicao do 2-etil (vazdo de 2-etil).
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Tabela 5.5.1 — Valores codificados e reais das varidveis de estudo e resposta em termos do
rendimento (Y).

o Temp | Conc.de AC | Conc.de2- | Vazio de 2-etil Y o Solrie
(°C) (mg/ml) etil (molar) | (gota/min)
1 -1(8) -1(5) -1(0,5) 1(0,5) | 30,00 | Sim Turva
2 1(22) -1(5) -1(0,5) 1(1) 27,62 | Nao Turva
3 -1(8) 1(25) -1 (0,5) 1(1) 46,87 | Pouco | Limpida
4 1(22) 1(25) -1(0,5) 1(0,5) | 11,15 | Simmuito | Limpida
5% -1(8) 1(5) 1) 1(1) 0,00 Oleo -
6 1(22) 1(5) 1) 1(0,5) | 46,69 | Simmuito | Limpida
7 1(8) 1 (25) 1) 1(0,5) | 4623 | Simmuito | Limpida
8 1(22) 1(25) 1) 1(1) 3244 | sim Turva
9 0(15) 0(15) 0 (1,25) 0(0,75) | 37,88 | Sim Turva
10 0(15) 0(15) 0 (1,25) 0(0,75) | 35,75 | Simmuito | Limpida
11 0 (15) 0 (15) 0 (1,25) 0(0,75) | 37,10 | Simmuito | Limpida

* este ensaio foi repetido por trés vezes, resultando sempre em 6leo.

Observando a Tabela 5.5.1 podemos notar que na maioria dos ensaios ocorreu a
incrustacao, e que para alguns pontos esta ainda ¢ mais severa. Quando se tenta retirar com
uma espatula a incrustacdo formada nas paredes do reator, por exemplo, o simples atrito com
os cristais ¢ suficiente para fazer que retornem a forma de 6leo, perdendo-se assim o produto
final desejado, que seria o AC na sua forma de sal, (mais especificamente o clavulanato de
potassio), e inviabilizando desta maneira a utilizagdo deste composto no medicamento. Ainda
nesses casos, existe a possibilidade de perda total do produto que voltou ao estado de 6leo,
uma vez que este para ser reaproveitado, tera que ser novamente diluido em agua e refeito
todo o processo anterior gerando muitas perdas, tanto de ordem econdmica, pois significa
gastos de energia, quanto de tempo, favorecendo a degradacdao do AC. Nao se pode esquecer
ainda, que a 4dgua exerce uma influéncia muito grande nas reagdes de precipitagdo e que a
presenca de apenas algumas gotas desta dentro do reator poderia inviabilizar toda a reagdo de
precipitagdo. Disto decorre a dificuldade de se reaproveitar o AC que se tornou 6leo durante a
precipitacao.

Pretende-se demonstrar com isso, que os pontos desejaveis sdo aqueles em que o
rendimento seja elevado, mas com o minimo de incrustagdo possivel, que ndo haja a formagao

de dleo e ainda que a solucdo apos filtragdo esteja limpida. Uma solugdo turva, na qual ndo ha
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decantacdo, mostra a formag¢ao de uma solugdo coloidal, na qual a supersaturagdo foi elevada,
propiciando uma nucleacao muito rapida e a formagao de muitos nucleos de cristais, mas de
tamanhos muito pequenos, que sdo instaveis e que também ndo servem para serem utilizados
no medicamento como produto final, pois se tornariam 6leo se essa solugdo coloidal fosse
filtrada em poros muito menores.

Assim, pela Tabela 5.5.1, dentre todos os ensaios, o de nimero 3 € o que melhor
preenche os quesitos desejados para esta etapa de precipitagdo. O seu rendimento foi 0 maior
obtido (46,87%) e quando comparado com os ensaios 6 e 7 (46,69 e 46,23% respectivamente)
que também apresentaram um rendimento semelhante, possui a vantagem de gerar um
produto com menor incrustagdo do que esses ultimos.

A Tabela 5.5.2 apresenta os efeitos dos fatores sobre o rendimento.

Tabela 5.5.2 — Estimativa dos efeitos para o rendimento (%) de clavulanato de potassio.

Erro Lim. de Lim.de

Efeito Padr3 t(6) p Conf. Conf.

actao -90% 90%

Média 31,98 5,45 5,87 | 0,0011 21,39 42,56

Temp. (°C) -1,30 12,77 | -0,10 | 0,9223 -26,12 23,52
Conc. de AC (mg/ml) 8,10 12,77 | 0,63 | 0,5496 -16,73 32,92
Conc. de 2-etil (molar) 2,43 12,77 0,19 | 0,8554 -22,39 27,25
Vazio de 2-etil (gota/minuto) | -6,79 12,77 | -0,53 | 0,6144 -31,61 18,04

Embora os resultados ndo apresentem variaveis estatisticamente significativas
(Tabela 5.5.2), e o valor do erro padrdo seja maior do que os valores dos efeitos, um olhar
mais atento nos mostra que o processo esta sob controle, pois os valores encontrados para os
pontos centrais estdo proximos, significando que o erro puro ¢ muito baixo (£ 0,88).
Entretanto no ensaio 5 foi obtido um rendimento de 0,0 %, e isto com certeza prejudicou a
analise estatistica levando conseqiientemente a um erro padrao elevado, conforme encontrado.
Contudo considera-se que o delineamento utilizado foi de grande utilidade para se conhecer
realmente algumas condi¢gdes onde a reagdo ndo ocorre da maneira desejada, condigdes até
entdo desconhecidas. Mesmo nao sendo estatisticamente significativos os efeitos das variaveis
analisadas, nota-se que estas estdo influindo na estabilidade da reacdo estudada e por esse
motivo decidiu-se continuar os estudos utilizando agora um DCCR.

Analisando os efeitos das quatro varidveis e cruzando com as observacgdes sobre a
incrustacdo e o estado da solugdo-mae apos filtragdo (Tabela 5.5.1), foi realizado um

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para trés variaveis, (2%, incluindo 3
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pontos centrais e seis pontos axiais), fixando apenas a temperatura em 22°C. Os valores das
variaveis do ponto central basearam-se nas condigdes anteriores utilizadas para o ensaio 3,
exceto para a variavel vazdo, sendo esta alterada para um valor menor, passando de 1 para
0,75 gota /minuto, na tentativa de promover um incremento no rendimento, uma vez que dois
ensaios (6 e 7) apresentaram rendimentos em torno de 46% para baixas vazdes de 2-etil
(0,5gota/min).

Na Tabela 5.5.3 estdo os resultados obtidos para reacdo direta do AC com o 2-
etilexanoato de potassio, utilizando um DCCR para trés varidveis. Ainda foi observado para
0s ensaios a presenga ou ndo de incrustagdo (nas paredes ou fundo do reator e na hélice do

agitador) e o estado da solugdo-mae apos filtragdo em filtros de papel (turva ou limpida).

Tabela 5.5.3 — Valores codificados e reais das variaveis de estudo e resposta em termos do

rendimento.

ERses A(cjo(?z;ril) St(l)ln (Cﬁiii)?a%) V(gf,?;ifni%ﬂ LA e
1 -1(15) -1(0,3) -1(0,5) 73,89 Sim Limpida
2 1 (35) -1(0,3) -1(0,5) 0,00 Oleo -

3 -1(15) 1(0,7) -1 (0,5) 0,00 Oleo -
4 1.(35) 1(0,7) -1 (0,5) 0,00 Oleo ]
5% -1 (15) -1(0,3) 1(1) 75,83 Sim Limpida
6* 1(35) -1(0,3) 1(1) 0,00 Oleo -
7 -1 (15) 1(0,7) 1(1) 58,59 Sim muita | Limpida
8 1(35) 1(0,7) 1(1) 0,00 Oleo _
9 ~1,68 (8,2) 0(0,5) 0 (0,75) 57,70 | Sim muita | Limpida
10 1,68 (41,8) 0(0,5) 0 (0,75) 0,00 Oleo _
11 0 (25) _1,68 (0,16) 0 (0,75) 16,92 | Simmuita | Limpida
12 0 (25) 1,68 (0,84) 0 (0,75) 16,83 | Sim muita | Limpida
13 0 (25) 0(0,5) 71,68 (0,33) 0,00 Oleo -
14 0 (25) 0 (0,5) 1,68 (1,17) 51,40 | Sim muita | Limpida
15 0 (25) 0 (0,5) 0 (0,75) 0,00 Oleo -
16 0 (25) 0 (0,5) 0 (0,75) 0,00 Oleo ]
17 0 (25) 0(0,5) 0 (0,75) 0,00 Oleo _

*Os ensaios 5 e 6 foram realizados em duplicata. Para o ensaio 5 o valor do rendimento
mostrado na tabela acima ja ¢ a média dos dois ensaios utilizados.

Pelos resultados obtidos na Tabela 5.5.3 ¢ relevante citar que a alteracdo da vazao

de 1 para 0,75 gota/minuto, (do ensaio 3 da Tabela 5.5.1), utilizada para os pontos centrais da
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Tabela 5.5.3 provocou a instabilidade da reacdo levando a formagao de 6leo. Isto nos mostra
que pequenas alteracdes nas condi¢des estudadas podem provocar a instabilidade dessa reacao
de precipitagdo. Para a vazao, a faixa de estudos ficou muito limitada e dessa maneira pdde-se
observar que ¢ muito pequena a faixa de operagdo que satisfaz as condi¢des necessarias para
uma boa precipitagdo (sem incrustacao e alto rendimento) para esta reacao direta do AC com
o 2-etil.

Na Figura 5.5.1 estdo mostradas fotos que foram tiradas do reator encamisado para

0s ensaios nos quais a reacao de precipitagdo ndo ocorreu da maneira desejada.

Figura 5.5.1 — Reacdo direta com o 2-etilexanoato de potassio: (a) Formagao de dleo; (b);
Formacao de incrustagao.

Ainda pela Tabela 5.5.3, notamos que agora as solugdes coloidais ndo foram
formadas, pois as solu¢des-maes encontram-se limpidas apds a filtragdo, indicando que a
diminuicdo na concentra¢do do 2-etilexanoato de potassio foi significativa para a diminui¢ao
da supersaturagdo nestas reacdes. Entretanto a incrustagdo continuou presente nos ensaios em
que houve a formagao do precipitado.

Os melhores valores para o rendimento ocorreram para os ensaios 1 e 5, ambos no
nivel de menor concentracdo de AC (15mg/mL) e de 2-etilexanoato de potéssio (0,3 molar).

Na Tabela 5.5.4 estdo apresentados os efeitos dos fatores estudados sobre o
rendimento (Y) da reacdo de precipitacao.

E importante salientar que as variaveis estatisticamente significativas (p < 0,1)

foram a concentracdo de AC e a vazdo do 2-etil, conforme se suspeitava quando foi realizado
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o planejamento anterior, entretanto 14, o ensaio 5 (6leo) prejudicou a analise da influéncia das

variaveis.

Tabela 5.5.4 — Coeficientes de regressdo para o rendimento de clavulanato de potassio.

r(e;;reefés(;) P]jggo t(7) p-valor L(lir;ln(g.e L(ljn;ﬁge

-90% 90%

Média -0,05 7,82 -0,01 | 0,9950 -14,87 14,77
x1 (L) -22,36 3,67 -6,09 | 0,0005 -29,32 -15,40
x1 (Q) 10,37 4,04 2,57 | 0,0372 2,71 18,03
x2 (L) -6,68 3,67 -1,82 | 0,1116 -13,64 0,28
x2 (Q) 6,14 4,04 1,52 | 0,1726 -1,52 13,80
x3 (L) 10,76 3,67 2,93 | 0,0220 3,80 17,72
x3 (L) 9,26 4,04 2,29 | 0,0558 1,60 16,92
x1.x2 11,39 4,80 2,37 | 0,0494 2,30 20,48
x1.x2 -1,57 4,80 -1,58 | 0,1589 -16,66 1,53
x2.x3 7,08 4,80 1,48 | 0,1836 -2,01 16,17

Através dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de regressao

(Tabela 5.5.4) para o rendimento de clavulanato de potassio (Y), e verificar a validade desse

modelo de Y (%) em funcdo das varidveis estudadas através da analise de variancia

(ANOVA) (Tabela 5.5.5). O coeficiente de determinacao igual a 90,74 % para o rendimento

(Y) foi considerado razoavel para esse tipo de reagao.

Tabela 5.5.5 — ANOVA para o rendimento de clavulanato de potéssio (Y).

. Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
G EEVET quadrados liberdade Médio
Regressao 12639,87 9 1404,43 7,62 < 0,007
Residuos 1289,89 7 184,27
Total 13929,77 16
% variagdo explicada (R*) =90,74% Fo.7.01=2,72
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A equagdo codificada de Y (%) em funcdo dos coeficientes de regressao é:

Y (%) =-0,05 - 22,36 x1+10,37 (x1)*— 6,68x2 + 6,14(x2)* + 10,76 x3 + 9,26 (x3)*+ 11,39
x1.x2 — 7,57 x1.x3 + 7,08x2.x3.

Uma vez que foram muitos os ensaios neste planejamento em que houve a
formacdo de dleo e conseqiiente obtencao de 0,0% de rendimento, foi decidido pela utiliza¢ao
de todos os coeficientes de regressao, e ndo apenas dos estatisticamente significativos (p-valor
<0,10), para elaboragdo do modelo Y (%). Foi considerado que poderia ocorrer de algum
coeficiente ser significativo e ter sido mascarado pelos ensaios em que nao houve a formagao
de clavulanato de potassio e sim do 6leo. Assim optou-se pela inclusdo de todos, do que
correr o risco de deixar alguma variavel importante de fora.

O modelo foi considerado adequado para descrever as superficies de respostas de

Y (%). (Figura 5.5.2), obtidas com a utilizagao do software Statistica 5,6.
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(b)

AR N
Vazao de 2-etil (gota/minuto)

Conc. de AC (mg/ml)

(©)

Letah b

[ 20

0,75

0,5]

Vazao de 2-etil (gota/minuto)

0,33 —
0,16 0,3 0,5 0,7

Conc. de 2-etil (molar)

Figura 5.5.2 — Superficies de respostas e curvas de contorno para Y (%) em funcao: (a) da
concentragdo de 2-etil e de AC; (b) da vazao de 2-etil e da concentragdo de AC; (c) da vazdo e
da concentracao de 2-etil.

Os valores méaximos obtidos para Y(%) correspondem a concentra¢do de acido
clavulanico em 15mg/ml, enquanto que um aumento nessa concentracdo acarretou na
instabilidade da reacdo e conseqiiente formacao de 6leo. Através da analise das superficies de

respostas foi possivel verificar que a faixa de concentracdo estudada para o 2-etilexanoato de

potassio (0,16 - 0,84 molar) favoreceu apenas as baixas concentracdes de AC. Para se
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comprovar essa observacao foram realizados trés experimentos (1, 2 e 3 da Tabela 5.5.6)
variando-se a concentracdo em niveis intermediarios do ensaio 5 onde se obteve Y= 75 % ao
ensaio 6 com Y= 0 % (6leo).

Observou-se que para as concentracdes intermediarias estudadas a reacdo nao
ocorreu de forma satisfatoria resultando na formacdo de 6leo. Isto nos permite ter uma idéia
de quanto sdo estreitos os intervalos nos quais a reagao ocorre de maneira desejada,
dificultando desta forma a utilizacao deste tipo de reagdo em escala industrial.

Verificou-se ainda, que quando a concentragdo de um dos fatores, (AC ou 2-etil), ¢
elevada, ocorre a turbidez da solugdo e conseqiiente nucleagdo ja na adicdo da primeira gota
de 2-etilexanoato, mostrando que o sistema ja esta supersaturado. Uma grande supersaturagao
inicial pode fazer com que haja instabilidade na reagdo levando a formagao de 6leo logo nos

primeiros minutos de adi¢do, causando a perda do produto desejado.

Tabela 5.5.6 - Valores utilizados variando-se a concentragao de AC. Os ensaios 5 ¢ 6
pertencem ao planejamento fatorial descrito anteriormente e encontram-se representados
apenas para efeitos de observacao.

Ensai Conc. de AC Conc.de 2-etil Vazao de 2- Y (%) I
nsalos (mg/ml) (molar) etil(gota/minuto) k net.
Ensaio5 15 0,3 1 75,83 Sim
1 20 0,3 1 0,00 Oleo
2 25 0,3 1 0,00 Oleo
3 30 0,3 1 0,00 Oleo
Ensaio6 35 0,3 1 0,00 Oleo

Para a vazdo de adi¢do do 2-etil, a andlise das superficies de respostas (Figura
5.5.2- b) demonstrou que quando a concentragdo do AC ¢ baixa, (inferior a 25mg/ml) sao
preferiveis vazdes de adigdo do 2-etilexanoato mais elevadas (acima de 0,75 gota/minuto).
Em relacdo a vazdo e a concentragdo de 2-etilexanoato, a Figura 5.5.2 (¢) mostra que as

melhores condigdes estdo situadas nas bordas da parabola que possui um ponto de minimo.

Embora muitos ensaios tenham resultado em oleo e, portanto, com rendimento
igual a zero, este delineamento foi muito importante para se verificar a influéncia das
variaveis presentes no processo, dando idéia de quanto a reacdo direta do acido clavulanico
com o 2-etilexanoato de potéssio € complexa e de dificil execugdo em termos industriais, para

que o precipitado, na forma de clavulanato de potassio, seja obtido em condigdes satisfatorias.
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Pelo planejamento desenvolvido verificou-se que pequenas perturbagdes podem
causar a instabilidade na reag¢do levando a formacao de 6leo e conseqiiente perda do produto
desejado, bem como a incrustacdo sempre presente em maior ou em menor grau. Por essas
razdes foi decidido optar-se por uma reacdo de precipitacdo, através da passagem por um
intermediario estavel que possibilitasse uma maior estabilidade da reagdo e conseqliente
ampliacao das faixas operacionais, ¢ preferencialmente na qual nao houvesse incrustacao, ou
que essa fosse minima.

Entretanto, a passagem por intermediario estavel deveria atender ainda mais alguns
quesitos além dos ja mencionados; nao gerar intermediarios toéxicos ou higroscopicos e se
possivel ainda promover uma boa purificacdo para o caldo de fermentagcdo. Nesse sentido os
bons resultados preliminares encontrados para a reagdo do AC com a t-octilamina
contribuiram para que essa reagdo indireta (R;) fosse escolhida para ser melhor avaliada e se

possivel otimizada, através do emprego de um planejamento fatorial completo.

5.5.1.1 Ensaios para o caldo de fermentacao

Depois de concluido o planejamento fatorial, foi realizado um experimento para o
caldo de fermentagao, utilizando as mesmas condi¢des do ensaio 1 (DCCR), pois esse ensaio
apresentou uma das melhores respostas para o rendimento (73,89%) e ainda pouca
incrustacao.

O rendimento obtido nessa etapa para o caldo foi de 69,53%. O rendimento global,
ou seja, em relacdo a quantidade inicial do AC presente no caldo foi de 31,29%. Entretanto, ¢
preciso salientar que a etapa de extracdo com solvente (incluida juntamente com a de
precipitacdo no rendimento global), apresenta rendimento maximo de apenas 45% de toda
massa de AC que ai estava presente, sendo desta forma a grande responsavel pelo baixo
rendimento global observado.

A analise de RMN (Figura 5.5.3) mostrou a presen¢a de clavulanato de potéssio
juntamente com a de outras substancias (impurezas) em pequena quantidade, presentes no
precipitado. Acredita-se que algumas impurezas ainda presentes no caldo de fermentagdo
possam ter interferido na reacao de precipitagao do clavulanato de potéssio.

Entretanto, cabe ressaltar que foi realizado um experimento de precipita¢do para o
caldo de fermentacdo anterior ao planejamento fatorial (ensaios preliminares). Esse
experimento apresentou um rendimento muito baixo e pela analise de RMN realizada (Figura
5.4.4, exibida anteriormente) foi possivel verificar que a intensidades dos sinais de

hidrogénios para o 4cido clavulanico ¢ menor do que a intensidade dos sinais referentes as
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fermentagdo em ensaio sem a utilizagdo o planejamento fatorial.

impurezas presentes, ou seja, a quantidade de acido clavulanico que precipitou foi inferior a
quantidade de impurezas presentes. Isso sugere que as condi¢cdes em que foi realizado esse
experimento estavam longe das condi¢cdes desejadas para o mesmo, favorecendo a
concorréncia de outras substincias presentes no caldo de fermentagdo frente a reacdo de

precipita¢do para o acido clavulanico. A Figura 5.4.4 foi novamente apresentada no intuito de
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Como se observa, a partir dos dois espectros de RMN-'H, o espectro apresentado
na Figura 5.5.3, representa uma amostra mais pura de clavulanato de potassio em relagdao ao
espectro seguinte (Figura 5.4.4), na qual o clavulanato havia sido precipitado a partir do
caldo, sem realiza¢do de planejamentos experimentais. Com a utilizagdo do planejamento foi
possivel favorecer a reacdo de precipitagio para o acido clavulanico frente as outras
impurezas ainda presentes no caldo de fermentacdo, gerando melhores condi¢des para que a
reagao de precipitagdo do AC ocorresse.

Ainda foi observado aglomeragdo do precipitado formado, ainda na solugdo-mae e
a coloragdo marrom, muito diferente da coloracdo anteriormente observada (de um branco
levemente amarelado), para os ensaios realizados no planejamento fatorial. Acredita-se que
essa diferenca na coloragdo esteja associada as impurezas e pigmentos que ainda estivessem
presentes no solvente organico, ou seja, na fase que antecede a reagdo de precipitagdo, pois no
espectro de RMN (Figura 5.5.3) foram observados sinais de hidrogénios de impurezas. Sabe-
se que mesmo infimas quantidades de impurezas podem alterar a coloracdo na formagao dos
cristais.

A forma dos cristais obtidos na reagdo de precipitagdo do AC com o 2-etil para o
caldo de fermentagdo foi verificada a partir de fotos de microscopia eletronica. Entretanto
essa amostra estava misturada a celulose microcristalina (para retardar sua degradagdo), que
poderia vir a ser confundida com os cristais de clavulanato, uma vez que a celulose
microcristalina também pode apresentar cristais na forma de agulha, porém cerca de 100
vezes maiores do que os cristais de clavulanato de potéssio. Nesse sentido a utilizagdo do
sistema BSE (que apresenta a imagem por diferenga de peso atdmico) foi de grande ajuda,
pois foi verificado que os cristais de celulose ndo se destacavam neste sistema, ficando
escuros e opacos, proporcionando dessa forma um contraste muito grande com os cristais de
clavulanato que apareciam como de um branco cintilante, devido a presenca do dtomo de
potassio em sua estrutura. Pequenas impurezas que podem ser encontradas devido ao processo
de polimento do porta amostra e mesmo pequenos pedagos de celulose resultantes do filtro de
papel utilizado, que poderiam confundir-se com a amostra devido ao pequeno tamanho dos
cristais de clavulanato de potdssio, tornam-se opacas com o uso do BSE e portanto sdao
facilmente diferenciadas dos cristais desejados.

A Figura 5.5.4 ilustra o que foi discutido acima, comparando-se para a mesma
amostra as fotomicrografias obtidas em MEV quando se utiliza o sistema SE (comumente
utilizado, que fornece a imagem topografica da amostra) e o sistema BSE. A ampliacao

utilizada foi de 100X.
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SiAccy SpotMagn Det WD Exp —————— 200 um AccV  SpotMagn  Det WD Exp ————— 200 ym
0kv40 100x SE 98 0  UFSCar- DEMa- LCE - FEG 3 100kv 40 100« BSE 99 0 UFSCar- DEMa- LCE - FEG

T,
i E

) S £i _ (b) :
Figura 5.5.4 — Fotomicrografias obtidas com amplia¢do de 100X para: (a) Sistema SE; (b)
Sistema BSE.

Na Figura 5.5.4 (b) pdde-se perceber nitidamente que os cristais de AC
(cintilantes) estdo agrupados exclusivamente em volta das aglomeracdes de celulose (opacos)
0 que ndo se encontra tdo bem definido para a mesma Figura em (a).

As Figuras 5.5.5. ¢ 5.5.6 ¢ 5.5.7 foram obtidas da mesma amostra, utilizando-se o

sistema BSE nas ampliacdes de 300X, 1000X e 10000X respectivamente.

AccY Spot Magn Det WD Exp F—————————— 100 m
200KV 4.0 300x  BSE 11.1 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

- - - ¥ o
4 - 1 i s 5

Figura 5.5.5 — Fotomicrografia obtida com amplia¢do de 300X, utilizando o sistema BSE,
para a amostra precipitada do caldo de fermentacgao.
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AccV SpotMagn Det WD Exp F———— 20um
20.0kV 4.0 1000x BSE 11.0 1 UFSCar- DEMa - LCE - FEG
-

Figura 5.5.6 — Fotomicrografia obtida com ampliacao de 1000X, utilizando o sistema BSE,
para a amostra precipitada do caldo de fermentacao.

AccV Spot Magn Det WD Exp 1 2mm
200kv 4.0 10000x BSE 11.0 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 5.5.7 — Fotomicrografia obtida com ampliacdo de 10000X, utilizando o sistema BSE,
para a amostra precipitada do caldo de fermentacgao.

Pelas Figuras 5.5.6 a 5.5.7 observou-se que os cristais do clavulanato de potassio
precipitados a partir do caldo de fermentagdo possuiam a forma de agulhas, muito pequenas e
finas, em concordancia com o descrito pelas patentes Butterly et al. (1997) e Butterly et al.

(2002).
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5.5.2 - Reacao indireta com a passagem por um intermediario estavel —

reacao do AC com a t-octilamina (R,).

Na Tabela 5.5.7 estdo os resultados obtidos para reagdo do AC com a t-octilamina,

utilizando um DCCR, totalizando 17 ensaios realizados, para trés varidveis estudadas:

temperatura (Temp.), concentracdo de acido clavulanico (Conc. de AC) e vazdo da amina

adicionada (Vazao de amina).

Tabela 5.5.7 — Valores codificados e reais das variaveis de estudo e resposta em termos do

rendimento de sal de amina do acido clavulanico (Y).

Ensaios Temp. (°C) Co(lg'g;iril?c Va(z:(())t;l;nz;trllq)ina Y (%)
1 -1 (10) -1(10) -1 (0,5) 94,49
2 1 (20) -1 (10) -1(0,5) 84,45
3 -1 (10) 1 (20) -1 (0,5) 76,69
4 1(20) 1 (20) -1 (0,5) 59,07
5 -1(10) -1 (10) 1(1) 81,32
6 1(20) -1(10) 1(1) 89,25
7 -1 (10) 1 (20) 1(1) 73,81
8 1 (20) 1 (20) 1(1) 76,43
9 -1,68 (6,6) 0 (15) 0 (0,75) 84,38
10 1,68 (23,4) 0 (15) 0(0,75) 80,50
11 0 (15) -1,68 (6,6) 0(0,75) 93,57
12 0 (15) 1,68 (23.,4) 0(0,75) 69,52
13 0 (15) 0(15) -1,68 (0,33) 67,30
14 0 (15) 0(15) 1,68 (1,17) 60,90
15 0 (15) 0(15) 0(0,75) 71,55
16 0 (15) 0(15) 0(0,75) 72,63
17 0 (15) 0(15) 0(0,75) 69,53

E importante ressaltar que para essas reacdes ndo houve a presenca de incrustagao

e nem a formagao de solucdes coloidais. Os rendimentos para o sal de amina do AC obtidos

foram elevados, quando comparados aos obtidos pela rea¢do direta com o 2-etilexanoato de

potassio (Ry).
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Para as reagdes com a t-octilamina nao houve a formacdo de 6leo em nenhum
ensaio estudado, mostrando dessa forma que a reacdo de precipitacdo R; encontra-se mais
estavel do que a reacdo estudada anteriormente (Ry).

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressdao de

um modelo de 2% ordem para as variaveis codificadas (Tabela 5.5.8).

Tabela 5.5.8 — Coeficientes de regressdo para o rendimento de sal de amina do AC.

rggf(is(;i P];:cli;go t(7) | p-valor L(lir;ln(g.e L(ljtz)lng )
-90% 90%
Média 71,03 1,76 40,32 | <0,0001 67,70 74,37
x1 (L) -1,73 0,83 -2,09 | 0,0747 -3,30 -0,16
x1(Q) 4,65 0,91 511 | 0,0014 2,93 6,38
x2 (L) -7,61 0,83 -9,20 | 0,0000 -9,18 -6,05
x2 (Q) 4,34 0,91 4,76 | 0,0021 2,61 6,06
x3(L) -0,34 0,83 -0,41 | 0,6930 -1,91 1,23
x3 (Q) -1,83 0,91 -2,01 | 0,0846 -3,55 -0,10
x1.x2 -1,61 1,08 -1,49 | 0,1798 -3,66 0,44
x1.x3 4,78 1,08 442 | 0,0031 2,73 6,82
x2.x3 2,86 1,08 2,64 | 0,0333 0,81 4,90

O modelo com os valores codificados que representam o rendimento (Y) obtido de
sal de amina do 4cido clavulanico, foi elaborado utilizando-se os pardmetros estatisticamente
significativos, ou seja, com p-valores menores que 10% (p <0,1).

Os parametros estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e
adicionados aos residuos. O coeficiente de determinagdo igual a 94,89 % foi considerado

muito bom para este tipo de processo.

Y (%) =71,03 -1,73 x1 + 4,65 (x1)* - 7,61 x2 + 4,34 (x2)* - 1,83 (x3)* + 4,78 x1.x3 +
2,86 x2.x3

A ANOVA para o rendimento obtido do sal de amina do AC, considerando
somente os termos estatisticamente significativos, estad apresentada na Tabela 5.5.9. O Fg, €
adequado (p<0,0001) para descrever os dados e construir as superficies de resposta gerada

pelo modelo.
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Tabela 5.5.9 — ANOVA para o rendimento de sal de amina do AC (Y).

Fonte de variacio Soma dos Graus de Quadrado F _valor
¢ quadrados liberdade Médio G |
Regressao 1628,960 7 232,71 23,86 | 0,00004
Residuos 87,770 9 9,75

Falta de Ajuste 82,845

Erro Puro 4,926

Total 1716,730 16

% variacao explicada (Rz) =94,89% ; F7.9.01=2,51.

A Figura 5.5.8 apresenta os resultados experimentais versus os resultados previstos

pelo modelo ajustado, mostrando uma boa concordancia entre eles.

Valores Previstos

55 60 65 70 75 80 85 920 95 100

Valores Observados

Figura 5.5.8 — Valores experimentais de Y (%) em fungao dos valores previstos pelo modelo
ajustado.

A Tabela 5.5.10 apresenta os valores experimentais do rendimento obtido e dos
valores previstos pelo modelo codificado, que foram validados pela ANOVA, bem como o

desvio relativo de cada ensaio.

96



Resultados e Discussoes

Tabela 5.5.10 — Valores do rendimento (Y) experimental e previsto pelo modelo e desvios

relativos.
Ensaios Y Experimental Y Previsto D@svio
(%) (%) relativo (%)

1 94,49 95,17 -0,72
2 84,45 82,15 2,73

3 76,69 74,23 3,21

4 59,07 61,21 -3,62
5 81,32 79,89 1,76
6 89,25 85,99 3,65

7 73,81 70,39 4,64
8 76,43 76,49 -0,08
9 84,38 87,09 -3,21
10 80,50 81,27 -0,96
11 93,57 96,10 -2,71
12 69,52 70,51 -1,43
13 67,30 65,85 2,15
14 60,90 65,85 -8,13
15 71,55 71,03 0,72
16 72,63 71,03 2,20
17 69,53 71,03 -2,15

A variacdo dos desvios relativos ¢ pequena (inferior a 10%), demonstrando assim
que hé apenas uma diferen¢a minima entre as respostas previstas pelo modelo em relacdo as
obtidas experimentalmente, indicando um bom ajuste.

Através da analise das superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 5.5.9)
geradas pelo modelo, observamos que a regido de maior rendimento esta associada a baixas
concentragdes estudadas de AC. Os valores maximos obtidos para Y (%) foram 94,49 e
93,57% referentes aos niveis -1 e -1,68 que correspondem as concentracdes de 10 e 6,6mg/mL
respectivamente. Embora a vazdo tenha se mostrado estatisticamente significativa seu efeito
no rendimento ¢ muito pequeno quando comparado com a varidvel da concentracdo de AC.
Verificou-se, ainda para a vazao (Figura 5.5.9 - b), que seu efeito ¢ mais observado quando
associado a temperatura, sendo que para as faixas de menor temperatura (6,6 — 10°C) a

melhor vazao esta associada a regido em torno do nivel 1 ao -1,68 (1 a 0,33 gota/minuto), e no
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caso de altas temperaturas, uma vazdo elevada (de 0,75 a 1,17 gota/minuto) ¢ mais

apropriada.

Bl 100
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185
[ 80
B 75
B 70

(b)

Conc. de AC (mg/ml)

Vazao de amina (gota/minuto)

Temp. (°C)
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(©)

Vazéo de amina (gota/minuto)

Conc. de AC (mg/ml)

Figura 5.5.9 — Superficies de resposta e curvas de contornos para Y (%) em fungdo: (a) da
Concentracdo de AC e da Temp.; (b) da Vazado de amina e da Temp.; (c) da Vazdo de amina e
da Concentragdo de AC.

Foi observado que houve uma grande diferenga na rea¢ao de precipitacdo do AC
através da passagem por um intermediario estavel (R; com a t-octilamina), da reagdo direta
(Rp) estudada anteriormente. A reacdo R; encontra-se mais estavel, possibilitando que a
reacdo de precipitacdo ocorra em intervalos maiores e ainda atingindo as metas desejadas, ou
seja, com altos valores de rendimento e sem ocorrer incrustagdo, ou formagao de 6leo. Dessa
maneira, essa reagao encontra-se adequada para utilizagdo em escala industrial.

Verificou-se também, que para esses ensaios, a nucleagdo so tinha inicio depois de
adicionada pelo menos a metade do volume de amina necessario (calculado através da
estequiometria). Isso pode conferir a reagdo estabilidade, pois significa que a supersaturagao
era menor nesse sistema, do que para Ry quando a nucleacao ja ocorria, na maioria das vezes,

com a adi¢do da primeira gota de 2-etilexanoato.

5.5.2.1 Confirmacao experimental das condi¢des otimizadas

No planejamento experimental os ensaios foram realizados com um volume
pequeno (em torno de 10mL), para garantir a ndo interferéncia da amoxicilina nos resultados,
pois esta estd presente no comprimido utilizado juntamente com o 4cido clavulanico em
quantidade 4 vezes superior ao AC. Embora tenha-se desenvolvido um método com 6timos
resultados para se obter o AC puro a partir do comprimido (discutido anteriormente em
maiores detalhes nos topicos 5.5.3 — Precipitagdo do AC com o 2-etilexanoato de potassio —

ensaios preliminares, ¢ 5.5.2 — Extra¢do do acido clavulanico em diferentes solventes),
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verificou-se que para se trabalhar com volumes maiores na etapa de precipitacao (cerca de
50mL) era necessario partir de quantidades iniciais de comprimidos muito superiores as
utilizadas naqueles ensaios. Por exemplo: para se obter uma concentragdo de AC de 20mg/mL
em 50mL de solvente orgadnico ¢ necessario partir de uma quantidade inicial de AC de
aproximadamente 2250mg (que equivale a quantidade de 18 comprimidos), para se realizar
apenas um unico experimento. Na reacao R, na qual a existem valores de concentragdes de sal
de amina do AC superiores a 20mg/mL a quantidade necessaria de comprimidos ¢ bem maior.
Tragos de amoxicilina poderiam ser encontrados se a quantidade de comprimidos aumentasse
muito, pois como verificado o acetato de etila apesar de seletivo para o AC ainda carrega
mesmo que seja um minimo de amoxicilina que quando presente em maior quantidade
poderia estar ai sim interferindo nas reagdes de precipitagao para o AC.

Assim para os ensaios realizados com volume de 50mL foi utilizado o AC
proveniente da amostra clavulanato/celulose. Foram realizados trés ensaios nas mesmas
condigdes empregadas para o ensaio 11 do DCCR.

Os rendimentos encontrados para o sal de amina do AC precipitado, foram de
93,56, 97,51 e 94,89% e a média destes de 95,32% (= 1,64), ligeiramente superior ao
observados para o ensaio 11 (93,57%), validando experimentalmente os resultados obtidos no

planejamento completo.

5.5.2.2 Ensaio para o caldo de fermentacao

Depois de concluido o planejamento fatorial, foi realizado um experimento para o
caldo de fermentagdo, utilizando as mesmas condic¢des do ensaio 11 (DCCR), pois esse ensaio
apresentou uma das melhores respostas para o rendimento (93,57 %).

O rendimento obtido nessa etapa foi de 80,21 %. O espectro de RMN (Figura
5.5.10) mostrou que ndo ha presenca significativa de outras substancias (impurezas), na
amostra analisada. Porém, outras substancias ainda presentes no caldo de fermentacao, como
pigmentos, podem ter interferido em pequena escala na reagao de precipitacdo do sal de amina
do AC, mas sem terem precipitado juntamente com ele. Isto demonstra que a reagdo R; com a
t-octilamina possui maior seletividade quando comparada a Ry (reacdo direta), (pois nessa
ultima uma grande quantidade de impurezas precipitou juntamente com o clavulanato de
potéssio), promovendo uma purificagdo através da formag¢ao do intermediario estavel.

O sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentacdo ainda foi
comparado com o sal de amina obtido no ensaio 11 (a partir do Clavulin®) do planejamento

fatorial (Figura 5.5.11). Observou-se, a partir da comparacao desses dois espectros de RMN-
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'H, que ndo ha entre os dois experimentos diferenca significativa quanto a pureza dos
precipitados obtidos (sal de amina do AC). Dessa maneira pdode-se comprovar a grande
seletividade da reagdo com a t-octilamina para o AC presente no caldo de fermentagdo e a
importancia da utilizagdo do planejamento fatorial para designar as melhores condic¢des, nas

quais essa reagdo de precipitagdo possa ocorrer com elevado rendimento.

Figura 5.5.10— Espectro de RMN -'H do sal de amina do AC precipitado do caldo de
fermentagdo a partir da reacdo do AC com a t-octilamina, utilizando as mesmas condi¢des do
ensaio 11 do planejamento fatorial.
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Figura 5.5.11 — Espectro de RMN -'H do sal de amina do AC precipitado do Clavulin a partir
da reagdo do AC com a t-octilamina para o ensaio 11 do planejamento fatorial.

O sal de amina de AC precipitado do caldo de fermentagdo mostrou-se muito
estavel e nao higroscopico.
A forma dos cristais obtidos nessa reagdo para o caldo de fermentagdo foi

verificada a partir de fotos de microscopia eletronica (Figura 5.5.12).

s A X P =7 e = et g A e ” P :
& AccvV SpotMagn  Det WD Exp ——————— 100 um I dAccY SpotMagn Det WD Exp 1 20um
5.00 KV 4.0 250x  SE 109 1 UFSCar - DEMa- LCE - FEG 15.00 kv 4.0 1000x SE 10.9 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

(a) o (b)

Figura 5.5.12 - Fotomicrografias para o ensaio com o caldo de fermentacdo, obtidas
utilizando-se Sistema SE: (a) com amplia¢ao de 250X; (b) com ampliagdo de 1000X.
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Pela Figura 5.5.12 observou-se que os cristais do sal de amina de AC precipitados
a partir do caldo de fermentacdo apresentavam-se na forma de plaquetas e pouco
aglomerados.

Ainda foi realizada uma comparagdo desses com os cristais de amina obtidos do
caldo de fermentacdo com os obtidos anteriormente no planejamento fatorial a partir do
Clavulin®. As fotomicrografias (Figura 5.5.13) foram obtidas em MEV, utilizando-se uma

ampliagdo de 800X.

p F—— 20um

UFSCar - DEMa - LCE - FEG

20 pm
UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 5.5.13 — Fotomicrografias para o ensaio 11 (DCCR) obtidas utilizando-se Sistema SE
com ampliagdo de 800X.

Observando a Figura 5.5.13 nota-se que os cristais de sal de amina do AC obtidos
para o ensaio 11 (DCCR) a partir da amostra de Clavulin®, sdo mais bem formados e ndo ha
sinais de aglomeragdo. Desse modo acredita-se, que as impurezas ainda presentes no caldo de

fermentagdo possam ser as responsaveis pela diferenca na formagao dos cristais observados.

A escolha da t-octilamina revelou ser muito adequada para a reagao indireta com o
AC, e os resultados encontrados foram excelentes, dentro das condi¢des estudadas.

Através do planejamento experimental utilizado conseguiu-se otimizar a reacdo e
ainda verificou-se que esta ocorre satisfatoriamente sob condi¢des mais extensas do que para
a reacdo direta (Ry), propiciando sua utilizagdo em escala industrial. Foi observado ainda que
ndo houve a formagdo de incrustacdo, de 6leo ou solucdes coloidais indicando uma grande
estabilidade do intermediario formado (sal de amina do AC). Quanto a toxicidade da t-
octilamina, a literatura indica que ndo ha formacgao de intermedidrios toxicos para essa reagao

(YANG et al,, 1994).
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Para o caldo de fermentacdo o uso da reagdo indireta promoveu ainda uma

purificagdo e propiciou que altos rendimentos fossem obtidos a partir de baixas concentragdes

iniciais de AC no caldo.

5.5.3 Reacao indireta com a passagem por um intermediario estavel —

reacao do sal de amina do AC com o 2-etil (R,).

Na Tabela 5.5.11 estdo os resultados obtidos para reacao do sal de amina do AC

com o 2-etilexanoato de potassio, utilizando um DCCR, totalizando 17 ensaios para as trés

variaveis estudadas: temperatura (Temp.), concentracao do sal de amina do AC (Conc. de sal

do AC) e concentragdo do 2-etilexanoato de potassio (Conc.de 2-etil). A vazdo de adicdo do

2-etil utilizada foi 0,75, ou seja, de 1 gota a cada 90 segundos.

Tabela 5.5.11 — Valores codificados e originais das variaveis de estudo e resposta em termos
do rendimento de clavulanato de potéssio (Y).

Ensaios T(irg). Conc.(:ilfgj?rhgio AC Con(c;l.l glear2)-etil _—
1 -1 (15) -1 (15) -1 (0,4) 83,68
2 1(25) -1 (15) -1(0,4) 85,33
3 -1 (15) 1 (35) -1(0,4) 87,80
4 1(25) 1 (35) -1(0,4) 89,42
5 -1 (15) -1 (15) 1(1) 80,30
6 1(25) -1 (15) 1(1) 87,23
7 -1 (15) 1 (35) 1(1) 91,81
8 1(25) 1(35) 1(1) 94,25
9 1,68 (11,6) 0 (25) 0 (0,7) 74,70
10 1,68 (28,4) 0 (25) 0 (0,7) 81,42
11 0 (20) -1,68 (8,2) 0 (0,7) 80,09
12 0 (20) 1,68 (41,8) 0(0,7) 92,55
13 0 (20) 0 (25) -1,68 (0,2) 91,99
14 0 (20) 0 (25) 1,68 (1,2) 94,72
15 0 (20) 0 (25) 0(0,7) 85,16
16 0 (20) 0 (25) 0(0,7) 89,40
17 0 (20) 0 (25) 0(0,7) 88,72
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Observou-se que para essas reagdes nao houve a formagdo de incrustagdo nas
paredes ou fundo do reator e tdo pouco na hélice do agitador (Figura 5.5.14). E preciso
salientar que sobre a hélice ndo hé incrustagdo, mas clavulanato de potdssio acumulado por
decantacdo. Uma melhor comparacio pode se feita, comparando-se a Figura 5.5.14, na qual
ndo ha incrustacdo, com a Figura 5.5.15, obtida do ensaio de nimero nove da reagdo direta
(Ro), na qual ha muita incrustagao.

Também nao foi observado formagdo de solucdes coloidais. Os rendimentos para o
clavulanato de potéssio, obtido para a reagdo indireta com a passagem por um intermediario

estavel — R,, foram elevados quando comparados aos obtidos pela reagdo direta com o 2-etil
(Ro).
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Ainda, para a reagdo estudada, ndo houve a formagdo de 6leo em nenhum dos

se muito mais estavel do que a reagdo direta. (Ry).

ensaios realizados, mostrando dessa forma que a reagdo de precipitacdo R, também encontra-

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressdao de

descrever os resultados através das superficies de resposta.

Coef. de Erro «7) Lim. de | Lim.de

regressdo | padrdo -0 _C9O (;102 09%2/1;'
Média 87,65 1,04 | 84,13 | <0,0001 85,68 89,63
x1(L) 1,75 0,49 3,58 | 0,0089 0,83 2,68
x1(Q) -3,06 0,54 | -5,68 | 0,0008 -4,08 -2,04
x2 (L) 3,49 0,49 7,14 | 0,0002 2,57 4,42
x2(Q) -0,14 0,54 |-0,25| 0,8070 -1,16 0,88
x3(L) 0,88 0,49 1,79 | 0,1168 -0,05 1,80
x3(Q) 2,35 0,54 4,37 | 0,0033 1,33 3,37
x1.x2 -0,56 0,64 | -0,88 | 0,4061 -1,78 0,65
x1.x3 0,76 0,64 1,19 | 0,2718 -0,45 1,97
x2.x3 1,29 0,64 2,02 | 0,0834 0,08 2,50

um modelo de 2* ordem para as variaveis codificadas (Tabela 5.5.12). Para a reagdo de
precipitacao estudada foram considerados significativos os parametros com p-valores menores
do que 10%, ou seja, p < 0,1. Assim os termos ndo significativos foram incorporados aos
residuos para calculo da ANOVA, apresentados na Tabela 5.5.13. O valor de F¢,. encontrado
para a regressdo (24,71) ¢é altamente significativo (p < 0,00001). A porcentagem de variagdo

explicada (R?) pelo modelo de 91,82 foi muito boa, demonstrando que este é adequado para

Tabela 5.5.12 — Coeficientes de regressdo para o rendimento de clavulanato de potassio.
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Tabela 5.5.13 — ANOVA para o rendimento de clavulanato de potassio.

Fonte de variacio Soma dos Graus de | Quadrado F _valor
¢ quadrados liberdade | médio Cale P
Regressao 457,76 5 91,55 24,71 | <0,00001
Residuo 40,76 11 3,71
Falta de ajuste 30,39
Erro puro 10,37
Total 498,52 16
% variagdo explicada (Rz) =91,82% Fs.1.01= 2,45

O modelo com os valores codificados que representam o rendimento (Y) obtido de

clavulanato de potéssio, foi elaborado utilizando-se somente os pardmetros estatisticamente

significativos.
Y (%) = 87,48 + 1,75 (x1) - 3,02 (x1)* + 3,49 (x2) + 2,39 (x3)* + 1,29 x1.x3

A Figura 5.5.16 apresenta os resultados experimentais versus os resultados

previstos pelo modelo ajustado, mostrando uma boa concordancia entre eles.

Valores Preditos

70 75 80 85 0 95 100

Valores Observados

Figura 5.5.16 — Valores experimentais de Y (%) em fung¢@o dos valores previstos pelo modelo
ajustado.

A Tabela 5.5.14 apresenta os valores experimentais do rendimento obtido e dos

valores previstos pelo modelo codificado, que foram validados pela ANOVA, bem como o

desvio relativo de cada ensaio.
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Tabela 5.5.14 — Valores do rendimento (Y) experimental e previsto pelo modelo e desvios

relativos.

Ensaios Y Experimental (%) | Y Previsto (%) | Desvio relativo (%)
1 83,68 82,90 0,93
2 85,33 86,40 -1,25
3 87,80 87,30 0,57
4 89,42 90,80 -1,54
5 80,30 80,32 -0,02
6 87,23 83,82 3,91
7 91,81 89,88 2,10
8 94,25 93,38 0,92
9 74,70 76,02 -1,76
10 81,42 81,90 -0,59
11 80,09 81,62 -1,91
12 92,55 93,34 -0,86
13 91,99 94,23 -2,43
14 94,72 94,23 0,52
15 85,16 87,48 -2,72
16 89,40 87,48 2,15
17 88,72 87,48 1,40

Observa-se que a variagdo dos desvios relativos ¢ bem pequena (inferiores a 5%),
demonstrando assim que as diferencas sdao minimas entre as respostas obtidas
experimentalmente e as previstas pelo modelo, indicando um excelente ajuste deste.

Através da analise das superficies de resposta e curvas de contorno geradas pelo
modelo (Figura 5.5.17) através do software Statistica 5,6, observa-se que concentragdes
elevadas do sal de amina do AC favorecem o rendimento de clavulanato de potassio. Os
valores maximos obtidos para Y (%) foram de 94,72, 94,25 e 92,55% referentes aos niveis 0,
1 e 1,68 que correspondem as concentragdes de 25, 35 e 41,8mg/ml respectivamente. Um
maior rendimento estd associado a uma faixa de temperatura ao redor de 20°C, ou melhor, no
intervalo entre 15 ¢ 25°C. Ainda para elevada concentragdo do sal de amina do AC, uma

maior concentracdo de 2-etil ¢ desejavel. O maior rendimento encontrado (94,72%)
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corresponde ao nivel 1,68 para o 2-etil, ou seja, no qual a concentracdo do 2-etil ¢ a mais
elevada (1,2 molar), (Figura 5.5.17 ¢).

Temperaturas inferiores a 15°C quando associadas as baixas concentragdes de sal
de amina (menores que 15mg/ml), resultam em um decréscimo no rendimento. Verificou-se,
pela andlise da Figura 5.5.17 (b), que ainda no intervalo de temperatura de 15 a 25°C, o
rendimento da reagdo de precipitagdo ¢ favorecido, atingindo 91,99 e 94,72% nos niveis mais
extremos para o 2-etil, (-1,68 e 1,68 respectivamente) que correspondem a menor € a maior
concentragdes do 2-etil (0,2 e 1,2 respectivamente).

Pela andlise das superficies de respostas verificou-se que a melhor faixa de
temperatura para a reagdo de precipitacdo estudada estd ao redor dos 20°C. Essa temperatura
foi mantida durante toda a adi¢do do 2-etil (que variou em cada ensaio, devido a variacdo da
concentragdo inicial do sal de amina do AC) e também durante o tempo de indugdo de 45
minutos apds finda a adigdo do 2-etil. Essa informagdo fornecida pelo planejamento fatorial é
muito importante, pois significa (em escala industrial) um menor gasto com energia,
mantendo um rendimento final elevado de clavulanato de potéassio. Para a uma reacdo similar
a patente Cook e Wilkins (1995) descreveu que a temperatura apos adicdo do 2-etil (15
minutos) a solugdo-mae foi mantida a 5°C por uma hora e meia, obtendo um rendimento final
de 91,72 %. O ensaio 14 realizado a 20°C e com tempo de inducdo de apenas 45 minutos e
mantido nessa mesma temperatura durante todo o tempo, obteve um rendimento de 94,72 %

de clavulanato de potéssio, sendo inclusive o maior rendimento observado no planejamento

fatorial.

(a)
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Figura 5.5.17 — Superficies de resposta e curvas de contornos para Y (%) em fungao: (a) da
Conc. de sal do AC e da Temp.; (b) da Vazao de 2-etil e da Temp.; (c) da Vazao de 2-etil e da
Conc. de sal do AC.

110




Resultados e Discussoes

A reagdo estudada apresentou as mesmas vantagens que a reacao R; (amina) frente
a reacdo Ry (reacdo direta); maior estabilidade da reagdo, permitindo que esta ocorra
satisfatoriamente em todo o intervalo estudado e ainda sem a presenca de incrustagdo e sem a
formacgao de o6leo ou de solugdes coloidais. Foi observado que a nucleagdo niao ocorria na
adicao das primeiras gotas do 2-etilexanoato, mas ap6s um tempo de adi¢ao que variou de 10
a 30 minutos dependendo da concentracao inicial do sal de amina do AC e da concentragdo de
2-etil adicionado (diferentemente do que ocorreu nos ensaios para a reacdo direta, que turvou
logo na adi¢do das primeiras gotas de 2-etil).

As vantagens observadas mostraram que a escolha da passagem por um
intermediario estavel (sal de amina do AC - R;) e sua posterior conversao a clavulanato de
potassio (R), foi uma experiéncia muito bem-sucedida, gerando excelentes resultados. Os
problemas comumente encontrados para as reacdes de precipitacdo (aglomeragdo, formagao
de solugdes cloidais e incrustacdo dos cristais) que estiveram presentes na reacao direta (Ry)
foram devidamente solucionados com a adog¢dao dessa medida e ainda foram obtidos
rendimentos elevados, mostrando que as reagdes R; e R, foram otimizadas, através dos

planejamentos utilizados.

5.5.3.1 Confirmacao experimental das condi¢des otimizadas

Foram realizados trés ensaios nas mesmas condi¢des empregadas para o ensaio 5
do DCCR com volume de 50mL cada, utilizando o AC proveniente da amostra
clavulanato/celulose. Embora esse ensaio ndo tenha apresentado o maior rendimento
encontrado dentre os demais ensaios efetuados no DCCR, ele foi escolhido por apresentar
uma das menores concentragdes do sal de amina do AC (15mg/mL), ou seja, uma menor
massa inicial de sal de amina do AC era necessitada, facilitando desse modo em termos
operacionais a execucao destes experimentos.

Os rendimentos encontrados de 78,5, 76,3 ¢ 77,9% e a média destes de 77,6 % (£
0,93) para o clavulanato de potassio foram ligeiramente inferiores aos observados para o
ensaio 5 (80,3%). Acreditamos que essa variagdo seja muito pequena, assim estes foram
considerados adequados, validando experimentalmente os resultados obtidos no planejamento

completo.
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5.5.3.2 Ensaios para confirmacio do tempo de inducio

No planejamento fatorial utilizado, ap6s terminada adi¢ao de 2-etil, a solugao-mae
permanecia mantida sob mesma temperatura e agitacdo por um periodo de 45 minutos, esse
periodo em que ocorre o crescimento dos cristais formados foi chamado de tempo de indugao.

As patentes, Yang et al. (1994) e Cook e Wilkins (1995) descreveram ensaios nos
quais os tempos de inducao utilizados eram bem maiores chegando a 1,5 a 2 horas. Por esse
motivo decidiu-se avaliar se o tempo de 45 minutos empregado estaria proporcionando um
maximo rendimento para a reagdo de precipitagdo estudada.

Assim baseando-se nas condi¢des empregadas para os ensaios do ponto central do
DCCR foram realizados 2 ensaios variando-se apenas o tempo de indugdo de 1,5 hora e 2
horas.

Os rendimentos obtidos para esses ensaios foram de 89,1 e 87,3 % de clavulanato
de potéssio, e estdo muito proximos da média dos valores de 87,76% observados para os
ensaios do ponto central obtidos com tempo de inducao de 45 minutos.

As reacdes de precipitagdo sdo governadas por uma das etapas, nucleagcdo ou
crescimento. Se a etapa de nucleacdo predomina o resultado ¢ a formagdo de um precipitado
contendo um grande nimero de particulas, caso o crescimento seja predominante, um nimero
pequeno de particulas ¢ produzido. Na segunda etapa ¢ esperado que o tempo de indugao
exerca uma maior influéncia do que para a etapa na qual predomine a nucleagdo. Assim
podemos concluir que para dentro da faixa que compreende as condi¢des avaliadas para a
reacao de precipitagdo do clavulanato de potassio, a etapa predominante ¢ a da nucleagdo com
a formacdo de muitos cristais de tamanho reduzido, ¢ que neste caso o tempo de indugdo
utilizado encontra-se adequado.

A Figura 5.5.18 mostra as fotomicrografias obtidas em MEV, utilizando-se uma

amostra do precipitado obtido no ensaio 17 (ponto central).
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Figura 5.5.18 - Fotomicrografias para o ensaio 17 (DCCR) obtidas utilizando-se Sistema
BSE: (a) com amplia¢do de 1250X; (b) com ampliacao de 10000X.

Observando a Figura 5.5.18 nota-se que os cristais de clavulanato de potéssio
obtidos para o ensaio 17 (DCCR) a partir da amostra de Clavulin®, sdo muito pequenos, finos
e em formato de agulha. Geralmente, solugdes muito supersaturadas possuem uma taxa de
nucleacdo elevada, gerando muitos cristais de tamanho pequenos e acarretando na formacao

de agulhas ou plaquetas. Este é o caso da reacdo de precipitagdo estudada.

5.5.3.3 Ensaio para o caldo de fermentacio

Depois de concluido o planejamento fatorial, foi realizado um experimento para o
caldo de fermentagdo, utilizando as mesmas condi¢des do ensaio 17 (DCCR), pois este ensaio
apresentou uma das melhores respostas para a estabilidade dos cristais formados (discutido
em topico posterior).

O rendimento obtido nessa etapa foi de 72,37 %. O rendimento global encontrado
foi de 32,57%. E preciso salientar que o rendimento global esta associado & quantidade inicial
do AC presente no caldo de fermentacao que foi submetido a extragdo com solvente (acetato
de etila) e posterior passagem pela etapa de precipitacdo com a formagdo do intermedidrio
estavel (sal de amina do AC), que em seguida foi convertido a clavulanato de potassio.
Considerando, na melhor das hipdteses, que o rendimento obtido na etapa de extracdo ¢ de
apenas 45% da massa inicial de AC, consegue-se observar que o pelo baixo rendimento global
verificado ¢ sem duvida devido a essa etapa de extragdo com solvente organico. As duas
reacoes de precipitagdo empregadas (R; e R,) apresentaram rendimentos elevados em vérias
condi¢des investigadas, mostrando dessa maneira que foi possivel otimiza-las através do

emprego do planejamento fatorial e ainda propiciando a precipitagdo do clavulanato de
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potassio com uma pureza elevada, a partir do AC presente no caldo de fermentagao,
atingindo-se assim o objetivo desta tese. A Figura 5.5.19 mostra o espectro obtido para o

precipitado formado na reagdo R, para o caldo de fermentagao.

‘\ Sinais dos Hidrogénios do

AC
\ g\ jﬂ\ i 'P'f
‘ JJJ;__ L_.__‘___J | ,i |

50

Figura 5.5.19 — Espectro de RMN -'H do clavulanato de potassio precipitado do caldo de
fermentagdo através da reacdo indireta R,.

A andlise do espectro de RMN (Figura 5.5.19) mostrou a presenca de clavulanato
de potassio (sinais de AC), com uma pureza elevada e ainda livre da presenga da amino
cetona (um dos produtos de degradacdo).

As fotomicrografias dos cristais de clavulanato precipitados (Figuras 5.5.20, 21 e
22) foram obtidas da mesma amostra, utilizando-se o sistema BSE nas ampliagdes de 500X,

1500X e 10000X respectivamente.
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Figura 5.5.20 - Fotomicrografia do ensaio para o caldo obtida utilizando-se Sistema BSE com
ampliagdo de 500X.
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Figura 5.5.21 — Fotomicrografia do ensaio para o caldo obtida utilizando-se Sistema BSE com
ampliacdo de 1500X.
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AccY SpotMagn Det WD Exp 1 2um
100kV 4.0 10000x BSE 105 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 5.5.22 — Fotomicrografia do ensaio para o caldo, obtida utilizando-se Sistema BSE
com ampliagdo de 10000X.

Pelas fotomicrografias obtidas em MEV (Figuras 5.5.20 a 22) observou-se que os
cristais de clavulanato de potassio precipitados a partir do AC presente no caldo de
fermentacdo possuiam a forma de agulhas, muito pequenas e finas, mas ndo apresentavam
aglomeragdo. Cristais muito semelhantes a esses foram obtidos para o ensaio 17 (DCCR) a
partir da amostra de Clavulin® (Figura 5.5.18 ja exibida anteriormente), certificando dessa
maneira, de que a reagdo de precipitagdo para o caldo de fermentagdo (reproduzida nas
mesmas condi¢des do ensaio 17) ocorreu de maneira muito satisfatoria.

Ainda para essa reacdo nao foi observada a presenca de incrustagdo e tampouco a
formacgao de coldides, indicando que a reagdo encontra-se adequada para ser reproduzida em
escala industrial.

Pelos resultados obtidos acima confirmou-se que a reacao indireta com a passagem
por um intermediario estavel (R; e R,) é mais adequada para ser utilizada como a etapa final
do processo de purificagdo do AC do caldo de fermentagdo do que a reacdo direta (Ry), e

também frente a todos os demais métodos anteriormente estudados.
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5.5.3.4 Verificacao da estabilidade para os cristais formados

A estabilidade dos cristais durante o periodo de secagem e armazenamento,
também foi analisada. Foi verificado a utilizagdo da celulose para o armazenamento e o
empedramento dos cristais (caking) armazenados com celulose.

Os cristais de clavulanato de potéassio, provenientes dos ensaios realizados para o
planejamento fatorial das reacdes Ry € R,, foram armazenados com celulose a temperatura de
5°C.

Sabe-se que o AC ¢ um 6leo extremamente higroscopico e altamente instavel e que
quando exposto ao ambiente possui uma velocidade de degradagdo muito elevada. Por isso ¢
desejado o seu armazenamento na forma de sal de potéssio, sendo o clavulanato de potassio o
sal mais estavel dentre os sais possiveis de serem utilizados em medicamentos. Todavia os
cristais formados apresentavam ainda uma certa higroscopicidade. Sem a adi¢do da celulose,
verificou-se que havia uma incorporagdo de dgua no precipitado que progressivamente ia
retornando a sua forma &cida, ou seja, a de 6leo. O 6leo formado possibilita também que
ocorra a degradacdo do AC, inviabilizando dessa forma o seu emprego no medicamento.

Desse modo a celulose passou a ser utilizada para todos os experimentos, sendo
adicionada diretamente apds a etapa de filtragdo dos cristais precipitados.

O empedramento dos cristais armazenados com celulose foi verificado nos ensaios
realizados para a reagdo de precipitagdo R, (DCCR).

A tendéncia de alguns materiais cristalinos de empedrar ¢ atribuida a uma pequena
quantidade de dissolu¢do que ocorre na superficie do cristal seguida de evaporacdao desse
solvente. Isso faz com que os cristais fiquem fortemente unidos (empedrados). A causa do
empedramento pode variar para diferentes materiais, geralmente esta associada, ao tamanho e
forma dos cristais, contetdo de umidade, a pressdo na qual o produto estd armazenado,
variagdes de temperatura ¢ umidade durante o tempo de estocagem e o proprio tempo de
estocagem. Todos esses fatores podem contribuir para tornar o produto cristalino granular em
solidos empilhados (MULLIN, 1993).

Foi observado para os cristais formados o aparecimento de grumos soélidos e
compactos, durante o tempo de estocagem e que geralmente estavam associados a também
uma mudanga de coloragdo dos precipitados.

Assim a Tabela 5.5.15 foi realizada baseando-se na observacao efetuada para os
precipitados obtidos para a reacdo R, (DCCR) depois de transcorridos 100 dias de
armazenamento a 5°C e com adi¢do de celulose na propor¢do aproximada de 1:1. O

rendimento (Y') obtido para esses ensaios foi re-exibido para facilitar as comparagoes.
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Tabela 5.5.15 — Observacgdes efetuadas para os precipitados obtidos para R, (DCCR), apds
100 dias de armazenamento a 5°C e com adicao de celulose (1:1).

basios | Yoo | prreeinde | Mo
1 83,68 Levemente Levemente
2 85,33 Levemente Levemente
3 87,80 Levemente Levemente
4 89,42 Nao Nao
5 80,30 Levemente Levemente
6 87,23 Levemente Levemente
7 91,81 Sim Sim
8 94,25 Intensa Intensa
9 74,70 Levemente Levemente
10 81,42 Intensa Intensa
11 80,09 Levemente Levemente
12 92,55 Nao Nao
13 91,99 Levemente Levemente
14 94,72 Levemente Levemente
15 85,16 Nao Nao
16 89,40 Nao Nao
17 88,72 Nao Nao

Pela observagdo da Tabela 5.5.15 suspeitou-se que o empedramento pudesse estar
relacionado com a inclusdo de solvente nos cristais formados. O crescimento muito rapido de
uma das faces (caracteristicos de agulhas) pode fazer com que haja um encapsulamento de
solvente em sua estrutura durante esse crescimento acelerado, por esse motivo, estes cristais
tornam-se mais quebradi¢os na etapa de secagem uma vez que ocorre a evaporagdo desse
solvente retido, aumentando assim a sua area de exposicao e consequentemente causando um
maior empedramento.

Contudo ¢ preciso ressaltar que Mullin (1993) cita que o procedimento adequado
para tratamento dos cristais seria a execugdo da filtracdo e de posterior secagem desses em
atmosfera inerte e s6 entdo a celulose seria adicionada (para o armazenamento). No entanto a
etapa de filtragdo e posterior secagem dos cristais (em dessecador), realizadas nos

experimentos desta tese ocorreu em atmosfera ambiente e ndo controlada, pois a técnica
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descrita envolve a utilizacdo de camaras de atmosfera controlada, ndo disponiveis no
laboratorio.

Dessa maneira a ndo utilizagdo de atmosfera controlada também pode ter
contribuido para o aparecimento do empedramento observado. Entretanto notou-se que para
alguns ensaios, realizados nas mesmas condi¢des de filtracdo e de adigdo de celulose, ndo
houve o aparecimento de empedramento, e o produto cristalino manteve-se granular mesmo
apos transcorridos 100 dias de armazenamento. Isso pode ser explicado pela variacdo das
condi¢des empregadas para os ensaios realizados para o DCCR, que permitiram uma melhor
formagao dos cristais de clavulanato de potdssio, sem a inclusdo de solvente e com a
formacao de cristais de tamanhos mais uniformes, acarretando com isso uma maior
estabilidade para o precipitado do produto final.

Se para outras substancias o aparecimento do empedramento confere apenas
problemas de ordem mecanica, no sentido de que esses terdo que passar por uma etapa a mais
para triturar os grumos formados antes da sua utilizacdo, para o clavulanato de potassio um
aumento na absor¢ao de umidade e conseqiiente formacdo de um empedramento maior pode
estar favorecendo que junto a isto ocorra também a sua degradagao.

No intuito de verificar se o precipitado de clavulanato de potéssio estava de fato
estavel (e se havia degradacdo) foram realizadas analises em RMN-'H (Figuras 5.5.23 ¢
5.5.24) para os ensaios 10 e 17, para os quais foi observado um empedramento muito intenso
e 0 ndo aparecimento de empedramento, respectivamente.

A andlise em RMN do espectro obtido para o ensaio 10 mostrou que nao havia
sinais de AC no precitado, indicando assim que houve uma completa degradagcdo durante o
tempo de estocagem. E importante salientar que a presenga de AC no precipitado na época em
que ocorreu a reacao havia sido confirmada por CCD, certificando de que o precipitado obtido

realmente era clavulanato de potassio.
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Figura 5.5.23 — Espectro de RMN -'H do clavulanato de potassio precipitado a partir do
ensaio 10 (DCCR), depois de 100 dias de armazenamento.
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Figura 5.5.24 — Espectro de RMN -'H do clavulanato de potassio precipitado a partir do
ensaio 17 (DCCR), depois de 100 dias de armazenamento.
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Pela analise do espectro da Figura 5.5.24 verificou-se que o clavulanato de
potassio presente na amostra, mesmo depois de transcorridos 100 dias de armazenamento a
5°C continuava com elevada pureza e ndo apresentava sinais de degradacdo (amino cetona),
confirmando dessa maneira a estabilidade dos cristais obtidos no ensaio 17 (ponto central) e a
suspeita inicial de que precipitados nos quais ocorreu um maior empedramento podem
apresentar menor tempo de armazenamento devido ao favorecimento da reagdo de
degradacado.

Assim a utilizagdo do planejamento fatorial mostrou-se muito vantajosa
permitindo ndo s6 a otimizacao da reacdo empregada, mas também a obtengdo de rendimentos
elevados associados as condigdes que promoveram uma maior estabilidade para os cristais

formados durante seu armazenamento.
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6 CONCLUSOES

Através dos planejamentos desenvolvidos para a reagdo direta de precipitacao
estudada do AC com o 2-etilexanoato de potassio (Ry), verificou-se que pequenas variagdes
nas condig¢des iniciais podem causar a instabilidade nessa reag@o levando a formagdo de 6leo
e conseqliente perda do produto desejado, bem como a incrustagdo sempre presente em maior
ou em menor grau. Foram observados valores de 73,89 e 75,83% para o rendimento de
clavulanato de potassio (para os ensaios 1 e 5 do DCCR respectivamente).

Para o caldo de fermentacdo foram reproduzidas condi¢des do ensaio 1 (DCCR)
possibilitando a obtencdo de um rendimento de 69,53% nesta etapa e de 31,29% para o
rendimento global. Entretanto ¢ preciso salientar que a etapa de extragdo com solvente
(incluida juntamente com a de precipitacdo no rendimento global), apresenta rendimento
maximo de apenas 45% de toda massa de AC que ai estava presente, sendo dessa forma a
grande responsavel pelo baixo rendimento global observado.

Para a reacdo indireta de precipitacdo, através da passagem por um intermediario
estavel com a reagdo do AC com a t-octilamina (R;), e posterior conversdao desse
intermediario a clavulanato de potassio através da reagao do sal de amina do AC formado com
o 2-etilexanoato de potéssio (R»), foi verificado que ndo houve a formacgdo de incrustacao, de
6leo ou solucdes coloidais, e que essas reacdes ocorrem satisfatoriamente sob condigdes mais
extensas do que para a reagao direta (Ry), propiciando a sua utilizagdo em escalas maiores.

Através do planejamento experimental utilizado conseguiu-se otimizar a reagdo R,
obtendo-se rendimentos de 94,49 e 93,57% para os ensaios 1 e 11 do DCCR.

Ainda para a reacdo R; foi observada uma grande estabilidade do intermediario
formado (sal de amina do AC) inclusive quando exposto ao ambiente por um periodo
prolongado.

A utilizacdo dessa reagdo (R;) para o AC presente no caldo de fermentacao
promoveu uma boa purificacdo, indicando uma grande seletividade proporcionada pelo
emprego da t-octilamina.

A reacao indireta R, também foi otimizada através do planejamento fatorial
empregado, obtendo-se rendimentos de 94,72 e 94,25% para os ensaios 14 e 8

respectivamente (DCCR).
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O emprego da reacao indireta com a passagem por um intermedidrio estavel ja nas
condig¢des otimizadas pelo planejamento fatorial para o AC presente no caldo de fermentagao,
propiciou a precipitacdo do clavulanato de potdssio com uma pureza elevada e com a
obten¢do de bons rendimentos para cada etapa que compreendeu uma reagao especifica, R; e
R,, sendo os valores encontrados de 80,21 e 72,37%, respectivamente. O valor encontrado
para o rendimento global foi de 32,57%. Observou-se que a responsabilidade pelo baixo
rendimento global verificado ¢ sem duvida a etapa de extragdo com solvente organico, mais
especificamente o acetato de etila.

Finalmente, o emprego do planejamento fatorial para a reacdo indireta mostrou-se
muito vantajoso, pois proporcionou a obtencdo de rendimentos elevados associados as
condigdes que promoveram uma maior estabilidade para os cristais de clavulanato de potéassio

formados, favorecendo dessa maneira o seu emprego em escala industrial.
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7 SUGESTOES

Em vista das conclusdes obtidas neste trabalho pode-se fazer as seguintes

sugestoes:

No intuito de melhorar os rendimentos obtidos para as reagdes de precipitagao do
AC proveniente do caldo de fermentagdo, poderia ser incluida uma etapa cromatografica apds
a utltrafiltagdo e anteriormente a etapa de extracdo com solvente organico, que promovesse
uma maior purificagdo do caldo, com a retirada de pigmentos e impurezas com baixo peso
molecular cuja presenga estaria ainda diminuindo o rendimento das reagdes de precipitacao

posteriormente empregadas.

Uma vez que a etapa de extragdo com solvente organico figurou como a etapa
limitante do processo de purificagdo empregado para o AC, um estudo utilizando o
planejamento fatorial para extracdes realizadas com a combinacdo de dois ou mais solventes
poderia ser empregado na tentativa de se aumentar o Kp e o rendimento para essa etapa. Um
aumento do Kp seria uma vantagem muito interessante industrialmente, pois embora neste
trabalho a manipulagdo da concentra¢do do AC inicial no solvente orgénico tenha sido obtida
utilizando como artificio a evaporagdo do acetato de etila, (evitando-se dessa maneira a
necessidade de se partir de solugdes muito concentradas de AC a partir do Clavulin®, que
poderiam acarretar na influéncia da amoxicilina), para a industria esta op¢ao nao ¢ vantajosa.

Assim a obtencdo da concentracdo inicial no solvente teria que ser garantida
através de alternativas como uma pré-concentracdo da solucdo aquosa anteriormente a etapa
de extragdo, através de técnicas cromatograficas ou osmose reversa, ou através da utilizagao
de uma mistura de solventes que proporcionasse um aumento no Kp, ou seja, aumentando a
concentracdo de AC na fase organica, possibilitando dessa maneira partir da concentragao

inicial de AC adequada para iniciar a reacdo de precipitacao.

Também se sugere que seja feito um estudo para a recuperacdo dos sub-produtos

gerados na reagdo de precipitacdo do clavulanato de potassio a partir do sal de amina do AC.
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Sugestoes

Ainda, um estudo da cinética de cristalizagdo e a verificagdo da influéncia das
impurezas provenientes do caldo de fermentagdo na formagao dos cristais de clavulanato de

potéssio, também seriam de grande interesse.
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Apéndice A

Valores Aproximados da Massa Molecular (MM)

: -0 OH
;Dj MM = 199 g/mol

o H
COOH

Acido clavulanico

L
oK*
/\/f\ MM = 182 g/mol

;r\'l/ _ MM = 237 g/mol

cook*
Clavulanato de potassio

o

GHs GHs
HZN’—clz—c—clz—CH3

MM = 129 g/mol
CH3H2 CH; 8

t-octilamina

o L
c H ., GHs GHs MM =328 g/mol
O-----~H—N—C—C—C—CHj,
/T Hy |
H CH; % CH;

Sal de amina do AC
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Apéndice A

Exemplo para o Ensaio 1 do Planejamento Fracionado:

massa inicial = 250 mg (equivale a 2 comprimidos de 125 mg cada)
Na Extragdo com o Acetato de Etila o rendimento é de 45%:

massa presente no solvente = 250%0,45 =112,50 mg ou 0,1125 g

MM=199 g/mol
n=m/MM
n=0,000565326 mol

n=0,000565326 mol
MM=182 g/mol
m=0,102889 g

Mas para o 2-etil trabalha-se com molaridade (W) ent&o:

W=m/MM* V/(L)

W= 0,5 entrar com a molaridade desejada (0,5; 2,0; 1,25)

Calculo Estequiométrico
Reacao Direta de Precipitacio do AC (Ry)

Acido Clavulanico

2-etilexanoato de potassio

como n=m/MM temos:

ou

m=102,89 mg

V(L=  0,001131 L ou

V (mL)= 1,13 ml ou arredondando: 1,15 mL :
€& o Volume necessario de 2-etil na concentragao escolhida
para reagir todo o AC presente no solvente organico

n=0,000565326 mol
MM=237 g/mol
m=0,133982 g

Massa Teodrica
(estequiométrica)

Massa Experimental

Rendimento Final

Clavulanato de potassio

como n=m/MM temos:

m= 133,98 mg

m= 40,19 mg (Ensaio 1)

Y= 30,00 %

Reacdo

okK*
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Apéndice A

Calculo Estequiométrico
Reacio Indireta com a passagem por um intermediario estavel
Reacido do AC com a t-octilamina (Ry)
Exemplo para o Ensaio 1 do Planejamento Completo:

Reacao

Acido Clavulanico

: -0 OH
massa inicial = 250 mg (equivale a 2 comprimidos de 125 mg cada) \)J
N
74 /

Na Extragdo com o Acetato de Etila o rendimento é de 45%: o
COOH
massa presente no solvente = 250%0,45=112,50 mg ou 0,1125 g
MM=199 g/mol
n=m/MM +
n=0,000565326 mol
t-octilamina
n=0,000565326 mol
MM=129 g/mol . GHs GHs
n=m/MM HoN—C—C—C—CHs
m=0,072927 g CHs'2 CH,
Entretanto a amina utilizada possui pureza de 95% entéo:
m=0,072927/0,95 = 0,076765 g ou 76,8 mg
d=m/V e d=0,805 g/ml
V=m/d
V= 0,095 mL ou arredondando: 0,10 mL
€ 0 Volume necessario de t-octilamina para reagir com
todo o AC presente no solvente organico
Sal de amina do AC
n=0,000565326 mol
MM=328 g/mol Y o
: ol
n=m/MM T J:/ "
m=0,185427 g of Y
L G
. _ 07 "0----- H—N—C—C—C—CHj
Massa Tedrica m= 185,43 mg H (\:Hsﬂz éHs

(estequiométrica)
Massa Experimental m= 175,22 mg (Ensaio 1)

Rendimento Final Y= 94,49 %
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Apéndice A

Calculo Estequiométrico
Reacio Indireta com a passagem por um intermediario estavel
Reacao do sal de amina do AC com o 2-etil (R;)

Exemplo para o Ensaio 1 do Planejamento Completo:

Reacdo
Sal de Amina do AC

massa inicial = 150 mg H

i 0o OH
MM= 328 g/mol o=
n=m/MM o” 5 H, CH3 CH;

0" o H—N—C—C—C—
n= 0,000457317 mol H  cHy 2 CH,

. . +
2-etilexanoato de potassio
n=0,000457317 mol
MM=182 g/mol como n=m/MM temos:
m=0,083232 g ou m= 83,23 mg
o
I
Mas para o 2-etil trabalha-se com molaridade (W) ent&o: oK’
W=m/MM* V(L)
W= 0,4 entrar com a molaridade desejada
V(L)= 0,001143 L ou
V(ml)= 1,143 mL ou arredondando: 1,15 mL:
€ o Volume necessério para reagir com todo o sal de
amina do AC
Clavulanato de potassio
n=0,000457317 mol
MM=237 g/mol como n=m/MM temos:
m=0,108384 g H
i 0 OH
Massa Tedrica m= 108,38 mg NJ:/
(estequiométrica) o”
cook*

Massa Experimental m= 90,69 mg (Ensaio 1)
Rendimento Final Y= 83,68 %
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Apéndice A

Cailculo da Concentracao Inicial de AC no Solvente Organico

Através deste calculo € possivel prever a quantidade de comprimidos necessaria para
se atingir a concentracdo inicial de AC desejada, bem como o volume final de solvente
organico, no caso o acetato de etila, obtido apos sua concentragdo no evaporador rotativo.

Pelo exemplo adotado na reagao direta, Ry, (Ensaio 1) a concentragdo inicial desejada

seria de Smg/mL, portanto:

1 comprimido = 125 mg de AC

Para a concentragdode AC= 5 mg/mL

Numero de comprimidos utilizados = 2 unidades

Entretanto a massa extraida é de apenas 45% da massa inicial de AC, logo:

Massa extraida = Numero de comprimidos * 125 * 0,45

Assim: 2*125* 0,45 =112,5 mg

Como: Concentragdo = Massa extraida / volume  logo:

Volume de acetato de etila = 22,5 mL ¢é o volume final do solvente (ap6s sua concentragéo)

necessario para que a concentragao inicial de AC a partir de 2 comprimidos seja de 5mg/mL.

Obs: Volumes muito inferiores a 10 mL nao sdo apropriados para se trabalhar no
reator encamisado, preferindo-se volumes iguais ou superiores a este. O niimero minimo de
comprimidos foi estipulado em 2, pois a massa obtida partindo-se de apenas 1 comprimido ¢
muito reduzida, podendo neste caso, pequeninas perdas de massa ocasionar grandes variagdes

no rendimento final, comprometendo desta forma o ensaio realizado.

137



Planejamento Fracionado
2% =8+3pc = 11 ensaios

Reacdo Direta de Precipitacdo do AC (Ry)

o | T | ConedeC | Cone 2| oo el | hanttde e | Nl et | iy | egiomats | et | ¥ 09
(mL) (mg) (mg)
1 8 5 0,5 0,5 2 22,5 1,15 133,98 40,19 30,00
2 22 5 0,5 1,0 2 22,5 1,15 133,98 37,00 27,62
3 8 25 0,5 1,0 5 11,25 2,85 334,96 157,01 46,87
4 22 25 0,5 0,5 5 11,25 2,85 334,96 37,35 11,15
5 8 5 2,0 1,0 2 22,5 0,30 133,98 0,00 0,00
6 22 5 2,0 0,5 2 22,5 0,30 133,98 62,56 46,69
7 8 25 2,0 0,5 5 11,25 0,75 334,96 154,86 46,23
8 22 25 2,0 1,0 5 11,25 0,75 334,96 108,67 32,44
9 15 15 1,25 0,75 3 11,25 0,70 200,97 76,13 37,88
10 15 15 1,25 0,75 3 11,25 0,70 200,97 71,85 35,75
11 15 15 1,25 0,75 3 11,25 0,70 200,97 74,56 37,10




Planejamento Completo (DCCR)
2’=8+3pc+6pa = 17 ensaios

Reacdo Direta de Precipitacdo do AC (Ry)

oo | ConeC | Comede | Verkode | Qunidte e | Volde et | (b, | Siiomis | sxuimon | ¥
(mL) (mg) (mg)

1 15 0,3 0,5 3 11,25 2,85 200,97 148,49 73,89
2 35 0,3 0,5 7 11,25 6,60 468,94 0,0 0,0
3 15 0,7 0,5 3 11,25 1,25 200,97 0,0 0,0
4 35 0,7 0,5 7 11,25 2,85 468,94 0,0 0,0
5 15 0,3 1,0 3 11,25 2,85 200,97 152,39 75,83
6 35 0,3 1,0 7 11,25 6,60 468,94 0,0 0,0
7 15 0,7 1,0 3 11,25 1,25 200,97 117,75 58,59
8 35 0,7 1,0 7 11,25 2,85 468,94 0,0 0,0
9 8,2 0,5 0,75 2 13,72 1,15 133,98 77,31 57,70
10 41,8 0,5 0,75 8 10,77 4,55 535,93 0,0 0,0
11 25 0,16 0,75 5 11,25 8,85 334,96 56,68 16,92
12 25 0,84 0,75 5 11,25 1,70 334,96 56,37 16,83
13 25 0,5 0,33 5 11,25 2,90 334,96 0,0 0,0
14 25 0,5 1,17 5 11,25 2,90 334,96 172,17 51,40
15 25 0,5 0,75 5 11,25 2,90 334,96 0,0 0,0
16 25 0,5 0,75 5 11,25 2,90 334,96 0,0 0,0
17 25 0,5 0,75 5 11,25 2,90 334,96 0,0 0,0




Reacdo Indireta com a passagem por um intermediario estavel — Rea¢do do AC com a t-octilamina (R;)

Planejamento Completo (DCCR)
2’=8+3pc+6pa = 17 ensaios

Vazio de . Vol. de amina | Massa tedrica Massa
Ensaios Temp. (°C) Conc. /deLAC amina %uant@adlz de ZOI'i?IAcetE;O estequiometria | estequiometria | experimental Y (%)
(mg/mL) (gota/min) omprimidos e etila (m (mL) (mg) (mg)
1 10 10 0,5 2 11,25 0,10 185,43 175,22 94,49
2 20 10 0,5 2 11,25 0,10 185,43 156,60 84,45
3 10 20 0,5 4 11,25 0,20 370,85 284,40 76,69
4 20 20 0,5 4 11,25 0,20 370,85 219,06 59,07
5 10 10 1,0 2 11,25 0,10 185,43 150,80 81,32
6 20 10 1,0 2 11,25 0,10 185,43 165,50 89,25
7 10 20 1,0 4 11,25 0,20 370,85 273,72 73,81
8 20 20 1,0 4 11,25 0,20 370,85 283,44 76,43
9 6,6 15 0,75 3 11,25 0,15 278,14 234,70 84,38
10 23,4 15 0,75 3 11,25 0,15 278,14 223,90 80,50
11 15 6,6 0,75 2 17,00 0,10 185,43 173,51 93,57
12 15 23,4 0,75 5 12,00 0,25 463,57 322,27 69,52
13 15 15 0,33 3 11,25 0,15 278,14 187,20 67,30
14 15 15 1,17 3 11,25 0,15 278,14 169,40 60,90
15 15 15 0,75 3 11,25 0,15 278,14 199,00 71,55
16 15 15 0,75 3 11,25 0,15 278,14 202,00 72,63
17 15 15 0,75 3 11,25 0,15 278,14 193,40 69,53




Reacdo Indireta com a passagem por um intermediario estavel — Reac¢do do sal de amina do AC com o 2-etil (R;)

Planejamento Completo (DCCR)
2’=8+3pc+6pa = 17 ensaios

Brosios | Temp | Come desaldo | Coe dezed | MassadeSel | 1 rl) | coccuiometr | ssoquiomeins | cxparmental | ¥ 0
(mL) (mL) (mg) (mg)
1 15 15 0,4 150 10 1,15 108,38 90,69 83,68
2 25 15 0,4 150 10 1,15 108,38 92,48 85,33
3 15 35 0,4 350 10 2,70 252,90 222,05 87,80
4 25 35 0,4 350 10 2,70 252,90 226,14 89,42
5 15 15 1,0 150 10 0,50 108,38 87,03 80,30
6 25 15 1,0 150 10 0,50 108,38 94,54 87,23
7 15 35 1,0 350 10 1,10 252,90 232,19 91,81
8 25 35 1,0 350 10 1,10 252,90 238,36 94,25
9 11,6 25 0,7 250 10 1,10 180,64 134,94 74,70
10 28,4 25 0,7 250 10 1,10 180,64 147,08 81,42
11 20 8,2 0,7 82 10 0,40 59,25 47,45 80,09
12 20 41,8 0,7 418 10 1,85 302,03 279,53 92,55
13 20 25 0,2 250 10 3,85 180,64 166,17 91,99
14 20 25 1,2 250 10 0,65 180,64 171,10 94,72
15 20 25 0,7 250 10 1,10 180,64 153,83 85,16
16 20 25 0,7 250 10 1,10 180,64 161,49 89,40
17 20 25 0,7 250 10 1,10 180,64 160,26 88,72




Apéndice B

APENDICE B

(Reacao de formagdo do 2-etilexanoato de potassio)
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Apéndice B

Reacdo de Formacao do 2-etilexanoato de potassio

Preparacio do sal 2-etilexanoato de potassio

Este sal ¢ preparado a partir do 4cido 2-etilexandico e hidréxido de potéssio dissolvido
em isopropanol. A reagdo que ocorre, na propor¢do 1:1, é uma reag¢do acido-base, originando
o sal.

Reacao:

+ KOH —> —0

Isoprop.
OH OK

Figura B1 - Reacao de neutralizagdao do acido 2-etilexandico.

Para a preparagdo de 400mL de 2-etilexanoato de potassio, dissolve-se cerca de 56,2 g
de hidroxido de potassio em 400mL de isopropanol, em seguida adiciona-se 120g de acido 2-
etilexanoico, mantendo a agitacdo por meia hora.

Apos a reagdo ¢ necessario retirar a d4gua formada no meio reacional, deixando no
maximo 1%. Para tanto se adiciona ao volume de 400mL inicial cerca de 1,4 L de
1sopropanol. Este volume ¢ reduzido para 400mL através do evaporador rotativo a vacuo, com
o banho aquecido a 60°C .

Apos a redugdo do volume, a solugdo preparada tem que ser submetida a um teste de
pH, para a verificagdo do mesmo. Assim 10mL de solu¢do s3o adicionados a 20mL de
metanol e a algumas gotas de fenolftaleina sob agitacdo. A coloracao violeta indica que um
excesso de base, sendo necessario a titulacio com HCIl 0,1M até o desaparecimento da
coloracdo. Caso ndao haja coloracdo, indica um excesso de 4acido sendo necessaria a
neutralizagdo com uma solu¢dao de hidroxido de potéssio (45%). Neste caso o excesso de
acido ndo podera ser tolerado se acima de 3%.

A solucdo formada nas condi¢des acima descrita possui concentracdo molar de 2,0.
Para concentragdes inferiores (utilizadas nos planejamentos fatoriais) foram realizadas

dilui¢des desta solugdo inicial com isopropanol.
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(Tabelas de deslocamento quimico, correlagdes e espectros de RMN)
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Apéndice C

1 - Espectros de RMN do clavulanato de potassio proveniente
da amostra clavulanato/celulose obtido através de

Cromatografia em coluna pré-empacotada Sep Pak diol
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Espectro 1: RMN-'H do clavulanato de potassio a partir da amostra clavulanato/celulose (MeOH-ds, 400MHz).
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Espectro 2: RMN-"°C do clavulanato de potéssio a partir da amostra clavulanato/celulose (MeOH-d,, 100MHz).
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Espectro 3: RMN-HSQC (‘H-"°C) do clavulanato de potéssio a partir da amostra clavulanato/celulose (MeOH-d,, 400MHz).
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Espectro 4: RMN-HMBC ('H-"*C) do clavulanato de potassio a partir da amostra clavulanato/celulose (MeOH-ds, 400MHz).
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Espectro 5: RMN-COSY (‘H-'H) do clavulanato de potassio a partir da amostra clavulanato/celulose (MeOH-ds, 400MHz).



Através da anélise destes cinco espectros foi possivel construir a Tabela 1 com

os deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos para o clavulanato de potassio.

Tabela 1: Deslocamentos quimicos & (ppm) e J (Hz) de RMN para o acido clavulénico.

Posicdo 8 '"H (m; J) 5 1’C HMBC COSY
1 (N) - - -
2 (CH) 4,78 (dd; 1,18; 1,03) 65,1 88,7; 157,0; 174,8; 178,2; 4,12 (8);
99,0 fraco 4,89

3 (C sp?) - 157,0 - -

4 (0) - - - -

5(CH) 5,67 (dd; 0,63; 2,13) 88,7 46,6; 178,2 3,46; 2,95

6 a,b (CHy)* 3,46 (dd; 2,8; 13,7) 46,6 88,7; 178,2 2,95; 5,67
2,95 (dd; 0,67; 15,8) 65,1; 88,7; 178,2 3,46; 5,67

7 (CO) - 178,2 - -

8 (CH sp?) 4,89** 99,0 65,1; 157,0 4,127%8);

9 (CH,-OH) | 4.18 (ddd; 0,85; 7,42,12,2) | 57,7 99,0; 157,0 4,78; 4,89

4,12 (ddd; 1,1; 6,99; 12,3)
10 (COOH) - 174,8 -

*Valores intercambiaveis

** Parcialmente encoberto pelo sinal da HDO

HMBC'H-13C

Con

(178,2 _N

O/LH

Figura 1: Correlacdes observadas no espectro HMBC 'H-"C.

(174,8)




COSY'H-H ( (3,46)
(2,95)\%

Figura 2: Correlagdes observadas no espectro COSY 'H-"H.

Os sinais nos espectros de RMN-"H (8 4,12 ¢ 4,18) e RMN- °C (8 57,5) para o
grupo CH»-9 e os carbonos em o 178,2 ¢ em 6 174,8 evidenciam a presenca de um
grupo hidroxila ligado ao grupo CH; e dois grupos carbonilicos diferentes.

A anlise do espectro RMN-"C indicou a presenca de uma dupla ligagio entre o
C-3 quaternario 6 157,0 (BBD) e o CH-8 6 99,0 (BBD).

O espectro bidimensional COSY 'H-"H mostrou correlagdes entre CHy-6 (8 2,95
e 3,46) e CH-5 (6 5,67) indicando a proximidade entre os hidrogénios vizinhos do
anel beta lactamico; entre CH-9 (0 4,12 e 4,18) ¢ CH-8 (3 4,89); bem como o
acoplamento homoalilico entre CH,-9 ¢ CH-2 (3 4,78) e o acoplamento alilico entre
CH-8 e CH-2 indicando a unido da cadeia lateral hidroxietilideno ao anel
oxazolidina.

No espectro HMBC 'H-"°C foram observadas correlagdes a longa distancia entre
CH-2 e C-3 (8 157,0), C-8 (8 99,0), C-10 (6 174,8) e C-7 (0 178,2); entre CH-5 e C-
6 (8 46,6) e C-7; entre CHy- 6 e C-7, C-5 e C-2; entre os hidrogénios metilénicos
CH;-9 e C-8 e C-3 e finalmente entre o hidrogénio metinico CH-8 e C-2 (5 65,1) e
C-3, confirmando, assim, a presenca dos dois anéis condensados e da cadeia lateral
com dupla ligagio e um grupo hidroxila. Assim foram atribuidos os sinais de 'H e
13C ao clavulanato de potéssio sem ambigiiidade.

A presenga de potassio s6 poderia ter sido identificada através da analise por
EM, a qual ndo foi obtida devido ao fato de o aparelho se encontrar em manutencao

na época do experimento.



Apéndice C

2 - Espectros de RMN da amoxicilina obtida a partir da

amostra padrao de amoxicilina (Sigma)
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F2 - Processing parameters
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Espectro 6: RMN-'H da amoxicilina a partir da amostra padrio (D,O, 400MHz).
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Espectro 7: RMN-"C da amoxicilina a partir da amostra padrio (D,0, 100MHz).
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Espectro 8: RMN-HSQC ('H-"°C) da amoxicilina a partir da amostra padrio (D,O, 400MHz).
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Espectro 9: RMN-HMBC ('H-"°C) da amoxicilina a partir da amostra padrdo (D,O, 400MHz).



Figura 3: Formula estrutural da Amoxicilina.

Através da andlise dos espectros 6 a 9 foi possivel construir a Tabela 2 com os

deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos para a amoxicilina.

Tabela 2: Deslocamentos quimicos & (ppm) e J (Hz) de RMN para a amoxicilina.

Posicdo  5°C &'H (m, J=Hz) HMBC
1 {IN)
2(CH) 759 4,15 (s) 32,9; 67,1; 69,4; 176,6: 177,3
3(C) 67,1 -
4 ()
5 (CH) 69,4 5,50 (d, 3,84) 176,6
6(CH) 60,9 5,50 (d, 3,84) 176,6
7(CO) 1766 i
8 (NH)
g(Cco) 1718 -
10 (CH) 58,8 5,12 (s) 132,9; 126,4; 171,8
1(C) 1264 -
12,16 (CH) 132,9 7,36 (dd, 1,98; 4,69) 58,8; 132,9; 160,1
i3, 15(CH) 119,17 6,97 (dd, 2,0; 4,67) 126,4
14 (C)  160,1 :
17 (CHa)  32,9* 1,42%(s) 29,2; 32,9, 67,1, 75,9
18 (CHs)  29,2* 1,43%(s) 29,2; 32,9; 67,1, 75,9
19 (COOH) 177,3 -

20 (NH,)

* podem estar trocados

Figura 4: Correlagdes observadas no espectro HMBC 'H-"C.



Apéndice C

3 - Espectros de RMN do sal de amina do AC precipitado a
partir do caldo de fermentacio através da Reacio Indireta R,
— AC com a t-octilamina
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Espectro 10: RMN-"H do sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentagdo (D,0, 400MHz).
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Espectro 11: RMN-"C do sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentagio (D,O, 100MHz).
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Espectro 12: RMN-HSQC (‘H-"C) do sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentac¢do (D,O, 400MHz).



HMBCGP

Current Data Paramalers
NAME aminacaido

Jaine_;
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parametars
Date_ 20080401

I A L | NSTRUM spect
L
1 ppm FROBHD 5§ mm Multinucl
] . l PULPROG
--10 O
L SOLVENT D20
k 3 i NS
E ' I - 0 DS 16
: 3 ¥ SWH 4564.179 Hz
! FIDRES  1.138716 Hz
| i - 10 ag 04%12 soc
! ow 107 200 usec
3 " 4 - 20 DE 6.00 usoc
TE 300.0 K
3 ? - CNST2 1450000000
3 - 30 CNST13 100000000
_———————— ! @ 000000300 sec
3 40 Di 1.00000000 sec
i ; - @ 0.00344828 sec
3 r d6 0.05000000 sec
. " oo v D16 000020000 sec
3 i - 50 INO 000002160 sec
_—
. CHANNEL 11
E ' - 60 NUCT 1H
4 4 ,, P1 8.50 usec
5 L 70 p2 17.00 usec
‘ BL1 000 d8
1 i SFO1 4002130103 MHz
1 §i-" | - 80 CHANNEL 12
‘E L ' LI - 90 PL2 130048
4 SFO2 1006428318 MHz
: . ) -100 ====2= GRADIENT CHANNEL =====
L I ' GPNAM1  SINE.100
: 110 GPNAM2  SINE 100
SINE 100
3 GPZ1 50.00
L 120 GPZ2 30.00 %
3 \ GPZ3 40.10 %
L P16 1000.00 usec
[ -130 F1 - ACquisition parameters.
1 NDO 2
j 140 D 300
' SFO1 100 6429 MHz
' el L
k . -150 FAMODE a
il & - 3 F2 - Process amelans
3 160 si 2048
L3 S 40021084 Mz
3 .17 wow NI
TR o
- . ' L 180 G8
= . t L . PC 1.00
H F1 - Processing paramaeters
' 190 s 1024
‘ Q
- 200 SF 100 63%8054‘ MHz
3 g SsB o
3 ; 210 L8 000 Hz
1 "y GB 0
T T L] T L T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Espectro 13: RMN-HMBC (‘H-"C) do sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentac¢do (D,O, 400MHz).



Current Data Paramaters
NAME Jaine_aminacaido

EXPNO
PROCNO 1
I L l ﬂ “ F2 - Acquisition Parameters
| . | Date_ 20080401
PPm Time 16.52
INSTRUM spect
SSLOF?HD 5 mm Multinued
= 0.0 ROG cos|
0 oo
SOLVENT D020
0.5 NS 20
. DS [
SWH 4664.179 Hz
1.0 FIDRES 1.138718 Hz
L. AQ 0.4391412 sec
4 RG 362
——————————— ow 107,200 usec
-1.5 DE 6.00 usec
e TE 300.0 K
J \ do 0.00000300 sec
= 2.0 D1 1.00000000 sec
d13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
L2.5 INO 0.00021440 sec
sasssszes CHANNEL (1 ========
Ed 5 NUC1 1H
e o PO B.50 usec
P1 B8.50 usec
PL1 0.00 dB
2 F3.5 SFO1 4002130103 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
_J 4.0 GPNAM1 SINE.100
GPNAM2 SINE 100
GPZ1 10.00 %
L4.5 GPZ2 10.00 %
P16 1000.00 usec
e 5.0 F1 - Acquisition parameters
g NDO 1
O 256
SFO1 400.213 MHz
5.5 FIDRES  18.219450 Hz
— Sw 11.654 ppm
[} FnMODE aF
6.0
F2 - Processing parameters
S| 1024
] 0 6.5 SF 400.2109675 MHz
wow SINE
588 0
L7.0 LB 0.00 Hz
[ GB 0
q.an' PC 1,00
i"r 7.5 F1 - Processing parameters
8l 1024
Mc2 QF
! -8.0 SF 400.2109726 MHz
V Wow SINE
1 5S8 [
8.5 LB 0.00 Hz
GB 0
% 9.0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 i.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Espectro 14: RMN-COSY ('H-"H) do sal de amina do AC precipitado a partir do caldo de fermentagdo (D,O, 400MHz).



Através da analise dos espectros 10 a 14 foi possivel construir a Tabela 4

com os deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos para o sal de amina do

AC precipitado a partir do caldo de fermentagdo através da Reagdo Indireta R;.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos do intermedidrio

estavel AC/amina, precipitado a partir do caldo de fermentagao.

Posi¢do 8'H (m, J Hz) 8"C (BBD, HMBC COSY
HSQC)
1 (N) - - -
2 (CH) 4,95 (s) 66,1 4,93; 3,14
3 (Csp?) - 158,2 4,93; 4,19
4 (0) - - -
5 (CH) 573 (d, 3,2) 90,2 4,95; 3,56; 3,14 3,56
6 (CHy) | 3,56 (dd; 3,2, 17,2) 47,9 5,73 5,73; 3,14
3,14 (d; 17,6) 3,56
7(CO) - 182,3 4,95; 5,73; 3,56; 3,14
8 (CH) 4,93 100,4 4,95; 4,19 4,19
9 (CHp) 4,19 (m) 58,4 - 4,93
10 (COOH) - 176,9 4,95
11 (Csp?) - 58,6 (q) 1,45; 1,68
12 (CHy) 1,68 (s) 55,3 1,45; 1,05
13 (Csp’) - - -
14 (3CHa) 1,05 (s) 33,2 1,68
15 (2CHa) 1,45 (s) 29.5 1,68

Através da andlise dos espectros de RMN mono e bidimensionais
observou-se a presenga dos sinais dos hidrogénios da unidade de clavulanato em &
5,73, 4,95, 3,56, 3,14, 4,93 e 4,19 juntamente com os sinais dos hidrogénios
referentes a unidade t-octilamina em o 1,68, 1,05, 1,45 indicaram a presenga do
sal AC/amina formado. Foi possivel observar sinais de hidrogénios desblindados
referentes ao anel B-lactdmico em & 5,73 sendo um dubleto que integra para 1H,
posicionado entre os dois anéis e vizinho ao oxigénio do anel oxazolidina. Em o
4,95 e 4,93, observou-se sinais de hidrogénios vizinho ao carbono carboxilico (C-
10) e ligado a um carbono sp” da dupla ligacdo (C-8), respectivamente. Em & 4,19
observou-se um multipleto integrando para 2H ligados a um carbono sp’, mas
apresentando-se desblindado por se situar entre um carbono carbinodlico e uma
dupla ligacdo. Além destes hidrogénios, também observou-se um duplo dubleto
em & 3,56 ¢ um dubleto em & 3,14 referentes aos dois hidrogénios do C-6 sp’ do

anel [B-lactamico, vizinho a carbonila. Em 6 1,68, 1,45 e 1,05 observou-se




hidrogénios singletos de carbonos sp® referentes a unidade da t-octilamina ligada
ao clavulanato.

No espectro de RMN-"C foi possivel distinguir 15 atomos de carbonos.
Na verdade, a molécula apresenta 16 atomos de carbono, sendo que um dos
carbonos quaternarios (C-13), do tipo sp’, ndo foi observado talvez devido ao seu
longo tempo de relaxacio. Foram observados 4 carbonos com hidridagio sp® em &
182,3 (carbonila do anel B-lactdmico, C-7), & 176,9 (carbonila do grupo carboxila,
C-10), o 158,2 e 100,4 (carbonos da dupla ligagdo da cadeia lateral ao grupo
oxazolidina C-3 e C-8). Foram observados também seis carbonos entre o 90,2 e
479 referentes a carbonos sp” juntamente com os cinco grupos metila, sendo dois
dos seus carbonos em § 29,5 e trés deles em  33,2.

O H-5 em & 5,73 acoplando com o H-6 em & 3,56 indicou a presenca do
anel B- lactamico observado através do espectro de RMN bidimensional COSY
('H-"H). Neste espectro também foi possivel observar acoplamentos entre H-8 e
H-9 e entre os dois hidrogénios metilénicos H-6.

No espectro HMBC foram observadas correlagdes a longa distancia entre
C-2 e CH;-6 e CH-8; entre C-3 e CH,-9 ¢ CH,-8; entre C-5 e CH;-6 ¢ CH-2; entre
C-7 e os hidrogénios dos carbonos C-6, C-5 e C-2 para a estrutura derivada do
clavulanato, bem como as correlacdes entre os CHs-14 dos trés grupos metila (6
33,2) da amina com os hidrogénios metilénicos do CH,-12 e também os grupos
metila dos CH3-15 (6 29,6) acoplando com os hidrogénios CH,-12, para a
estrutura t-octilamina.

Nao foi possivel observar correlagdes entre o nucleo clavulanato e o
nucleo amina no experimento HMBC, porém as integrais no espectro de RMN-'H

indicaram a proporcao exata de 4tomos de H presentes na molécula estudada.



Apéndice C

4 - Espectros de RMN do clavulanato de potassio precipitado
a partir do caldo de fermentacio através da Reacio Indireta
R, — sal de amina do AC com o 2-etilexanoato de potassio
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Current Data Parameters

NAME Jaine caldosheila
EXENO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20080402
Time 14.27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG Zgeppr

TD 65536
SOLVENT D20

NS n 4

DS 0

SWH 5341.880 H=z
FIDRES 0.081511 H=z
AQ 6.1342196 sec
RG 256

DW 93.600 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 2.00000000 sec
dl2 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL ] ssa=ss=es
NUC1 1H

31 8.50 usec
PL1 0.00 dB
PL9 55.00 dB
SFO1 400.2128942 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.2109732 MHz
WOwW EM

558 o

LB 0.00 Hz
GB 0

PC 1.00

E
3

e 1 1 A L !
|
(g b1 ™ @M bt L= f2]
8 2313 S 38 [&F 3 8
S wf=1S - =|ol |6l =] =
- ool ™~ olo Qo (=] {= ]
T T T T T T T T T T T 1 T T T T
7.5 70 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 30 25 20 1.5 1.0 0.5 ppm

Scale: 0.3768 ppm/cm, 150.8 Hz/cm

Espectro 15: RMN-'H do clavulanato de potassio precipitado a partir do caldo de fermentagio (D,O, 400MHz).
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Current Data Parameters

NAME Jaine_caldosheila
EXPNO 2
PROCNO :

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20080409
Time 11.18
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BRO BB-1H
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT Dzo

NS 6703

Ds 4

SWH 23980.814 H=z
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 8192

oW 20.850 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K

Dl 0.11000000 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.01000000 sec
TDO 1
==s====== CHANNEL f]l ssssss=m
NUC1 13C

Fl 6.63 usec
PL1 -3.00 dB
SFOl 100.6429474 MHz
mmm=s=== CHANNEL {2 =sss====
CPDPRG2 waltzlé

Nucz2 11
PCPD2 120.00 usec
PL2 0.00 dB
rLi2 13.00 dp
PL13 13.00 dB
SFO2 400.2116008 MHz

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 100.6329055 MHz
Wow EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Espectro 16: RMN-">C do clavulanato de potassio precipitado a partir do caldo de fermentagio (D,0O, 100MHz).
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Espectro 17: RMN-HSQC ('H-"C) do clavulanato de potassio precipitado a partir do caldo de fermentagio (D>O, 400MHz).

T
4.5

4.0

3.5

0.5

T
0.0

ppm

200
PROCNO 1
F2 - Acquisiton Parameters
Date_
Time 18

16
SWH 4584 179 Hz
FIDRES 1.138718 Hz
AQ 04381412 sec
2048

RG

ow 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145 0000000
a0 0.00000300 sec
m 14 seC
o4 000172414 sec
an 10.03000000 sec
d13 o

sec
Da 0.00020000 soc
DELTA 0.00122300 sec
DELTAY 0.0007 1614 sec
IND 0.00002160 soc

STICNT 128
ZGOPTNS
ssnsnnas CHANMNEL M1 ssnsunss
NUCt 1H
P1 8 50 usec
ggs 17.00 usec
1000.00 usec
PLY dB

P3 11.00 usec

g:: 22.00 usec
PD2 70.00 usec

PL2 -3.00 ¢B

PL12 13.00 ¢B

SFD2 1006403902 MHz

====w= GRADIENT CHANNEL s====

GPNAM1 SINE 100

GPNAM2 SINE. 100

GPZ1 BO OO %

GPz2 2010 %

P18 1000.00 usec

F1 - Acquisibon parsmaters

NDO 2

10 2

SFO1 100.8404 MiHz

FIDRES PO 422455 He

30. PRm

SwW 230.000
FrMODE  Echo-Antiocho
F2 - Procensing paramelers
] |al'£4

5F 400.2109823 MHz
WOW

QSINE
558
La 0.00 Mz
Ga o
1.00
F1- parameters
5l thon
MC2  echo-antecho
SF 100.6328438 MHz
QSINE
SSB 2
LB 0.00 Hz
G o



PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
1 20080403
B L hoTRUM
1 PR P, v
™ |I’:ww_m
4 SOLVENT 020
. - 0 NS 74
Ds 16
SWH 5341 BBO Hz
£ 10 FIORES 1304170 H:
RG
ow 63 600 usec
20 DE 6,00 usec
TE 300.0 K
[ CNST2 1450000000
= 30 CNST13 80000000
a0 0,00000300 sec
o1 1.00000000 sec
L 40 a2 000344628 sec
0.06250000 sec
o da11 0.03000000
L. 50 il 0 00002000 sac
6 000020000 sec
2 (] 0.00002030 sec
- 60 e EL {1 ========
" s ™ NUC1 ™
P1 B8 50 usec
- 70 K 17.00 usec
1 0.00 dB
] PLO 60.00 dB
. 8o SFO1 400 2128942 MHz
=E==z=== CHANNEL 2 sssass=s
. ! ! W » - 90 gam an’c...,
oy -100 a8
100,
! — 100 6428318 MHz
F wEm— CHANNEL a==zs
GPNAM1 SINE 100
110 GPNAM2  SINE 100
GPNAM3  SINE 100
g gRi
120 4010 %
P18 1000.00 usec
- 130 F1 .;\qmw
NDO
TD 248
-140 SFO1 1006429 MHz
FIDRES 99318704 Hz
7 sw 2447,
2 L 150 FnMODE Q
—_— F2-
" - " - 160 ]
SF 400 2106949 MHz
558 ‘E'"E
4 =170 ll.:i% utam;
=9 . % PC 140
ey . i & in =180 it )
ﬁcz aF
F190 SF_ 1006328734 MHz
g g
- 200 L8 0,00 Hz
T T T T T T T T T T oa
8 7 6 5 q 3 2 1 0 ppm

Espectro 18: RMN-HMBC ('H-""C) do clavulanato de potassio precipitado a partir do caldo de fermentagio (D0, 400MHz)



Current Data Parameters
NAME  Jaine_caldosheila
100

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
'y -I. JL 1 1 Date_ 20080402
T I ppm Tima 18.16
INSTRUM spect
1.0 PROBHD 5 mm Multinuc!
* ;’gLPROG cosygppral
SOLVENT D20
F-0.5 NS 20
16
SWH 5341.880 Hz
. FIDRES 1.304170 Hz
——r - 0.0 AQ 0.3834356 sec
. RG 64
ow 93.600 usec
L o.5 DE 10.00 usec
N TE 2950 K
A do 0.00000300 sec
“ D1 1.00000000 sec
. - ‘/’ - 1.0 D11 0.03000000 sec
- 3 d12 0.00002000 sec
7 7 D16 0.00020000 sec
& = i INO 0.00018720 sec
o ======== CHANNEL | ======s==
' NUC1 &5 g H
1 . - PO .50 usec
L 2.0 P1 8.50 usec
. PL1 0.00 dB
b P PLI 50.00 dB
. - - 2.5 SFO1 4002128942 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
3.0 GPNAM1 SINE.100
— ) [7 GPNAMZ2 SINE.100
=] GPZ1 10.00 %
GPZ2 10.00 %
L 3.8 P16 1000.00 usac
ha———
F1 - Acquisition parameters
NDO 1
— ! f el $F0 502120 MH
1 400.2129 MHz
FIDRES 20.B66720 Hz
4.5 sw 13.348 gpm
> FnMODE Ql
m F2 - Processing parameters
- 5.0 st 1
SF 400,2109744 MHz
Wow SINE
S58 0
- 5.5 L8 0.00 Hz
GB 0
PC 140
- 6.0 F1 - Processing parameters
Sl 1324
MC2 QaF
. o ' - 6.5 SF 400.2109740 MHz
L wow SINE
ss8 0
L8 0.00 Hz
- 7.0 GB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 1.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Espectro 19: RMN-COSY ('H-"H) do clavulanato de potassio precipitado a partir do caldo de fermentacio (D,O, 400MHz).



Através da andlise dos espectros 15 a 19 foi possivel construir a Tabela 5 com os

deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos para o clavulanato de potassio

precipitado a partir do caldo de fermentacao através da Reagao Indireta R;.

Tabela 5: Deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos do clavulanato de
potéssio precipitado a partir do caldo de fermentacao.

Posicio 5 'H (m; J) 5 PC HMBC COSY
1(N) - - -
2 (CH) 4,96 (dd;: 0,8; 1,2) 65,5 3,13; 4,92 4,20
3 (C sp) - 157,8 4,92; 4,96; 3,55(longe) -
4(0) - - - -
5(CH) 5,73 (dd; 0,8; 2,8) 89,6 4,96; 4,92; 3,55; 3,13 3,55;3,13
6 a,b (CH,)* 3,55 (dd; 2,8, 17,2) 47,6 5,73 3,13;5,73

3,13 (dd; 0,8, 17,2) 3,55;5,73

7 (CO) - 181,8 5,73; 4,96; 3,55; 3,13 -
8 (CH sp?) 4,92 99,8 4,96; 4,20 4,20
9 (CH,-OH) 4,20 (m) 58,2 - 4,96; 4,92
10 (COOH) - 176,8 5,73; 4,96 ou 4,92

*Valores intercambiaveis

HMBC'H-"°C

( g 7

Figura 5: Correlagdes observadas no espectro HMBC 'H-"C

(176,8)




COSY'H-H (’ (
(3,13) H™
A

Figura 6: Correlagdes observadas no espectro COSY 'H-'H.

O espectro de RMN-'H apresentou 6 sinais de hidrogénios: dois duplos dubletos
em 0 5,73 e em 6 4,96; dois multipletos em 6 4,92 e 4,20 e dois duplos dubletos em &
3,55 e 3,13 estes dois referentes aos hidrogénios do grupo metilénico do anel B-
lactdmico CH;-6, que acoplam entre si com uma constante alta de 17,2 Hz. O
hidrogénio CH-5, localizado entre o anel B-lactamico e o anel oxazolidina acopla com
um dos hidrogénios CH-6 em 6 3,13 ¢ com o CH-2 & 4,96.

A anélise do espectro de RMN-">C (BBD) indicou a presenca de 8 atomos de
carbonos, sendo 4 deles com hibridagao sp2 em o 181,8, 176.,8, 157,8 € 99,8, os dois
primeiros referentes a dois atomos de carbonos carbonilico e carboxilico,
respectivamente; os outros dois em o 157,8 ¢ 99,8 referentes aos carbonos da dupla
ligacdo. Os demais atomos de carbonos situados entre & 89,6 e 47,6 apresentam
hidridagdo sp, apresentando-se desblindados devido a proximidade de heteroatomos.

O espectro de RMN COSY 'H-'H apresentou correlagdes entre CHy-6 (8 3,55 ¢
3,13) e CH-5 (8 5,73); entre CH,-9 (d 4,20) e CH-8 (0 4,92); bem como o acoplamento
homoalilico entre CH,-9 e CH-2 (5 4,96).

No espectro de RMN HMBC 'H-">C foram observadas correlagdes a longa
distancia entre o hidrogénio CH-2 e o carbono C-3 (& 157,8), C-8 (5 99,8), C-10 (&
176,8) e C-7 (5 181,8); entre o hidrogénio CH-5 e C-6 (6 47,6) ¢ C-7; entre CH,-6 ¢ C-7
e C-5 (0 89,6); entre os hidrogénios metilénicos CH,-9 e C-8; e, finalmente entre o
hidrogénio metinico CH-8 e C-2 (8 65,5), C-3 e C-10. Neste espectro também foi
possivel observar um acoplamento em W a longa distancia entre o CH-8 e o C-5. Assim
foi possivel atribuir os sinais de hidrogénios e carbonos para o clavulanato de potassio

sem ambigiiidade.



Comparacio entre os deslocamentos quimicos de H e C do AC e do AC/amina,

ambos obtidos a partir do caldo de fermentacao:

A Tabela 6 mostra os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos dtomos de

carbono do clavulanato de potassio e do sal de amina do AC, ambos obtidos a partir do

caldo de fermentagdo por Streptomyces clavuligerus. Nota-se grande similaridade entre

as partes da estrutura referente ao clavulanato para ambos os sais.

Tabela 6: Deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos do intermediario estavel
AC/amina e do clavulanato de potassio, precipitados a partir do caldo de fermentagao

Posicdo 8H(m, JHz) | 8“C | 8'H (m, JHz) §C
ClavK ClavK (Clav/amina) | (Clav/amina)
1(N) - - - -
2 (CH) 4,96 (dd; 0,8; 1,2) | 65,5 4,95 (s) 66,1
3 (Csp?) - 157,8 - 158,2
4 (0) - - - -
5 (CH) 5,73 (dd: 0,8; 2,8) | 89,6 5,73 (d, 3,2) 90,2
6 (CH2) | 3,55(dd: 2,8 17,2) 47 | 356 (dd: 3.2, 17.2) 479
3,13 (dd; 0,8; 17,2) ’ 3,14 (d; 17,6) ’
7 (CO) - 181,8 - 182,3
8 (CH) 4,92 99,8 4,93 100,4
9 (CH,) 4,20 (m) 58,2 4,19 (m) 58,4
10 (COOH) - 176,8 - 176,9
11 (Csp?) - 58,62
12 (CH,) 1,68 (s) 55,3
13 (Csp?) - -
14 (3CH;) 1,05 (s) 33,2
15 (2CH;) 1,45 (s) 29,5
H 7
= 4
6 :5 O 9 OH /
7 3 3 15 14
N 11‘ !
O / 1 -::2 | N 12 ) \1; 14
COOK

Clavulanato de potassio (ClavK)

15

Sal de amina do AC (Clav/amina)

Figura 7: Estruturas dos sais; clavulanato de potassio e sal de amina do AC.
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