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RESUMO

O é&cido clavulanico é um metabolito secundario isolado de culturas de Streptomyces
clavuligerus que possui uma atividade antibacteriana fraca, mas é um potente inibidor de -
lactamases. O uso combinado desse composto com penicilinas e cefalosporinas tem se
mostrado uma estratégia terapéutica eficiente na luta contra a resisténcia bacteriana.

Esse composto B-lactamico é produzido por fermentacdo simultaneamente com
outros intermediarios metabodlicos e sua purificacdo envolve uma série de etapas, que
incluem: adsorcéo, troca-idnica, extracdo liquido-liquido, precipitacdo e cristalizacéo.

O objetivo deste trabalho foi a investigacdo da eficiéncia de diferentes resinas na
purificacdo do acido clavulanico por adsorcdo e troca-ibnica. No entanto, como esse
composto B-lactdmico apresenta velocidades de degradacdo elevadas em solucdes aquosas,
inicialmente estabeleceu-se a faixa de pH de maior estabilidade, situada entre 4,5 e 7,5.

Os estudos cinéticos de adsorcdo em batelada mostraram que somente a resina de
troca idnica IRA400 foi eficiente na recuperacdo do acido clavulénico, a partir de solucGes
aquosas. Assim, analisou-se a influéncia de pardmetros como temperatura, concentracdo de
resina, forca iénica e pH no processo de troca-ibnica. A caracterizacdo termodinadmica do
processo foi possivel através da determinacdo da entalpia de adsorcdo por
microcalorimetria e da afinidade da resina pelo composto em questao.

Esses estudos foram importantes para o estabelecimento das melhores condigdes de
adsorcdo que podem ser empregadas na purificagdo do acido clavulanico a partir do caldo

fermentativo.



ABSTRACT

Clavulanic acid is a secondary metabolite isolated from cultures of Streptomyces
clavuligerus and presents a low antibacterial activity but is a potent inhibitor of (-
lactamases. Its use in combination with penicillins and cephalosporins has shown to be an
efficient therapeutic strategy to face bacterial resistance to antibiotics.

This B-lactam compound is produced by fermentation simultaneously with other
metabolic intermediates and its purification involves several steps: liquid-liquid extraction,
adsorption, ion-exchange chromatography, precipitation and crystallization.

In this work the performance of several resins for the purification of clavulanic acid
by adsorption and ion-exchange chromatography was investigated. However, since this -
lactam compound presents high degradation rates in aqueous solution, inicially the pH
range leading to higher stability was determined.

The adsorption studies, performed batchwise, has shown that only the Amberlite
IRA400 ion exchange resin was effective for the recovery of the clavulanic acid in aqueous
solutions. Then, the influence of temperature, resin concentration, ionic strength and pH in
the ion exchange process was analyzed. Thermodynamic characterization of the process
was achieved by the determination of the adsorption entalphy in a microcalorimetry and by
the resin affinity the target compound.

This studies were essential for the establishment of the best adsorption conditions

which could be applied for the clavulanic acid purification from the fermentation broth.



NOMENCLATURA

A Avrea superficial do adsorvente (m?/g)

C Concentracdo de acido clavulanico em solug&o no tempo t (mg/L)
Cads Concentracdo de acido clavulanico adsorvida no tempo t (mg/L)
C'as  Concentracdo de acido clavulanico adsorvida no equilibrio (mg/L)
Co Concentracdo inicial de &cido clavulanico (mg/L)

Caesorv  Concentragdo de &cido clavulanico dessorvida no tempo t (mg/L)
Ci Concentracdo iénica (mol/L)

Cres Concentracdo de resina (g/L)

Mac Massa de acido clavulanico (mg)

Mres Massa de resina (g)

H Entalpia (KJ/mol)

k Constante de velocidade global de hidrélise (h™)

ki Constante de velocidade de adsorgdo em condicdes de adsorgdo (h™)

K Constante de velocidade de adsorgéo aparente em condicdes de adsorcéo (h™)
ko Constante de velocidade de dessorcdo em condicdes de adsorcéo (h™)

Ks Constante de velocidade de dessorcdo em condicdes de dessorcdo (h™)

Ky Constante de velocidade de adsorgdo em condicdes de dessorcdo (h™)

Kads Constante de equilibrio de adsorcéao
Kes Constante de equilibrio de dessor¢éo
q Massa de cido clavulanico adsorvida por unidade de adsorvente (mg/g)

Omax Massa de &cido clavulanico maxima adsorvida por unidade de adsorvente (mg/g)

Q Quantidade de calor liberada ou absorvida num processo (J)
t Tempo (min; h)

ti/ Tempo de meia vida (h)

T Temperatura (°C)

z Carga do ion

o Afinidade da resina pelo acido clavulanico (L/m?)

m Forga ibnica do meio (mol/L)
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Introducao 1

1. INTRODUCAO

Uma das maiores restricdes a acdo bioldgica dos antibiéticos B-lactamicos deve-se a
ocorréncia de B-lactamases que inativam esses compostos através da hidrélise do anel -
lactamico.

Desde que a eficacia clinica desses compostos é largamente determinada por sua
susceptibilidade a hidrdlise, o surgimento de um ndmero cada vez maior de bactérias
produtoras dessas enzimas levou a busca por antibi6ticos semi-sintéticos mais potentes.
Além do desenvolvimento desses compostos, 0 uso de inibidores de B-lactamases tem se
mostrado uma estratégia terapéutica eficiente na luta contra a resisténcia bacteriana.

O é&cido clavulanico € um eficiente inibidor de B-lactamases que possuem serina em
seu sitio ativo (Baggaley et al., 1997), potencializando, assim, a atividade antibacteriana de
penicilinas e cefalosporinas.

A producdo industrial desse inibidor € normalmente realizada utilizando-se meios de
cultura complexos e através de cultivos submersos de S. clavuligerus. Durante o processo,
outras substancias (cefamicina C, desacetoxicefalosporina C, penicilina N, etc) também
podem ser produzidas, dependendo das condicBes utilizadas, e a purificagdo do &cido
clavulanico a partir do caldo fermentativo envolve diversos processos. A primeira etapa
baseia-se na clarificacdo do meio por filtragdo ou centrifugacdo, seguida por adsorcéo ou
extracdo liquido-liquido, com um solvente organico. Posteriormente, a purificacdo final é
conseguida através de cromatografia de troca-ionica (Videira e Aires-Barros, 1994).

Como a viabilidade econémica dos processos biotecnolégicos ndo depende somente
de inovagdes no processo de produgéo, provenientes de avancos na biologia molecular,
imunologia e microbiologia, deve-se buscar meios para Se otimizar 0S processos de
recuperacdo e purificacdo do produto (Bautista et al., 1999).

O acido clavulanico ndo possui nenhum grupo fortemente hidrofébico e apresenta
velocidades de degradacdo elevadas em regiGes basicas (pH>7,5) e &cidas (pH<4,5)
(Bersanetti et al., 2000). Isso leva a rendimentos de recuperagdo baixos, durante os
processos de purificagdo, quando comparado a outros compostos B-lactamicos (Mayer et
al., 1997).
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Desta forma, para se otimizar os processos de purificagdo do acido clavuléanico
deve-se ter um conhecimento da sua cinética de decomposicdo, que é de grande interesse
também durante o préprio processo fermentativo. Além disso, a busca de meétodos
eficientes para o isolamento deste composto também devem ser investigados.

O acido clavulénico sofre ionizacdo em solucdes aquosas e assim pode-se empregar
resinas de troca ibnica, carregadas positivamente, para sua recuperacdo a partir do caldo
fermentativo.

Outra possibilidade para o isolamento e purificacdo deste composto B-lactamico é a
cromatografia de fase reversa com supressdo ionica, conseguida pelo ajuste do pH da fase
movel, ou com a utilizacdo de contra-ions (Riley, 1997). Mayer et al. (1996 e 1997)
estudaram a purificacdo de &cido clavulanico, empregando sais de aménio quaternério
como ion par. Assim, a utilizacdo de outros tipos de contra-ions, como por exemplo, 0s
aminoacidos também pode ser investigada.

Levando-se em consideracdo a existéncia de inimeras técnicas para a separacdo de
compostos organicos, estudos cinéticos e termodinamicos do processo de adsor¢do do acido
clavulanico sdo de grande importancia para o estabelecimento e otimizagéo de condi¢des e

etapas para sua separacao e ou purificacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antibioticos e metabolismo secundéario

A época logo ap6s a Segunda Guerra Mundial foi um periodo ativo no
desenvolvimento de processos fermentativos para producdo de antibidticos, que séo
definidos como metabdlitos secundarios (Chaubal et al., 1995).

Um metabdlito secundario € um produto que parece ndo ter uma funcdo oObvia no
metabolismo celular. Estes compostos ndo sdo produzidos durante a fase log de
crescimento do microrganismo (trofofase), como acontece com os metabdlitos primarios
que sdo essenciais para 0 metabolismo celular e incluem: aminoacidos, nucleotideos,
proteinas, lipideos, &cidos nucleicos, carboidratos, etc. Ao contrario disto, os metabolitos
secundarios sdo produzidos durante a fase estacionaria (idiofase) e séo elaborados, a partir
dos intermediérios e produtos do metabolismo priméario (Stanbury e Whitaker, 1984). A
Figura 1 (Madigan et al., 1997) ilustra processos tipicos de producdo de metabdlitos

primarios e secundarios.

celulas
Metabolistno alcool b
Primario
(&)
tempo
Trn:nfn:nfase| ldiofase
-
i ..
Metabiolizmo células
Secundario I
(= \
penicilina

tempo

Figura 1. Diferenca bésica entre metabolismo primério e secundério. (a) Metabolismo primario: formacéo de
alcool a partir de acucar por leveduras. (b) Metabolismo secundério: formacg&o de penicilina a partir de agucar,
mostrando a separacdo entre a fase de crescimento (trofofase) e a fase de producéo (idiofase).
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Dos metabdlitos secundarios produzidos industrialmente, provavelmente os mais
importantes sdo 0s antibioticos. Esses compostos sdo agentes antimicrobianos, elaborados
por seres vivos e capazes de agir em peguenas concentracdes (Lacaz, 1975).

Industrialmente os antibidticos sdo produzidos principalmente por fungos
filamentosos e por bactérias do grupo dos actinomicetos e, como existe um grande nimero
destes metabdlitos secundarios quimicamente relacionados, estes sdo agrupados em

familias, como aparece ilustrado na Tabela 1 (Madigan et al., 1997).

Tabela 1. Classificagdo de antibidticos de acordo com suas estruturas quimicas e alguns exemplos.

Familia Exemplos
Antibioticos contendo carbohidratos Streptomicina, Vancomicina
Lactonas macrociclicas Eritromicina, Rifamicina, Tetranactina
Quinonas e antibioticos relacionados Tetraciclina, Adreamicina, Mitomicina
Antibioticos peptidicos Penicilina, Bacitracina, Actinomicinas

Antibioticos heterociclicos contendo nitrogénio Polioxinas

Antibioticos heterociclicos contendo oxigénio Monensina

Antibidticos aromaticos Cloranfenicol, Griseofulvina
Antibidticos alifaticos Fosfomicinas

Antibioticos quinolinicos Norfloxacina, Ciprofloxacina

Os antibioticos podem atuar sobre os microrganismos de diversas maneiras (Tabela
2). Os principais pontos de acao incluem:

1) Inibicdo da sintese da parede celular;

2) Lesdo da membrana citoplasmatica;

3) Interferéncia na sintese de proteinas;

4) Interferéncia na sintese de acidos nucléicos.

Assim, a toxicidade desses agentes esta relacionada com as diferencas entre a
estrutura e a composicao quimica das células procaridticas e eucariéticas (Pelczar et al.,
1996).

Dentre os metabdlitos secundarios, os compostos B-lactamicos representam, ainda

hoje, um dos grupos de farmacos mais importantes, sob o ponto de vista terapéutico e
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comercial. Aproximadamente 60% do mercado mundial dos antibidticos é relativo a
comercializagcdo dos compostos B-lactamicos, principalmente penicilinas e cefalosporinas
semi-sintéticas, derivadas dos compostos naturais penicilina G e cefalosporina C (Mayer et
al., 1996).

Tabela 2. Modo de acdo de alguns antibi6ticos.

Mecanismo de Agéo Antibioticos
Sintese da parede celular B-lactamicos, Bacitracina
Estrutura da membrana citoplasmatica Polimixinas
Metabolismo do &cido fdlico Sulfonamidas
Sintese de proteinas (inibidores 50S) Eritromicina, Cloranfenicol, Lincomicina
Sintese de proteinas (inibidores 30S) Tetraciclinas, Estreptomicina, Amicacina
Sintese de proteinas (t-RNA) Puromicina
DNA girase Novobiocina

2.2. Compostos B-lactamicos

Os antibidticos p-lactdmicos que incluem as penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos, carbapenens e clavams s&o assim denominados pois possuem um anel 3-
lactdmico, como parte de um sistema de anéis heterociclicos (Pelczar et al., 1996).

Essa familia de antibidticos é dividida em cinco grupos principais (Tabela 3), de
acordo com suas caracteristicas estruturais (Madigan et al., 1997). Todos estes compostos,
com excecdo dos monobactamicos, sdo formados por um sistema biciclico de anéis.

Tais substancias compreendem uma das maiores classes de agentes antibacterianos e
exercem seus efeitos letais através da interferéncia na maquinaria metabdlica, responsavel
pelo crescimento e desenvolvimento da parede celular bacteriana (Charnas e Knowles,
1981). O alvo desses compostos p-lactamicos € a reacdo de transpeptizacdo, envolvida na
etapa de formacdo das ligacBes cruzadas durante a biossintese do peptidoglicano. Como
essa reacdo s6 acontece em bactérias, esses antibioticos possuem alta especificidade e baixa
toxicidade (Madigan et al., 1997).
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Tabela 3. Estruturas basicas de compostos p-lactamicos de ocorréncia natural e os principais
microorganismos produtores desses antibidticos. As posicoes moleculares onde ocorrem substituicGes
guimicas séo indicadas por R.

Estruturas quimicas basicas Antibioticos Principais espécies produtoras
Penam .
Penicillium chrysogenum
ﬁ H S CH Aspergillus nidulans
R—C-N CH3 Penicilinas Cephalosporium acremonium
N 8 Streptomyces clavuligerus
= COOH
Ceph-3-em
o R Cephalosporium acremonium
e i S . Nocardia lactamdurans
R—C-N Cefalosporinas .
4 Streptomyces clavuligerus
= = CH,R
COOH
Clavam
N Acido clavulanico Streptomyces clavuligerus
_ .
Carbapenem
R + Tienamicinas Streptomyces cattleya
| | Acidos olivanicos Streptomyces olivaceus
= OOH
Monolactam
0 R Gluconobacter sp.
Nl H Monobactimicos Chromobacterium violaceum
R—C-N Pseudomonas acidophila
N Pseudomonas mesoacidophila
= SO,H Acetobacter sp.
Flexibacter sp.
0 OH
l H
R—C-N
):/ N .. . . .
OOH Nocardicinas Nocardia uniformis

Assim, a atividade bioldgica dessas substancias é devida a sua ligacdo a um residuo
de serina do sitio ativo de um grupo de enzimas (PBP), que servem para completar a sintese
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da parede celular bacteriana, através da formacdo de ligagdes cruzadas, entre as cadeias de
peptidoglicano. Como as células de mamiferos ndo possuem esse componente de parede
celular, os antibi6ticos B-lactamicos geralmente tém uma razdo entre efeito terapéutico e
efeito toxico muito favoravel (Pitarch et al., 1998).

A resisténcia bacteriana ao efeito letal desses compostos tornou-se um problema
clinico 6bvio e pode ter diferentes origens. A causa prevalecente deriva da producdo pela
bactéria de uma enzima denominada p-lactamase, como mecanismo de defesa contra o0s
antibioticos B-lactdmicos (Cartwright e Coulson, 1979). No final de 1940 e inicio de 1950,
0 uso indiscriminado da penicilina G acarretou um decréscimo dramatico na
susceptibilidade de Staphylococcus a este antibiotico, devido a producdo dessa enzima
(Baggaley et al., 1997).

As B-lactamases (EC 3.5.2.6) sdo enzimas de origem bacteriana, produzidas
principalmente por linhagens de Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas,
Enterobacter e Staphylococcus (Cole et al., 1985), que atuam hidrolisando a ligacdo C-N
do anel B-lactamico de penicilinas (Figura 2) e cefalosporinas (Figura 3) (Ross e
O’Callaghan, 1975). Assim, antes que estes antibidticos possam atuar na carboxipeptidase
ou transpeptidase das bactérias (Frau et al., 1994), sdo gerados respectivamente 0s acidos
penicilbico e cefalospoérico que ndo possuem atividade (Charnas e Knowles, 1981).

H H
RCONH - ':' RCONH 1 S
\>< +H20 - \><
= N ‘. = H .,
“ CO2H O:H ~ CO2H
Penicilina Acido Peniciléico

Figura 2. Reacdo de hidrdlise de uma penicilina genérica.

H
R1-CO-N

H
N = + HpO ——>
=
%cHZRZ 4 |'_\|| = CH2R2
COO0 - 0O
H COO -

Cefalosporina Intermedidrio instavel

|

Produtos de quebra

Figura 3. Reacdo de hidrélise de uma cefalosporina genérica.
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Devido ao grande numero de B-lactamases existentes, elas foram classificadas por
diversos pesquisadores, de acordo com a similaridade de sequéncia, seletividade pelos
diferentes substratos e outros parametros bioquimicos. A classificacdo de Ambler separa as
metaloenzimas (Classe B), daquelas que possuem um residuo de serina nucleofilico no sitio
ativo, as quais foram divididas em trés classes (Tabela 4). As enzimas da Classe A séo
normalmente seletivas para penicilinas, enquanto as 3-lactamases da Classe C hidrolisam as

cefalosporinas mais rapidamente do que as penicilinas (Baggaley et al., 1997).

Tabela 4. Classificacdo das B-lactamases de acordo com Ambler et al.

Classe Espécie Sitio Ativo Microrganismos produtores
A penicilinases Residuo de Ser Staphylococcus aureus
Escherichia coli
B metaloenzimas Metal (Zn) Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
C cefalosporinases  Residuo de Ser Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
D oxacilinases Residuo de Ser Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

A eficiéncia clinica dos antibioticos B-lactamicos é largamente determinada por sua
susceptibilidade a hidrolise, catalisada por essas enzimas. Desta forma, a proliferacdo de
bactérias produtoras de p-lactamases levou a busca de antibidticos que tivessem tanto
resisténcia a hidrolise quanto eficiéncia (Fisher et al., 1978).

Este problema foi originalmente enfrentado pelo desenvolvimento de antibidticos f3-
lactdmicos que fossem menos susceptiveis a acdo das B-lactamases. Isso foi conseguido
pela alteracdo da natureza da cadeia lateral da penicilina G e cefalosporina C (Baggaley et
al., 1997), através do uso de métodos quimicos associados a fermentacdo tradicional,
levando a producdo dos antibioticos semi-sintéticos. O material de partida, no caso das
penicilinas, € a penicilina G (produzida por fermentacdo). Este composto €, entdo, quebrado
guimicamente ou enzimaticamente e o nucleo 6-APA resultante pode ser acoplado a
diversas cadeias laterais, 0 que leva a formacdo das penicilinas semi-sintéticas. De forma
semelhante, um grande numero de cefalosporinas foram produzidas, a partir da

cefalosporina C (Figura 4) (Baggaley et al., 1994).
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H
R1-CO-N
RCON S
H \><
N~
= N~ ~ CH, R
|t “COzH . ,COgH
residio anel 1 anel L Fasiio T ARl T aAr T
\ariave lazolidina variael  lactamico dihidrotiazina
Grupo R Grupo R1 Grupo R2
CHr—  _NY
@7&'2— @ NO
Benzilpenicilina ou Penicilina G Cefaloridina
CH3 ‘
CHNH3 H
OCH3
Meticilina Cefalexina
‘ NH
HO CH |T 3 ©
‘ —C H o) ﬂ; CH
\/\/ —C—
NH2 3
COO-
Amoxicilina Cefalosporina C
CH3
—
N ,O
N
Cl
Cloxacilina

Figura 4. Estrutura dos grupos R de penicilinas e cefalosporinas mais comuns.

Além do desenvolvimento desses antibidticos semi-sintéticos, o uso de inibidores de
B-lactamases tem se mostrado uma estratégia terapéutica eficiente na luta contra a

resisténcia bacteriana (Fisher et al., 1978).

2.3. Acido clavulanico
Investigando-se culturas de Streptomyces clavuligerus observou-se, dentre 0s

diversos metabdlitos produzidos por este microrganismo, um composto com atividade
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inibitoria de pB-lactamases pronunciada, o qual foi denominado acido clavulénico (Reading
e Cole, 1977).

O acido clavulanico (CgHgNOs) é um composto [B-lactdmico estruturalmente
diferente das penicilinas e cefalosporinas, ja que possui um atomo de oxigénio no lugar do
atomo de enxofre e um grupo hidroxietilideno no carbono 2, ndo possuindo o grupo
aminoacil no carbono 6, tipico daqueles antibioticos (Reading e Cole, 1977). Assim, sua
estrutura quimica consiste de um anel pB-lactdmico fundido a um anel oxazolidina (Figura
5).

Figura 5. Estrutura quimica do &cido clavulanico.

Essa substancia apresenta uma atividade antibacteriana fraca, mas é um potente
inibidor de uma ampla faixa de B-lactamases que possuem serina em seu sitio ativo
(Baggaley et al., 1997). Assim, seu uso combinado com certas penicilinas, como por
exemplo, a amoxicilina, resulta em sinergismo competitivo que expande o espectro de
atividade da penicilina (Abdel-Moety et al., 1989). Essa combinacdo vem sendo utilizada
com sucesso no tratamento de infecgOes bacterianas nas quais 0 microrganismo patogénico
é resistente aos antibioticos p-lactamicos (Eckers et al., 1996).

Diversas evidéncias cinéticas demonstraram que existem trés vias possiveis de
interagcdo do &cido clavulanico, ligado a um sitio ativo de uma p-lactamase de Escherichia
coli (Charnas et al., 1978; Fisher et al., 1978; Charnas e Knowles, 1981; Reading e Farmer,
1981):

- 0 inibidor é destruido cataliticamente pela enzima, assim como ocorre com outros
compostos p-lactamicos;
- aenzima é inibida reversivelmente;
- aenzima é inibida irreversivelmente.
A complexidade quimica e cinética da interacdo desse inibidor com a B-lactamase

TEM-2 requer a formulagdo de diversas rotas para a formagdo da enzima inativa. Um
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esquema minimo, consistente com os resultados cinéticos e com a existéncia de trés

espécies distintas da forma da enzima inativa, € apresentado na Figura 6.

NH,OH

E-i E-i E-i”

v
E+C «4—» EeC—>» AE—» E+ P

Figura 6. Esquema minimo da interagdo do acido clavulanico com a B-lactamase TEM-2 (E = enzima livre, C
= ac.clavulanico, EeC = complexo de Michaelis, A-E = intermediario acil-enzima, E-t = enzima inibida
transitoriamente, P = produtos da quebra hidrolitica do acido clavulanico, E-i = forma inativada da enzima
que pode ser reativada por hidroxilamina, E-i’ e E-i” = formas inativadas da enzima que sdo inertes a
hidroxilamina).

Consistente com a demonstracdo de que a reacdo catalisada pela B-lactamase
procede via acil-enzima, torna-se claro que o &cido clavulanico primeiramente atua
acilando a enzima (Figura 7). Foi também verificado, através de estudo semelhante com o
acido 9-desoxiclavulanico, que o grupamento alcool da molécula de &cido clavuléanico é

irrelevante para sua interacdo com a enzima (Charnas e Knowles, 1981).
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Figura 7. Colapso do intermediério tetraédrico formado pelo ataque da p-lactamase ao anel B-lactamico do
acido clavulanico com formacéo da acil-enzima (A).
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Como mostrado na Figura 7, a primeira forma da enzima acilada € a imina A, que é
convertida de forma reversivel na enzima inativada transitoriamente (E-t). A caracteristica
mais notdvel da enzima inibida reversivelmente € a sua intensa absorcdo de luz em
comprimentos de onda proximos a 280 nm, o pode ser atribuido ao grupo B-aminoacrilato
(-C=C-N-) (Charnas et al., 1978). Assim, a formacéo de E-t, a partir da acil-enzima (A-E),
envolve a tautomerizacdo da imina A, formando uma enamina cromofdrica mais estavel
(Figura 8).

o

L OH
acilacdo Q AN desacilagéo
——— O— N E—
o)
| 00~

W

A Niativagéo

acil-enzima

|
O{\H\}IOH
| 00

WM B

o

enzima transitoriamente inibida

Figura 8. Formacdo da acil-enzima a partir do acido clavulénico e da B-lactamase e sua posterior conversdo
para a forma da enzima inibida reversivelmente.

Quanto a enzima inibida irreversivelmente, foram constatadas trés espécies(E-i, E-i’
e E-i”). As principais diferencas entres essas formas sao apresentadas na Tabela 5 (Charnas
e Knowles, 1981).

Tabela 5. Caracteristicas principais das trés espécies da enzima inibida irreversivelmente pelo clavulanato.

Espécie Caracteristicas
Possui grupo cromdforo a 280 nm
E-i Possui todo o esqueleto da molécula de clavulanato unida a enzima

Reage com hidroxilamina regenerando a enzima ativa

N&o possui grupo cromdforo a 280 nm
Possui menos da metade do esqueleto da molécula de clavulanato

Possui 0 menor valor de pl
Possui todo o esqueleto da molécula de clavulanato unida a enzima
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Essa atividade inibidora de -lactamases torna o &cido clavulanico um composto de
grande interesse, principalmente para industrias farmacéuticas e estudos tém sido realizados
para a elucidacdo da rota biossintética desse composto. Experimentos com nutrientes
radioldbeis mostraram que a arginina e a ornitina séo eficientemente incorporados durante a

sintese do &cido clavulanico (Figura 9) (Ives e Bushell, 1997).

Triptofano

[Via do Shikimato Glicerol

Acido clavulanico <

* Precursor

Glicose H—'

[valine 14—
v
[ o-Oxo-B-metilbutirato < Piruvato

Precursor C5

Aspartato
Ciclo ATC

Arginina Ornitina ]
T ,
Ciclo da uréia
4>[ a-oxoglutarato

Glutamato

Figura 9. Esquema biossintético postulado para a sintese do acido clavulanico, ilustrando o maior fluxo de
carbono (muitas etapas intermediarias foram omitidas). As setas largas indicam os fluxos que competem com
a producdo do &cido clavulanico as quais sdo influenciadas por aminoacidos.

]

Citrato

Oxaloacetato

Citrulina

O entendimento da biossintese desse inibidor é util para a otimizagdo da sua
producdo, bem como o entendimento das suas propriedades quimicas, o que pode auxiliar o
estudo dos processos de recuperacao deste composto, a partir do caldo fermentativo.

A baixa estabilidade em solugbes aquosas e a auséncia de grupos fortemente
hidrofobicos sdo as duas principais propriedades quimicas do &cido clavulanico que devem

ser exploradas na busca de melhorias nos rendimentos do processo de producéo.
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2.4. Hidrdlise dos compostos B-lactamicos

A velocidade de degradacdo dos compostos p-lactdmicos € de grande interesse na
sintese de derivados destes compostos e principalmente no processamento do caldo
fermentativo. Desta forma, tém sido realizados estudos sobre a estabilidade de varios
compostos B-lactamicos em solugbes aquosas, como a cefalosporina C (Konecny et al.,
1973), aztreonama e nocardicina A (Méndez et al., 1992), cefaloridina (Vilanova et al.,
1993), cefotaxima (Vilanova et al., 1994), cefaclor (Vilanova et al., 1996) e cefdinir
(Okamoto et al., 1996).

A hidrdlise de qualquer composto nada mais é do que uma reacdo homogénea em
solucdo, na qual a 4gua participa como um dos reagentes. As rea¢des hidroliticas podem ser
catalisadas por &cidos ou por bases e nessas catalises a molécula de agua, devido a sua
natureza anfotérica, pode funcionar tanto como acido, doando prétons, quanto como base,
recebendo prétons, como é mostrado no esquema abaixo (Laidler, 1950; Morrison e Boyd,
1994):

HO+SH << Hi0'+S
S+H;0 < SH+ OH

A decomposicdo dos compostos B-lactdmicos, devida ao ataque de moléculas de
agua ou de ions hidroxila ao grupo carbonila do anel, segue uma cinética de pseudo
primeira ordem, obedecendo a seguinte equacdo (Latham, 1974; Levenspiel, 1974; Moore,
1976):

% =kC (Eq. 1)

E interessante ressaltar que a velocidade de quebra do anel B-lactdmico esta
estritamente relacionada com a estrutura quimica do respectivo composto (Llinas et al.,
1998), com a concentracio de ions H* e OH presentes em solucgdo (Laidler, 1950) e com a
temperatura.

De acordo com Llinas et al. (1998), apesar da semelhanca estrutural entre as
penicilinas e as cefalosporinas, suas curvas das constantes de velocidade (k) em funcéo do

pH mostram diferencgas claras. Enquanto para as penicilinas essas curvas tém a forma de



Revisdo Bibliogréafica 15

um V, para as cefalosporinas mostram um comportamento em U, uma vez que, esses

ultimos compostos mostram uma reagdo espontanea ou independente do pH (Figura 10).

Benzilpenicilina

Log kint/s-1
i
|

-5 Cefaloridina

N
0 1112 13

Figura 10. Gréfico de log k;, em funcdo do pH para a degradacdo da benzilpenicilina e cefaloridina em
solugdo aquosa a 35°C e forga idnica de 0,5 mol.L™, onde ki corresponde a constante de velocidade de
pseudo primeira ordem (s%).

A molécula de acido clavuléanico apresenta um Unico sitio susceptivel ao ataque por
ions hidroxido OH™ e pela molécula de &gua: o grupo carbonila do anel B-lactdmico.
Diferentemente, a cefalosporina C possui trés sitios capazes de sofrer hidrélise: o grupo
éster da cadeia lateral, um grupo amida da cadeia aminoadipica e o anel B-lactdmico (1, 2 e
3 na Figura 11) (Konecny et al., 1975), enquanto a cefotaxima sofre ataque hidrolitico em
dois pontos de sua molécula (1 e 2 na Figura 11) (Vilanova et al., 1994).

Figura 11. Pontos passiveis de hidrolise na molécula de uma cefalosporina genérica.

E bem conhecido que as penicilinas sio degradadas em solucéo alcalina, produzindo

0 &cido penicildico correspondente e que este ultimo sofre epimerizacdo no carbono 5,
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qguando em solucgéo aquosa. No entanto, estudos envolvendo as estruturas dos produtos e o
mecanismo de degradacdo do &cido clavulanico sdo raros. Um provavel mecanismo de
decomposicdo em solucao alcalina (Figura 12) foi proposto por Haginaka et al. (1985) e a
primeira etapa inicia-se com o ataque do ion hidroxila ao anel B-lactamico da molécula de
clavulanato (I). Como o produto formado pela clivagem do anel é instavel, quando
comparado aos acidos penicildicos, imediatamente ocorre a fissdo da ligacdo C-O do anel
oxapenam. O produto resultante (I1) é entdo descarboxilado para produzir o acido 8-
hidroxi-6-ox0-4-aza-2-octendico (IV) ou sofre eliminacdo de uma molécula de acido
formilacético, formando o acido 2-amino-5-hidroxi-3-oxopentanoico (I11). Esta etapa de
reacao é seguida por uma eliminacéo hidrolitica do acido formilacético de IV e/ou por uma
descarboxilagdo de Il1l, ambas produzindo o 4-amino-3-oxobutanol (V) como um
intermediario chave. A dimerizacdo de V leva a um derivado dihidropirazinico (VI) e uma
oxidacdo espontanea deste composto, na presenca de ar, pode produzir o composto VII. O
ataque de moléculas de formaldeido, é&cido formilacético e acetaldeido levam
respectivamente aos derivados pirazinicos VIII, 1X e X. E importante ressaltar que esses
produtos da degradacdo do clavulanato ndo possuem atividade bioldgica.

2.5. Fermentacao e processos de separacao e purificacdo
Qualquer processo fermentativo pode ser caracterizado genericamente por seis
etapas basicas:

1) Formulagdo do meio de cultura para ser usado durante o desenvolvimento do
inéculo;

2) A esterilizagdo de meios, fermentadores e equipamentos auxiliares;

3) Obtencdo de uma cultura pura e ativa em quantidade suficiente para inocular o
fermentador;

4) O crescimento do microrganismo no fermentador sob condicGes étimas para a
formac&o do produto;

5) A extracdo do produto e sua purificacao;

6) O descarte dos efluentes produzidos pelo processo.
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Figura 12. Mecanismo de formacéo de derivados pirazinicos do clavulanato em solugdo alcalina.

As inter-relacfes entre essas seis etapas basicas sdo apresentadas na Figura 13.
Antes que um processo fermentativo seja estabelecido, um microrganismo produtor deve
ser isolado, modificado para que produza o metabolito desejado em quantidades

satisfatorias e seus requerimentos nutricionais devem ser determinados. O desenvolvimento
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do processo deve envolver uma melhoria continua do organismo envolvido no processo, do

meio de cultura e dos processos de extracao e purificagdo (Stanbury e Whitaker, 1984).

Desenvolvimento do indculo
| Biomassa
# I——| — Separagio das células
Cultura Frasco Fermentador
estoque agitado alimentacao / |——|
Esterilizacdo do meio Fermentador Sobrenadante

1/

Formulacdo do meio
T Extracdo do Produto
Materiais p/ preparo do meio

Purificacdo do produto Tratamento do efluente

Produto Final

Figura 13. Representacdo esquematica geral de um processo fermentativo tipico.

A medida que um processo fermentativo se desenvolve, o produto vai sendo

formado e acumulado. Este acumulo raramente se da na fase lag, comecando normalmente

na fase logaritmica (metabdlitos primarios), ou entdo podendo coincidir com a fase

estacionaria ou de declinio (metabolitos secundarios). Em qualquer caso, ha uma curva

tedrica, correspondente ao aumento da producdo do metabdlito, até um maximo e posterior

declinio. As industrias ndo podem se ater exclusivamente ao rendimento maximo, uma vez

que, 0 maximo de producdo econdmica nem sempre coincide com o maximo de producédo

técnica. Atingir este maximo, ou ultrapassa-lo, pode acarretar dificuldades na recuperacao

do produto desejado, além de causar uma alta do custo industrial com o aumento do tempo
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de fermentagédo. Este aumento de custos deve-se aos maiores gastos de energia, aeracao,
nutrientes, anti-espumantes, mao-de-obra e outros, podendo ser mais elevados que a receita
do produto, quando recuperado em um estagio menos avangado.

Atingindo-se 0 maximo rendimento comercial, com a observacdo dos cuidados
especificos para cada processo fermentativo, inicia-se a fase de separagdo do produto, a fim
de apresenta-lo da forma mais pura possivel para o tipo particular de consumo ao qual se
destina (Lima, 1975).

A maioria desses bioprodutos séo substancias sensiveis e, portanto, suas estruturas e
atividades bioldgicas podem ser preservadas somente sob condi¢des especificas do meio.
Assim, os métodos para a recuperacdo e/ou purificacdo destes compostos devem ser
adaptados as suas estruturas labeis e aos limites de estabilidade, em relagdo a temperatura,
forca i6nica e pH (Schmidt-Kastner e Golker, 1987).

A producdo industrial do acido clavulanico é normalmente realizada utilizando-se
meios de cultura complexos e através de cultivos submersos de Streptomyces clavuligerus,
em biorreator tipo tanque agitado e aerado, sendo a proteina de soja um importante
nutriente para a biossintese desse composto (Butterworth, 1984). De acordo com Videira e
Aires-Barros (1994), a separacdo e a purificacdo sdo conseguidas através de filtracdo ou
centrifugacdo, para separacdo das células e produtos insollveis, seguida de etapas de
adsorcdo ou extracdo liquido-liqguido com um solvente organico, a fim de se eliminar os
principais contaminantes presentes em solucdo. Posteriormente, a purificacdo fina €

conseguida através de cromatografia de troca-ionica (Figura 14).

Fermentacdo em meio complexo por culturas submersas de
S. clavuligerus em biorreator agitado e aerado

|

Clarificagcdo do meio (filtragcdo ou centrifugacao)

v

Adsorg¢éo ou extracao liquido-liquido

v

Purificacdo por cromatografia de troca-idnica

Figura 14. Esquema da producdo industrial do &cido clavulanico.
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A purificacdo de substancias por cromatografia é baseada na alta seletividade deste
procedimento. A separacdo dos componentes, presentes na mistura ou extrato bruto, €
conseguida através das diferencas nas intensidades ou energias das interacdes dos diversos
componentes com a fase estacionaria. Assim, existem varios tipos de cromatografia, de
acordo com a natureza das forcas de ligacdo e com o principio de separacdo (Tabela 6)
(Schmidt-Kastner e Golker, 1987).

Tabela 6. Caracteristicas dos principais processos cromatograficos.

Técnica Principio de acéo Separacédo de acordo com
Cromatografia de adsorcao InteracGes superficiais Afinidade com a superficie
Cromatografia de troca-idnica InteracBes idnicas Carga
Cromatografia de excluséo Difusdo nos poros Tamanho molecular
Cromatografia de afinidade Adsorcao bioespecifica Estrutura molecular
Cromatografia de particéo Equilibrio de particéo Polaridade

Juntamente com a alta seletividade, outra vantagem das técnicas cromatogréaficas
consiste na utilizacdo de condicBGes brandas de reacdo. Em geral, essas separa¢es sao
realizadas sob temperatura ambiente e em solu¢fes tamponadas (Schmidt-Kastner e Golker,
1987).

As separacGes cromatograficas por adsorcdo ou troca-ibnica permitem que 0S
componentes, presentes no caldo fermentativo, sejam seletivamente distribuidos entre uma
fase movel e uma fase estacionaria, como resultado de diferentes interac6es fisico-quimicas
das substancias dissolvidas na mistura com o adsorvente.

A adsorc¢do é uma forma de cromatografia sélido-liquido usada desde 1906, na qual
as moléculas de soluto e de solvente competem pelos sitios de ligacdo na superficie do
adsorvente. Sendo assim, para ser retida, uma molécula de soluto deve ocupar o lugar de
uma molécula de solvente. Se o adsorvente € um material polar (cromatografia de fase
normal), as moléculas apolares tém pouca afinidade pelos sitios de ligac&o e, por isso, sdo
fracamente retidas, enquanto que as moléculas com grupos funcionais polares ou capazes
de formar pontes de hidrogénio possuem uma forte afinidade pela superficie do adsorvente.
Ja os compostos polarizaveis e outros com elétrons  conjugados sofrem interacdes dipolo-
dipolo induzido, sendo que o grau de retencdo depende da capacidade de polarizacdo da

molécula. Por outro lado, com os adsorventes apolares (cromatografia de fase reversa) as
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interagBes intermoleculares dominantes sdo as forcas de London e desta forma, as
substancias polares e polarizaveis sdo fracamente retidas (Sewell e Clarke, 1997).

A cromatografia de fase reversa € um método importante para o isolamento e a
purificacdo de produtos quimicos e farmacéuticos, a partir de misturas liquidas. As
separacdes em escala industrial de certos produtos biotecnolégicos de compostos de
estruturas similares, presentes em caldos fermentativos, sdo conseguidas atraves de
adsorcdo seletiva, utilizando-se copolimeros de poliestireno-divinilbenzeno (Casillas et al.,
1992). Dentre estes adsorventes polimericos, as resinas da série Amberlite XAD tém sido
muito empregadas na anélise e separacdo de compostos organicos. As resinas XAD2 e
XAD4 apresentam propriedades apolares e hidrofobicas, mas diferem na area superficial e
no didmetro de poros. Os adsorventes XAD7 e XAD8 sdo ésteres acrilicos de média
polaridade (Andersson e Andersson, 1982) e a resina XAD761 é formada por grupos fenol-
formaldeido policondensados (Rohm and Haas, 1995).

Dentre as principais aplicacGes das resinas Amberlite XAD pode-se citar:

- anélise de pequenas quantidades de compostos organicos na agua;

- analise de compostos organicos presentes no ar;

- analise de compostos organicos em materiais bioldgicos;

- analise de farmacos em sangue e extratos de tecidos (Andersson e Andersson,

1982).

Essas resinas mostram algumas vantagens em comparagdo com 0s adsorventes
classicos, como carvdo ativado e silica:

- tamanho de particula e estrutura dos poros regulares;

- boa estabilidade mecanica e térmica;

- facil regeneracdo (Mayer et al., 1996).

Como esses adsorventes possuem uma grande habilidade em reter quantidades
significativas de compostos orgénicos e possuem caracteristicas fisico-quimicas desejaveis
eles tém sido utilizados frequentemente em processos de recuperacdo e purificagdo de
extratos brutos.

A cromatografia de fase reversa era inicialmente empregada somente para a analise

de compostos ndo ibnicos ou neutros. No entanto, duas técnicas foram propostas para que
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substancias idnicas e ionizaveis também pudessem ser separadas através desse método: a
supressao ibnica pelo ajuste do pH da fase moével e a aplicagdo de contra-ions (Riley,
1997).

As limitacBes da supressao idnica levaram ao desenvolvimento, em 1973, de uma
técnica com maior aplicabilidade para a separacdo dos compostos ionizaveis: a
cromatografia de par ibnico. Essa técnica pode ser utilizada na separacdo de todas as
espécies de compostos organicos ionizaveis, ions aprdticos como sais de aménio
quaternario, sulfonatos e sulfatos organicos, bem como para eletrolitos como &cidos
carboxilicos, fendis, aminas e aminoacidos (Eksborg et al., 1973).

Nesta técnica a adicdo de compostos ibnicos & fase mdvel promove a formacao de
pares entre esses ions e as moléculas com carga oposta (Figura 15). Assim, durante a
retencdo o par i6nico formado pode interagir com a superficie do adsorvente (Régis
Technologies, 1998).

(N+/\ fON '\
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Figura 15. Esquema da interagdo de um &cido organico com um sal de aménio quaternario, funcionando como
contra-ion.

Mayer et al. (1996 e 1997) investigaram a purificacdo de acido clavulanico por
cromatografia de ion par, utilizando sais de aménio quaternario como contra-ions. Uma
outra possibilidade a ser investigada seria a utilizacdo de aminoécidos que funcionariam
como par iénico na retencdo do acido clavulanico em adsorventes neutros.

No entanto, 0s compostos idnicos sdo separados e purificados preferencialmente por
cromatografia de troca-ibnica. Este tipo de processo baseia-se na distribuicdo competitiva
de uma espécie ibnica entre uma fase liquida e uma interface, que possui grupos
carregados. Desta forma, a retencdo acontece atraves de interagdes eletrostaticas entre 0s
ions da fase mével e os grupos funcionais com carga oposta, imobilizados na superficie do
suporte solido (Riley, 1997). Em alguns casos, ha evidéncias que ocorrem também
fendmenos de adsorg¢do na superficie do trocador (Cassidy, 1951).
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Atualmente, a cromatografia de troca-idnica vem sendo largamente utilizada para
concentrar e recuperar produtos biologicamente ativos, a partir do caldo fermentativo
(Tabela 7).

Tabela 7. Algumas substancias biologicamente ativas recuperadas e purificadas por troca-idnica.

Categoria Exemplos
Antibioticos Estreptomicina, neomicina, cefalosporinaC
Vitaminas B1, Bs, B12, C
Nucleotideos Acido adenilico, 4cido citidilico
Aminoécidos Lisina, acido glutdmico, metionina
Proteinas e Enzimas Albumina, amilase

Um grande nimero de trocadores i6nicos estdo disponiveis comercialmente e a
maioria deles sdo polimeros sintéticos, como por exemplo, a resina Amberlite IRA400. A
matriz desse adsorvente é um polimero de poliestireno-divinilbenzeno com grupos aménio
quaternario ligados, os quais funcionam como grupos trocadores.

Um processo de troca anidnica, como acontece com o acido clavulanico, em contato
com adsorventes carregados positivamente, pode ser representado genericamente como
(Harland, 1994):

MTA T +B oM B +A”

O grau de interacdo e retencdo nesse tipo de cromatografia depende da natureza dos
grupos funcionais da resina e também dos ions a serem separados. O raio ibnico, a
polarizabilidade, a forca i6nica, o pH e a presenca de ions complexantes na fase mével tém
efeitos significativos no processo de separacdo (Sewell e Clarke, 1997).

Prasad et al. (1980) investigaram a cinética e o equilibrio de adsorcdo da
estreptomicina em resinas de troca-ionica (Amberlite IRC50, Indion 236 e KB4-P2). No
entanto, estudos cinéticos de adsorcdo do acido clavulanico e da influéncia de fatores como
temperatura, pH e forga idnica ndo aparecem na literatura.

Diante de tudo o que foi exposto sobre cromatografia, pode-se dizer que esta técnica
apresenta uma grande versatilidade e, por isso, é frequentemente empregada na purificacao

de compostos biotecnologicos. A caracterizacdo do equilibrio desses processos
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cromatogréaficos € conseguida através da determinacdo da afinidade do adsorvente com o
composto a ser separado e através do calor envolvido durante o fendmeno de adsorcao.

A afinidade de um determinado adsorvente por um adsorvato pode ser obtida
experimentalmente através da isoterma de adsorcdo para o sistema em estudo. Essas
isotermas descrevem quantitativamente o equilibrio de distribuicdo de um soluto entre as
duas fases envolvidas no processo de adsorcdo, em uma ampla faixa de concentragdes.

Numerosas teorias foram desenvolvidas e melhoradas a fim de descrever a adsorgéo,
baseadas em suposi¢cbes sobre o adsorvente, o processo fisico de adsorcdo e a forma da
isoterma. Uma das mais proeminentes dessas teorias foi proposta por Langmuir em 1916,
para o fendmeno de adsor¢do em um sistema gas-sélido. Ele assumiu um calor de interacdo
constante e um namero finito de sitios de adsor¢do. Com essas considera¢des, a maxima
adsorcdo corresponde a uma monocamada saturada de moléculas do soluto na superficie do
adsorvente. Assim, o modelo de Langmuir das monocamadas pode ser descrito pela

seguinte equacao:

9= Ea.2)
onde: g corresponde a quantidade de soluto por unidade de adsorvente, C é a concentracao
de soluto no equilibrio, K_ é uma constante empirica relacionada a energia de adsorgdo e
Omax € @ quantidade de soluto na saturacdo. O pardmetro gmax COrresponde a inclinacdo da
isoterma para concentracOes baixas de soluto.

Esse modelo vem sendo largamente utilizado para correlacionar dados obtidos em
experimentos de adsorcdo soélido-liquido. Além disso, a isoterma de Langmuir é
conveniente para andlises quantitativas de processos de adsor¢do e possui base fisica,
diferentemente de equagfes empiricas como aquela do modelo de Freundlich (Jacobson et
al., 1984).

A equacdo empirica de Freundlich, limitada para solugdes altamente diluidas e

moléculas simples, foi descrita como:

q=Kg-c" (Eq. 3)



Revisdo Bibliografica 25

onde: g corresponde & quantidade de soluto por unidade de adsorvente, C é a concentragao
de soluto no equilibrio, K¢ e n sdo pardmetros empiricos (Kamimura, 1995).

Assim, a afinidade que esta diretamente relacionada as variagdes de energia livre do
processo de adsor¢ao, pode ser obtida através de uma isoterma. A determinacdo da variacdo
da entalpia também é uma forma de caracterizar termodinamicamente um determinado
fendmeno fisico ou quimico (Chaubal et al., 1995). Para a medida experimental do calor
envolvido no fenémeno da adsorcdo deve-se empregar a técnica de microcalorimetria.

Através dessa técnica € possivel a monitoracao de diversos fendmenos, sendo que
seu limite de aplicabilidade esta limitado a imaginacdo do investigador e a habilidade para
se controlar o experimento. O principio dessa técnica é o0 monitoramento, com o passar do
tempo, do calor liberado ou absorvido durante um determinado processo.

As aplicacdes da microcalorimetria nas ciéncias farmacéuticas pode ser dividida em
trés areas principais: processos bioldgicos, reacdes quimicas e fendmenos fisicos. Assim, é
possivel acompanhar-se 0s processos metabdlicos dos microrganismos e os fenémenos
fisicos de adsorcdo, propriedades de cristais, dissolucdo, entre outros também podem ser

caracterizados através da microcalorimetria (Buckton, 1995).
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3. RELEVANCIA DO TRABALHO

Através da revisdo bibliografica apresentada, pode-se constatar que existem
pouquissimas referéncias disponiveis na literatura relativas a processos de separacao e/ou
purificacdo de &cido clavulanico. Desta forma, através das etapas realizadas durante o
desenvolvimento do presente trabalho, objetivou-se a busca por condi¢es operacionais que
melhorassem o processo em batelada de recuperacao do produto por adsorcéo sobre resinas.
Essas etapas aparecem listadas a seguir:

- Determinacdo da regido de pH de maior estabilidade do &cido clavulanico em solugédo
aquosa, atraves da estimativa das constantes de hidrolise em diferentes valores de pH.

- Investigacdo da cinética de adsor¢cdo do acido clavulanico em resinas neutras
(Amberlite XAD4 e Amberlite XAD761) e em uma resina de troca-iénica (Amberlite
IRA400).

- Estudo termodindmico do processo de adsorcao através da determinacdo da variacdo de
entalpia pela técnica de microcalorimetria e através da obtencdo da afinidade da resina
IRA400 pelo acido clavulanico.

- Determinacgdo da influéncia de parametros (forca ionica, pH, concentracdo de resina,
temperatura) na adsorcdo do presente composto em IRA400.

Torna-se importante salientar que estes estudos sdo inéditos na literatura e que
poderdo contribuir para a otimizacdo do isolamento e purificacdo de &cido clavulanico

presente no caldo fermentativo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos

- Espectrofotémetro digital UV/VIS Pharmacia Biotech Ultrospec 2000

- Balanca analitica digital OHAUS Explorer

- pHmetro digital Micronal B474

- Banho termostatizado Etica

- Banho termostatizado MLW MK70

- Agitador magnético Corning Stirrer/Hot Plate

- Mesa incubadora rotativa New Brunswick Scientific

- Pipetas automaticas: Eppendorf (100-1000uL) e Finpippete (1-5 mL)

- Termobalanca TA Instruments SDT 2960 Simultaneous DTA-TGA.

- Cromatéografo liquido de alta eficiéncia Waters modelo 510 com detector
espectrofométrico UV modelo 486, injetor Rheodyne 7125 com loop de 20uL, coluna
(3,9x300mm) e pré coluna cromatogréaficas C-18 uBondapack Waters para a analise de
acido clavulanico

- Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia para analise de aminoacidos Shimadzu LC-
10A/C-R7A

- Microcomputador Pentium 266 MMX, utilizado na analise dos dados

4.2. Reagentes

- Mistura de clavulanato de potassio e dioxido de silicio (1:1) gentilmente cedida pela
Gist Brocades (Delft-Holanda)

- Resinas Amberlite IRA400 (Sigma) e Amberlite XAD4 e XAD 761 (Rohm and Haas)

- Imidazol Mallinckrodt Chemical (utilizado na determinagdo da concentracdo de &cido
clavulanico por espectrofotometria a 312 nm)

- Dioxido de silicio cedido pela farmécia de manipulacdo Santa Paula (utilizado nos
experimentos de determinagéo da entalpia de adsor¢éo)

- Aminoacidos e reagentes para preparo das solucfes tampdo, ajuste da forca idnica e

ativacdo das resinas foram de grau analitico.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Determinacdo da porcentagem de acido clavulanico na mistura
As solucbes de cido clavulanico foram preparadas a partir de uma mistura 1:1 de
clavulanato de potassio e didxido de silicio (separado através de filtracdo a vacuo).
Para a determinacdo da porcentagem exata de acido clavulanico, presente nessa

mistura, realizou-se uma calcinagéo a 400°C durante 20 minutos (Esquema 1).

Cadinhos secos em estufa a 100°C

v

Pesou-se 0s cadinhos vazios em balanca analitica

v

Adicionou-se em cada cadinho uma certa massa da mistura
SiO,:clavulanato

v

Colocou-se os cadinhos na mufla & 600°C por 1 hora

v

Pesou-se a massa final de cada cadinho contendo o residuo

Esquema 1. Determinagdo da porcentagem de &cido clavulanico de potassio na mistura 1:1 SiO,/clavulanato
por calcinacdo a 400°C.

Além disso, uma anéalise termogravimétrica (TG) foi efetuada no Departamento de
Quimica Analitica. A amostra foi aquecida de 30 a 900°C a uma velocidade de 20°C/min e
a atmosfera do forno foi mantida com ar sintético a uma vazdo de 100 mL/min. Essa
mistura foi ainda submetida a uma andlise por CLAE, no Departamento de Engenharia
Quimica da UFSCar, sob as seguintes condi¢des de operacao: temperatura de 28°C, vazéo
de 1,5 mL/min, deteccdo a 227 nm e tempo de corrida de 8 minutos. O eluente era
composto de uma solugéo de fosfato de potassio monobésico (KH,PO4) a 50mM e pH 4,5.
A curva de calibragdo foi obtida, utilizando-se solucGes padrdo de clavulanato de potéssio
preparadas a partir do medicamento Clavulin (125 mg de acido clavulanico e 500 mg de

amoxicilina), disponivel comercialmente.
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4.3.2.Quantificacdo de 4cido clavulanico
Para a determinacdo quantitativa de acido clavulanico, presente em solugéo aquosa,

utilizou-se a técnica de espectrofotometria UV a 234 nm (Esquema 2).

Solucgéo aquosa de &cido clavulanico numa faixa de concentracdo de 0-100 mg/L

'

Determinacéo da absorbancia a 234 nm utilizando-se agua como referéncia

'

Quantificacdo do &cido clavulanico concentracdo através da curva padrdo

Esquema 2. Quantificacdo direta de &cido clavulanico por espectrofotometria UV a 234 nm.

Nos estudos de hidrolise e em outros, onde estavam presentes substancias que
absorvem radiacdo eletromagnética a 234 nm, a quantificagdo de &cido clavulanico foi
realizada através da reacdo com solucdo de imidazol 60 g/L e pH 6,8 (Bird et al., 1982)
(Esquema 3). A molécula de imidazol, sob condi¢Ges adequadas, reage com o acido
clavulanico, produzindo um composto estavel com intensa absorbancia a 312 nm (Figura
16).

0,5 mL de solucdo de &cido clavulanico numa faixa de concentracdo de 0 a 40 mg/L
¢ adicionada em tubo de ensaio contendo 2,5 mL de solucdo de imidazol

.

mantém-se o tubo de ensaio em banho a 30°C durante 12min

!

resfria-se o tubo num banho a 20°C por 5 min

v

mede-se a absorbancia da solugcdo a 312 nm, usando-se como padrdo uma mistura
de 0,5 mL de &gua destilada e 2,5 mL de imidazol aquecida a 30°C e resfriada

!

Determinacéo da concentracdo de acido clavulanico através da curva padréo

Esquema 3. Quantificacao de acido clavulanico pelo método da reagdo com imidazol.
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Figura 16. Esquema da reacdo do imidazol com o &cido clavulanico.

4.3.3. Investigagdo da estabilidade do &cido clavulanico em solucéo aquosa

Os estudos cinéticos de hidrdlise do &cido clavulanico em solucdo aquosa foram
realizados a temperatura de 20°C, mantida constante através de um banho termostatizado e
variando-se o pH. Em erlenmeyers de 125 mL, foram adicionados 20 mL de solucdo de
acido clavulanico a uma concentracdo inicial (Co) de 100 mg/L, 30 mL de solugdo tampéo
0,04M (Tabela 8) e uma certa massa de cloreto de potassio (Tabela 9) para ajustar a forca
ibnica para 0,5 mol/L (Méndez et al., 1992). Em intervalos de tempo adequados foram
retiradas aliquotas de 0,5 mL e a concentracdo de acido clavulanico ndo degradado foi

determinada através do método da reagdo com imidazol (Esquema 4).

KCI para ajustar a forca idnica para 0,5 mol/L

30mL tampéo 0,04M 20mL de solucdo de AC 100mg/L

banho termostatizado a 20°C

Aliquotas de 0,5mL foram retiradas em intervalos de tempo adequados
e a concentracdo de 4cido clavul@nico determinada a 312nm.

Esquema 4. Determinacéo da velocidade de hidrdlise do &cido clavulanico em fungéo do pH.
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Tabela 8. SolugGes tampdo utilizadas nos experimentos de hidrélise do acido clavulanico.

Tampéao Volumes das solugdes usadas no preparo de 100 mL pH
de tampéo 0,04M
HCI/KCI 3,35 mL de HCI 0,2M 2,42
Acido acético 30,87 mL HAc 0,1M + 9,95mL KOH 0,1M 4,22
Fosfato 49,2 mL KH,PO,4 0,061M + 16,94 mL Na,HPO,4 0,061M 6,20
Borato 16,62 mL H3BO3 0,185M + 20 mL Na,;B407 0,0463M 8,69
Carbonato 17,41 mL NaHCO3 0,1M + 21,89 mL Na,CO3 0,1M 9,95
Tabela 9. Massas de cloreto de potéssio utilizadas para ajustar a forca idnica.
pH Massa de cloreto de potassio, g

2,42 1,8488

4,22 1,8414

6,21 1,7284

8,32 1,7948

9,95 1,6741

4.3.4. Preparacdo das fases estacionarias

As propriedades fisicas das resinas utilizadas nos estudos de adsorcdo do &cido

clavulanico (Tabela 10) foram determinadas no CCDM do Departamento de Engenharia de

Materiais da UFSCar.

Tabela 10. Propriedades fisicas das resinas utilizadas nos estudos de adsorcdo do acido clavulanico.

Resina Area Superficial, m°/g  Densidade, g/mL VVolume de poro
Amberlite IRA400 1,104 1,117 nado definido
Amberlite XAD4 711,656 1,113 0,368
Amberlite XAD761 170,105 1,164 0,201

A resina de troca-idnica IRA400 foi tratada com ions cloreto. Para ativacéo, esse

trocador foi deixado em contato com solugdo de NaCl 5% (p/v), durante 30 min em

agitador magnético e, em seguida, lavou-se com agua destilada. As resinas XAD4 e

XAD761 foram deixadas durante 30 min em contato com metanol e depois lavadas

extensivamente com &gua destilada.

4.3.5. Quantificacdo de aminoacidos

A quantificacdo de fenilalanina, empregada como contra-ion para o &cido

clavulanico, foi realizada por espectrofotometria UV a 266 nm.
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Para a determinagdo de arginina e lisina foi utilizado um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar, especifico para a
analise de aminoacidos. Neste método, o-ftalaldeido (OPA) reage rapidamente, na presenca
de compostos tiolicos (-SH), com o grupo amino (-NH;) dos aminoacidos, produzindo uma
substancia intensamente fluorescente (Figura 17). Esta derivatizacdo com OPA e posterior
deteccdo por fluorimetria permitem uma seletiva determinagdo de cada aminoacido com
alta sensibilidade (Ishida et al., 1981; Dorresteijn et al., 1996).

COOH

C
CHO | HSR2 = \N‘J—R
+ NH2_$—R —_— ~ |
CHO H c H

Figura 17. Reacdo de um aminoacido genérico e OPA, com formacdo de um produto altamente fluorescente.

4.3.6. Determinacédo da massa de resina adequada aos estudos de adsor¢cdo em batelada
40 mL de uma solucdo de acido clavulanico foram colocados em contato com
massas diferentes das resinas IRA400 (0,02; 0,07; 0,12; 0,17 e 0,22 g) e XAD761 (0,02;
0,07; 0,12; 0,17; 0,22; 0,36 € 0,50 g). Apos 6 horas (Mayer et al., 1996), determinou-se a
absorbancia do sobrenadante a 312 nm (Esquema 5). O método analitico da reacdo com

imidazol foi utilizado, uma vez que, a curva padréo a 234 nm ainda ndo tinha sido obtida.

X g de IRA400 40 mL de solucdo AC (Cy=160mg/L)

Agitacdo em mesa incubadora rotativa a 25°C e 200 rpm durante 6 h

’

Determinacéo da fracdo de acido clavulanico adsorvida em cada
frasco por espectrofotometria a 312 nm

Esquema 5. Determinacdo da massa de resina adequada para a adsor¢do em batelada do &cido clavulanico.
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4.3.7. Investigacdo da cinética de adsorcdo do acido clavulanico em resinas

Num reator, conectado a um banho termostatizado, adicionaram-se 120 mL de uma
solucdo de &cido clavulanico e uma certa massa de resina (Tabela 11). Com o passar do
tempo, foram sendo retiradas aliquotas de 0,5 mL da solucdo sobrenadante e a concentragao
de &cido clavulanico determinada por espectrofotometria a 234 nm (Esquema 6).

No caso do sistema de par idnico &cido clavulanico/fenilalanina, utilizou-se o
método da reagdo com imidazol, uma vez que o respectivo aminoacido também absorve
radiacdo eletromagnética a 234nm. Nesse experimento deixou-se a resina XAD4 em
contato com uma solucdo de fenilalanina 0,01M em mesa incubadora rotativa, durante 24
horas. Em seguida, determinou-se a concentracdo do aminoéacido adsorvida por
espectrofotometria a 266 nm. Assim, o sistema resina/fenilalanina foi colocado em contato
com uma solucdo de acido clavulanico, contendo a mesma concentracdo do aminoacido
adsorvida e a cinética do processo foi acompanhada.

Tabela 11. Concentracdo de resina e concentragdo inicial de acido clavulanico utilizadas nos diferentes
experimentos cinéticos de adsorcao.

Experimento T,°C Cres, 0/L Co, g/L
XAD4 e XAD761 (pH6,5) 26 62,5 1,0
XAD761 e XAD4 (pH 4,5) 26 62,5 1,0

XADd4/fenilalanina 26 62,5 0,5
IRA400 22, 26, 30 3,75 0,07
resina 40 mL de solucdo de AC
H.0O _I\
(T=cte) >
47 — 1

agitador magnético

v

Aliguotas do sobrenadante foram retiradas em intervalos de
tempo adequados e a concentragdo de acido clavulanico
determinada espectrofotometricamente

Esquema 6. Experimentos cinéticos de adsor¢do do acido clavulanico em resinas.
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4.3.8. Experimentos de dessor¢édo do &cido clavulanico da resina IRA400

Para a investigagdo da velocidade de dessorcdo do &cido clavulénico da resina
IRA400, realizou-se inicialmente a adsorcdo deste composto. Para isso, deixou-se 0,1500g
do adsorvente em contato com 40 mL de uma solucdo de acido clavulanico (Co=70 mg/L),
durante 3,5 h, para se atingir o equilibrio. Em seguida, determinou-se a concentragao
adsorvida e eliminou-se a solugéo por filtracdo e lavagem da resina. Para a dessorc¢ao foram
adicionados 40 mL de solucdo de NaCl 5 e 10% (p/v) a resina, contendo o &cido
clavulanico adsorvido e, com o passar do tempo, foram sendo retiradas aliquotas do

sobrenadante, para a determinacao da concentracdo de acido clavuléanico livre (Esquema 7).

0,1500 g de IRA400 i i 40mL de solugéo de AC 70mg/L

Deixou-se o frasco durante 3,5 h em agitador magnético para
a adsorc¢do do acido clavulanico

Determinou-se a massa de acido clavulénico adsorvida por
espectrofotometria a 234 nm

Filtrou-se e lavou-se a resina com agua destilada
Adicionou-se 40 mL de solucdo de NaCl

Aliquotas de 0,5 mL foram sendo retiradas e a fragdo
de &cido clavulanico dessorvida determinada
por espectrofotometria a 234 nm

Esquema 7. Experimentos de dessorcdo do 4cido clavulanico da resina IRA400 com NaCl 5 e 10% (p/v).

4.3.9. Influéncia do pH na adsorcao do acido clavulanico em IRA400
Para a investigacdo da influéncia do pH na fracdo de acido clavulanico adsorvida

(Cags/Co) em IRA400 foram utilizadas solugdes tampéo citrato/fosfato 0,2 M (Gomori,
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1955) com forca ionica igual a 0,25 mol/L, na faixa de pH de 4,5 a 7,0 (regido na qual o
acido clavulanico apresenta maior estabilidade frente a degradagdo). Nesse experimento
foram colocados 40 mL de solucdo tampdo em erlenmeyers de 125 mL e 0,5000 g de
IRA400, deixando-se em mesa incubadora rotativa, durante 24 h, para se atingir o
equilibrio. Adicionou-se, entdo, 1 mL de uma solugédo de &cido clavulanico (Cy=2,8 g/L),
para que a concentracgéo inicial no frasco ficasse em torno de 70 mg/L. Esses erlenmeyers
foram mantidos a 25°C e 200 rpm durante 6 h e a concentracdo de acido clavulanico foi

determinada por espectrofotometria a 234 nm (Esquema 8).

0,500 g de IRA400 40 mL de solucdo tampéo

'

pH=4,4 pH=4,9

Agitacdo em mesa incubadora rotativa a 26°C e 200 rpm durante 24 h

y

Adicionou-se 1 mL de solugéo de 4cido clavulanico 2,8 g.L™* em cada frasco

'

Agitacdo em mesa incubadora a 26°C e 200 rpm durante 6 h

'

Determinacéo da fragdo de &cido clavulanico adsorvida em cada frasco

Esquema 8. Determinacdo da influéncia do pH na adsor¢do do &cido clavulanico em IRA400.

4.3.10. Influéncia da forca i6nica na adsor¢do do acido clavulanico em IRA400
Para se verificar a influéncia da forca i6nica na fracdo de &cido clavulanico
adsorvida em IRA400 empregou-se o tampdo acido acético/acetato de sodio 0,05 M, pH 4,5

e forca idnica na faixa de 0,02 a 0,08, ajustada com cloreto de sodio (Tabela 12). Assim,
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foram colocados 40 mL da solu¢do tampédo em contato com 0,1500 g de resina e os frascos
mantidos em mesa incubadora rotativa, durante 24 h, para se atingir o equilibrio. Apés esse
tempo, adicionou-se 1 mL de solucdo de &cido clavulanico 2,8 g/L, para que a concentracdo
em cada frasco ficasse em torno de 70 mg/L. Esses frascos foram entdo mantidos a 26°C e
200 rpm, durante 6 h. A quantificacdo de &cido clavulanico para cada valor de forca idnica

foi realizada por espectrofotometria a 234 nm (Esquema 9).

Tabela 12. Massas de cloreto de sodio adicionadas para se obter valores de forca idnica diferentes.

Forca idnica, mol/L Massa de NaCl adicionada, g

0,023 0

0,033 0,0234
0,043 0,0468
0,053 0,0701
0,063 0,0935
0,073 0,1169
0,083 0,1403

NaCl para ajustar a forca i6nica
0,1500 g de IRA400 li

40 mL de solucdo tampéo pH 4,5

!

1=0,04 1=0,05 1=0,06 1=0,07 1=0,08
v
Agitacdo em mesa incubadora rqtativa a 26°C e 200 rpm durante 24 h
v

Adicionou-se 1 mL de solucdo de 4cido clavulanico 2,8 g.L™* em cada frasco
Agitacdo em mesa incubadora a 26°C e 200 rpm durante 6 h

Quantificacdo do &cido clavulanico ndo adsorvido em cada frasco

Esquema 9. Determinacdo da influéncia da forca idnica na adsorcao do acido clavulanico em IRA400.
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4.3.11. Influéncia da concentracéo inicial de acido clavulanico na adsor¢do em IRA400
Para a determinacdo da influéncia da concentracdo inicial de &cido clavulanico na
velocidade de adsorcdo foi utilizado o mesmo frasco encamisado mostrado no item 4.3.7,
sendo a temperatura mantida a 26°C. Em todos os experimentos foi utilizada uma relacéo
Cres/Co igual a 53,57 e assim os valores de concentracdo inicial de acido clavulanico e
concentracdo de resina sdo mostrados na Tabela 13. Com o passar do tempo, aliquotas de

0,5 mL eram retiradas para a determinacdo da concentracao de &cido clavulanico livre.

Tabela 13. Valores da concentracdo inicial de AC e da massa de resina utilizadas nos experimentos para a
determinacdo da influéncia da concentracdo inicial na velocidade de adsorcéo em IRA400.

Experimento Concentracao inicial de AC, mg/L Massa de resina, g
1 200 1,29
2 380 2,44
3 690 4,44
4 1000 6,43

4.3.12. Cinética de adsorcdo em IRA400 em condic¢Bes proximas as reais
Para esse experimento foram utilizadas condi¢BGes proximas as presentes no caldo
fermentativo sintético, utilizado em nossos laboratorios. Assim, num erlenmeyer, sob
agitacdo, adicionaram-se 40 mL de solucdo de acido clavulanico 200 mg/L, 8,000 g de
IRA400 (Cres/Cp=1000) e 0,2104 g de NaCl para ajustar a forca ionica para 0,09. Com o
passar do tempo, retiravam-se aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante e a concentracdo de

acido clavulanico era determinada por espectrofotometria a 234 nm (Esquema 10).

0,2104 g de NaCl

8,000 g de IRA400 L 40mL de solucédo de AC 200mg/L

Deixou-se o frasco sob agitacdo a temperatura ambiente (26°C)

Retirou-se aliquotas de 0,5 mL com o passar do tempo e determinou-se
a concentracao de acido clavulanico por espectrofotometria a 234 nm

Esquema 10. Cinética de adsorcéo do acido clavulanico em IRA400 em condigdes proximas as reais.



Materiais e Métodos 38

4.3.13. Isoterma de adsor¢édo em IRA400
Para a obtencdo da isoterma de adsorcdo do &cido clavulanico, 2 mg de IRA400
foram colocados em erlenmeyers e deixados em contato com solugdes de acido clavulanico
de diferentes concentracGes iniciais (5-10 mg/L). Os frascos foram entdo mantidos em mesa
incubadora rotativa a 25°C e 200 rpm, durante 6 h. Apls esse tempo decorrido, a
concentracdo de 4cido clavulanico em cada frasco foi determinada a 234nm e, por balango

material, calculou-se a massa do composto adsorvida na resina (Esquema 11).

0,020 g/L de IRA400 40 mL de solucdo de AC

Co=7,3mg/L Co=8,3mg/L

Agitacdo em mesa incubadora roIaltiva a 26°C e 200 rpm durante 6 h

Determinacéo da fracéo de acido clavulanico adsorvida

Esquema 11. Experimento para a determinagdo da isoterma de adsorcéo de &cido clavulanico em IRA400.

4.3.14. Determinagéo da entalpia de adsorcéo

A energia liberada na adsorcdo de qualquer composto em resinas € muito pequena,
por isso empregou-se a técnica de microcalorimetria isotérmica, a qual pode ser utilizada na
investigacdo de uma grande variedade de processos quimicos e fisicos (Buckton e Beezer,
1991; Buckton, 1995). As determinacfes dos calores de adsor¢do do acido clavulanico em
diferentes resinas neutras e de troca-ibnica foram realizadas no Instituto de Quimica da
Unicamp.

Esses experimentos foram conduzidos a 25°C, utilizando-se o microcalorimetro

Precision Solution Calorimeter Thermometric 2225, pela quebra de uma ampola de vidro,
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contendo a mistura de clavulanato de potassio e silica. Assim, havia o contato desses
compostos com 4 g da resina em 70 mL de &gua deionizada, dentro do vaso calorimétrico.
A solucdo é mantida homogénea através de uma haste rotativa que também serve para
segurar a ampola (Esquema 12). No momento da quebra, o calor liberado, como resultado
do processo de adsorcdo e de dissolucdo da mistura em &gua, foi monitorado pelo

calorimetro.

V

a

Haste rotativa

W Ampola

—> Vaso calorimétrico

Ponta para quebra da ampola

Esquema 12. Representacéo do vaso calorimétrico com a ampola contendo a mistura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinagéo da porcentagem de acido clavuléanico na mistura
Para a determinacdo da porcentagem de 4acido clavulanico na mistura 1:1
inicialmente realizou-se uma calcinacdo, tendo em vista o fato que esse composto
decomplbe-se a 161°C. Sendo assim, um aquecimento a 400°C em mufla leva a total
decomposicdo e perda de massa na forma de produtos volateis, como CO e NOy e o residuo
solido que permanece nos cadinhos é composto pelo dioxido de silicio (SiO;) e pelo

potassio:

Si0, (s) + clavulanato de potassio () ——> SiO; (s) + K+ COT + NO,T
A

Os dados obtidos (Tabela 14) mostraram que a perda de massa estd em torno de
41,6%.

Tabela 14. Dados de massa perdida durante a calcinacdo a 400°C da mistura 1:1 de clavulanato de potassio e
SiO,.

Amostra Massa de mistura, g Massa perdida, g % perdida
1 0,2505 0,1047 41,796
2 0,2502 0,1043 41,687
3 0,2502 0,1034 41,327

No valor da massa perdida durante o aquecimento pode estar computada uma certa
fracdo de agua, que foi absorvida pela silica. Desta forma, para se ter um conhecimento do
perfil da decomposicdo térmica realizou-se uma analise termogravimétrica. Pelo
termograma (Figura 18) pode-se notar uma perda de agua, de aproximadamente 6%, em
temperaturas menores que 100°C. A 200°C ocorre uma perda de massa a temperatura
constante, o que é caracteristico de fenbmenos de mudanca de estado. De 230 a 450°C,
nota-se uma outra queda na massa, caracterizando assim um processo de decomposicéo.
Devido ao fato de ndo se conhecer as reacBes que acontecem nessa Ultima etapa e nem a
composicao exata do residuo, nao foi possivel a determinacdo precisa da porcentagem de

clavulanato na mistura através dessa técnica.
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Figura 18. Termograma de 3,3298 mg da mistura de clavulanato de potassio e silica, obtido em atmosfera de
ar sintético a 100 mL/min e com velocidade de aquecimento de 20°C/min.

Assim, buscou-se uma outra técnica para a determinacdo da porcentagem de
clavulanato e atraves da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel a
quantificacdo desse composto, usando-se como padrdo o medicamento Clavulin (125 mg e
clavulanato de potéssio e 500 mg de amoxicilina), disponivel comercialmente. Os dados
obtidos por cromatografia para uma solugdo 100 mg/L da mistura de clavulanato de

potassio e silica mostraram que a porcentagem de &cido clavulanico esta em torno de 39%.

5.2. Curvas padrao para quantificacao de acido clavulanico

O é&cido clavulanico pode ser detectado e quantificado utilizando-se diversas
técnicas, como por exemplo, por bioensaio, através de sua propriedade inibitoria de -
lactamases, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Foulstone e Reading, 1982;
Haginaka et al., 1986; Martin e Méndez, 1988; Low et al., 1989). No entanto, a maioria
destes métodos sdo trabalhosos e voltados para a determinacdo do clavulanato presente em
misturas complexas (plasma, urina, caldo fermentativo). Como nos estudos de adsorcéo e
estabilidade do presente trabalho foram utilizados meios simples (geralmente solugdes
aquosas contendo somente acido clavulanico), empregou-se a técnica de espectrofotometria

UV para a quantificagdo deste composto.
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Assim, nos estudos de hidrdlise do acido clavulanico empregou-se a metodologia
proposta por Bird et al. (1982), baseada na determinagéo da absorbancia a 312 nm do seu
produto de reacdo com imidazol, a qual é especifica para a quantificacdo desse inibidor na
presenca de seus produtos de degradacao.

A curva padrdo obtida experimentalmente (Figura 19) pode ser utilizada para a
determinacdo de &cido clavulanico na faixa de 0-40 mg/L e seu coeficiente angular coincide
com aquele apresentado por Bird et al.(1982). Isso veio mostrar que este método apresenta
uma boa reprodutibilidade quando as condi¢cdes de reacdo (temperatura e tempo de
aquecimento, pH) sdo mantidas constantes.
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Figura 19. Curva padréo para a quantificagdo de acido clavulanico através do método espectrofotométrico da
reacdo com imidazol.

A equacdo gue representa a curva padrdo experimental é a seguinte:

Absorbancia = 0,0071 + 0,0222 C

onde C corresponde a concentracdo de acido clavulanico presente em solugéo.

O presente método pode ser empregado somente em casos nNos quais ndo estejam
presentes em solugédo substancias que sdo capazes de reagir com o imidazol.

Como os experimentos de adsorcdo do presente trabalho foram conduzidos em
solucBes aquosas contendo somente acido clavulanico, a quantificacdo desse composto [3-

lactdmico pode ser realizada sem a derivatizagdo com imidazol.
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Observando-se o espectro de absorcdo de 200 a 400 nm de uma solucdo de acido
clavulanico 15 mg/L (Figura 20), nota-se que em 234 nm o valor de absorbancia estad em
torno de 0,114. Desta forma, nesse comprimento de onda consegue-se uma quantificagao
adequada de solucGes até 100 mg/L e uma curva padrdo foi obtida através desse método

espectrofotométrico direto (Figura 21).
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Figura 20. Espectro UV de uma solucéo de acido clavulanico 15 mg/L.
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Figura 21. Curva padrdo para a quantificacéo de &cido clavulanico por espectrofotometria a 234 nm.

Os dados experimentais ajustaram-se a seguinte equacdo de reta, que foi utilizada

na quantificacdo de solucbes de &cido clavulanico de uma maneira rapida e simples:

Absorbancia = 0,01457 + 0,00965 C
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5.3. Determinacéo da estabilidade do acido clavulanico em funcéo do pH

Os dados experimentais de concentracdo de acido clavulanico ndo degradado em
funcéo do tempo mostraram que a degradacgéo deste inibidor, em solucdo aquosa, comporta-
se como uma reacdo de pseudo primeira ordem, assim como acontece com a decomposi¢ao
de outros compostos B-lactamicos (Konecny et al., 1975; Mendéz et al., 1992; Okamoto et
al., 1996).

Os valores de concentragdo de &cido clavulanico ndo degradado em funcdo do
tempo, nos cinco valores de pH estudados, sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de concentracdo de acido clavulanico nao degradado (C) em funcdo do tempo nos diversos
Hs estudados.

pH=2,42 pH=4,22 pH=6,20 pH=8,69 pH=9,95

th CmglL | th C, mg/L t, h C, mg/L th C,mg/L | th C,mg/L

0 38,9 0 38,2 0 39,8 0 38,5 0 38,6
0,33 34,5 1,0 37,7 7,83 38,5 15 37,2 0,33 36,8
0,67 31,4 2,0 37,5 16,8 36,8 3,0 36,0 0,83 31,2
1,00 27,8 3,5 37,2 24,0 35,7 5,0 34,8 1,33 26,3
1,38 25,0 4,5 36,9 31,8 34,9 7,0 32,9 1,83 24,0
1,88 21,7 5,5 36,6 41,6 33,7 9,0 31,6 2,33 19,9
2,38 18,2 6,5 36,2 48,0 331 11,0 30,4 2,83 17,1
2,88 16,2 7,5 35,8 55,4 32,0 12,5 29,6 3,88 13,6
3,38 14,0 8,5 35,5 65,3 30,6 14,0 29,0 4,33 11,8
4,13 12,2 12,5 34,2 4,83 10,6
4,88 10,0 24,0 30,5 5,33 9,3
5,63 8,2 5,83 7,9

O ajuste do modelo de primeira ordem é mostrado nas Figuras 22, 23 e 24, que

apresentam dados de C/Cy em fungéo do tempo para os valores de pH considerados.
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Figura 22. Degradacéo do acido clavulanico em fungéo do tempo em pHs 2,42 e 4,22 a 20°C e u=0,5mol/L.
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Figura 23. Degradacéo do &cido clavulanico em fun¢do do tempo em pH 6,20 a 20°C e u=0,5mol/L.
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Figura 24. Degradacéo do &cido clavulanico em fungéo do tempo em pHs 8,69 e 9,95 a 20°C e u=0,5mol/L.

A constante cinética de hidrdlise (k), para cada valor de pH, foi estimada pelo
método classico da regressdo linear a 95% de grau de confianca, e estes valores sdo
apresentados na Tabela 16, com os respectivos desvios padrao e tempos de meia vida (t2).

Tabela 16.Valores das constantes cinéticas e tempos de meia vida para a hidrolise do &cido clavulanico em
solucBes aquosas a diversos pHs, a 20°C e u=0,5.

pH Constante de velocidade, h™ Tempo de meia vida, h
2,42 0,26835 + 0,0185 2,6

4,22 0,00922 + 0,0002 75,2

6,20 0,00383 + 0,0001 181,0

8,69 0,02059 + 0,00046 33,7

9,95 0,26654 + 0,0041 2,6
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Verifica-se, assim, que a velocidade de hidrolise depende do pH do meio. Esse
comportamento é tipico de reacbes susceptiveis a catalise acido-base especifica, as quais

obedecem a seguinte equacgédo (Konecny et al., 1974):

k=k,[H']+k, +k,JOH] (Eq. 4)

onde k,, Kk, e kp sdo as constantes parciais de hidrélise em meios acidos, neutros e basicos,
respectivamente.

Assim, com os valores experimentais das constantes globais (k) e da concentragdo
de fons H" e OH", para cada valor de pH, determinou-se as constantes parciais de hidrolise
do &cido clavulanico (Tabela 17). Essa estimativa foi feita através de regressao multilinear,

pelo procedimento de Levenberg-Marquardt, a 95% de nivel de confianca.

Tabela 17. Valores das constantes parciais de hidrolise do acido clavulanico em solucdo aquosa, a 20°C e
u=0,5mol/L.

Constante Valor Estimado
ka, L.molt.h' 69,0844 + 0,7343
kn, h™ 0,0057 + 0,0014
kp, L.molt.h 2928,2164 + 31,5393

x?=5,736x10"°

R =0,99985

Com os valores dessas constantes parciais pode-se escrever a equacdo cinética de
primeira ordem, que representa 0 comportamento de degradacdo do éacido clavulanico, a
20°C e u=0,5 mol/L:

k =69,08[H"]+0,0057 + 2928,21[OH ] (Eq. 5)

O ajuste desta equacdo aos dados experimentais, obtendo-se uma curva de log k em
funcdo do pH, é ilustrado na Figura 25 onde nota-se que a faixa de pH de maior
estabilidade do acido clavulanico esta situada entre 4,5 e 7,5 (Bersanetti et al., 2000).

Através da analise dos valores das constantes parciais obtidas, conclui-se que a
velocidade de degradacdo do acido clavulanico em solugdes basicas é cerca de 40 vezes
maior do que em meios &cidos. Essa maior susceptibilidade a hidrolise alcalina foi
verificada também por Okamoto et al. (1996) que estudaram a hidrolise de cefdinir (uma

cefalosporina semi-sintética oral) e por Konecny et al. (1973) em estudos com a
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cefalosporina C. Estes Gltimos pesquisadores obtiveram valores de k, e kp, a 25°C, para a
cefalosporina C, respectivamente, em torno de 250 e 6 vezes menores do que 0s obtidos no
presente trabalho. Essa diferenca esta relacionada a estrutura quimica deste antibidtico que
apresenta trés pontos passiveis de sofrerem ataque hidrolitico (Figura 11), o que acaba

tornando a quebra do anel B-lactdmico mais lenta.
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Figura 25. Constantes globais de hidrolise do &cido clavulanico em funcéo do pH a 20°C e m=0,5 mol/L.

Além disso, comparativamente ao acido clavulanico, os autores constataram uma
faixa mais ampla de pH (de 3 a 8), na qual a cefalosporina C apresenta uma maior
estabilidade.

Investigou-se ainda a influéncia da forca i6Gnica na velocidade de hidrolise do &cido
clavulanico. Os dados apresentados na Tabela 18 mostram que diminui¢cGes de p para
valores iguais a 0,01 (pH=2) e 0,05 (pH=7) ndo acarretam variacfes nas velocidades de
degradacdo deste composto. De acordo com Laidler (1950), a forca i6nica ndo interfere na
velocidade das reagBes de hidrolise. Apesar disso, em muitos estudos de degradagdo de

compostos B-lactamicos a for¢a ibnica € mantida igual a 0,5.

Tabela 18. Valores das constantes globais de hidrélise do acido clavulanico a 20°C para pHs em torno de 2,5
e 7, em valores de forca ibnica diferentes.

pH Forca idnica, mol/L k,ht

2,52 0,01 0,28620 + 0,00011
2,42 0,5 0,26835 + 0,0185
6,98 0,5 0,00607 + 0,00012

7,32 0,05 0,00618 + 0,00021
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Um fator que influencia a velocidade de hidrélise é a concentracdo da solugédo
tampdo (Méndez et al., 1992). Constatou-se assim que a constante de velocidade aumenta
com a concentracdo da solucdo tampédo (Tabela 19). Esse fato deve estar relacionado ao
aumento do numero de ions acetato que podem funcionar como receptores de protons

durante a hidrdlise, acelerando a velocidade de quebra do anel B-lactamico.

Tabela 19. Valores das constantes de velocidade de hidrdlise do acido clavulanico a 20°C para soluges de
mesmo pH e concentracdo de tampdo diferente.

pH Concentracdo da solucdo tampéo, mol/L k,h*
4,16 0,1 0,0216 + 0,00003
4,17 0,033 0,0096 + 0,00001

E importante salientar que esses estudos antecederam a investigacdo da adsorcéo do
acido clavulanico em resinas e assim pdde-se trabalhar dentro da faixa de pH (4,5-7,5) na

qual a degradacdo desse composto é baixa.

5.4. Determinacdo da massa de resina adequada para a adsor¢ao do AC
Para os estudos de adsorcdo em batelada torna-se necessario a determinacdo da
concentracdo de resina necessaria para se obter uma recuperacao significativa do composto
de interesse. Assim, variou-se a massa de resina IRA400, mantendo os demais parametros
constantes (temperatura, pH, concentracdo inicial de acido clavulénico e frequéncia de
agitacéo).
Os valores da concentracdo de acido clavuléanico livre e da fracdo adsorvida em

funcdo da massa de resina sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Valores das concentragdes finais (C) e da fragdo adsorvida (Cu/Co) de acido clavulanico em
funcdo da concentracdo de IRA400 a 25°C, 200 rpm e Cy= 157,64mg/L.

Concentracao de resina  Concentracdo de AC livre Fracédo adsorvida
g/L mg/L
0,50 66,7 0,577
1,75 27,5 0,825
3,00 17,5 0,889
4,25 11,9 0,925

5,90 9,3 0,941




Resultados e Discussao 49

Verificou-se entdo que a fragdo de &cido clavuléanico adsorvida aumentou

exponencialmente com a concentragdo de resina (Figura 26).
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Figura 26. Variacdo da fracdo de acido clavulénico adsorvida em funcdo da concentracdo de resina IRA400 a
25°C, 200 rpm e Cy=157,64mg/L.

Pela Figura 26 pode-se notar que os dados experimentais seguiram um

comportamento exponencial, representado pela seguinte equacao:

Cads * —(Cres—Cores) /B
— yres + Ares e res —“~0res res (Eq 6)

0
onde Yy es corresponde & fracdo de acido clavulanico adsorvida numa situacdo de equilibrio,
Cores COrresponde a concentracgdo inicial de resina usada nesse experimento e Ares € Bres S80

parametros dessa equacgao exponencial.

Os valores dos pardmetros Y res , Ares, Bres € Cores S30 apresentados na Tabela 21

juntamente com os valores de desvio padrdo e de qui-quadrado.

Tabela 21. Valores dos parametros e respectivos desvios padrdo do modelo exponencial ajustado aos dados de
variacdo da fracdo adsorvida em funcéo da concentracdo de resina a 25°C, 200 rpm e Cy=157,64mg/L.

Parametro Valor Desvio padréo
Y res 0,93906 0,00839
Cores: 9/L 0,5 0
Aves -0,36113 0,01204
Bres , 9/L 1,1333 0,10516

x? = 0,00009
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O comportamento exponencial verificado pode ser atribuido ao aumento do nimero
de sitios de adsorcdo livres, com os quais as moléculas de acido clavulanico podem
interagir. Ao se atingir uma certa concentracdo de adsorvente, quase todas as moléculas ja
se apresentam ligadas a superficie da resina. Assim, posteriores aumentos na concentracao
de adsorvente ndo produzem um ganho significativo no rendimento de adsorcao.

Nota-se que em torno de 3,75 g/L de resina a varia¢do de fragdo adsorvida comeca
tender a um valor limite e diminuindo-se Cy pela metade garante-se a saturagéo da resina.

O mesmo tipo de estudo foi realizado com a resina XAD761 e os resultados obtidos
(Tabela 22) mostraram que este adsorvente ndo é adequado para a retencdo de acido
clavulanico nas condigdes experimentais em questdo. Desta forma, em estudos posteriores

com essa resina neutra deve-se utilizar concentracGes bem elevadas desse adsorvente.

Tabela 22. Valores das concentragdes finais (C) e da fragdo adsorvida (Cu/Co) de acido clavulanico em
funcdo da concentracdo de XAD761 a 25°C, 200 rpm e C;=188,98 mg/L.

Concentracéao de resina Concentracéao de AC livre Fracdo adsorvida
g/L mg/L
0,50 188,9 0,0002
1,75 168,5 0,1086
3,00 198,9 -0,0522
4,25 200,4 -0,0606
5,50 188,7 0,0014
9,00 194.,6 -0,0296
12,50 186,7 0,0121

5.5. Investigagdo da cinética de adsorg¢do do acido clavulanico em resinas

Nos experimentos cinéticos de adsorcao foram utilizadas resinas neutras (XAD4 e
XAD761) e de troca-ibnica (IRA400).

A resina IRA400, contendo grupos aménio quaternario (carregados positivamente)
foi escolhida com base em estudos de adsor¢do de &cido clavulanico realizados por Mayer
et al. (1996). Assim, foram realizados experimentos cinéticos de adsor¢cdo empregando-se
uma concentracdo de resina (Cres) de 3,75 g/L (escolhido de acordo com a curva de massa
de resina em fungédo da massa de resina). Em um deles empregou-se uma agitacdo branda e
no outro ndo se utilizou agitacdo. Os dados obtidos (Tabela 23 e Figura 27) mostram que

sem agitacdo, aproximadamente 75% do acido clavulanico é adsorvido apo6s 6,5 h,
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enguanto com agitacdo a adsorcédo foi cerca de 50% da concentracéo inicial em apenas 10
minutos. A evidéncia de significativas limitagdes quanto a transferéncia externa de massa

na auséncia de agitacdo descartou esta condi¢do. Desta forma, os demais experimentos

foram conduzidos sob agitacdo moderada.

Tabela 23. Valores da concentracdo livre e da fragdo de &cido clavulanico adsorvida em fungdo do tempo em

3,75¢/L de IRA400, com agitacdo e sem agitacdo, a 26°C.

Tempo, min Concentracao AC livre, mg/L Fracéo adsorvida
Sem agitacdo Com agitacdo Sem agitagdo Com agitacdo  Sem agitagdo ~ Com agitacdo
0 0 72,3 71,3 0 0
10 10 65,7 34,2 0,090 0,520
20 20 59,8 21,1 0,172 0,705
33 32 56,1 15,8 0,224 0,779
43 45 53,1 13,1 0,265 0,816
68 60 459 11,6 0,364 0,837
88 90 41,9 10,2 0,420 0,857
110 154 35,3 7,6 0,512 0,893
130 250 32,5 4,2 0,551 0,941
155 343 31,0 4,0 0,571 0,944
219 390 26,4 9,5 0,635 0,867

279 24,6 0,660
339 21,0 0,710
399 17,5 0,759
11
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Figura 27. Variacdo da fracdo de acido clavulanico em funcéo do tempo para 3,75¢/L de IRA400 a 25°C:

sem agitacdo e

com agitacéo.
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Em seguida, verificou-se a influéncia da temperatura na cinética de adsorgdo em
IRA400. Os valores de concentracdo livre e da fracdo adsorvida de &cido clavulanico,

obtidos experimentalmente, sdo mostrados na Tabela 24.

Tabela 24. Valores da concentragéo livre e da fragdo de &cido clavulanico adsorvida em fungéo do tempo em
3,75¢/L de IRA400 e pH=6,5 a 22, 26 e 30°C.

Tempo Concentracao de AC livre, mg/L Fracéo adsorvida
min 22°C 26°C 30°C 22°C 26°C 30°C
0 66,9 78,8 69,3 0 0 0
2 57,6 59,6 56,2 0,139 0,243 0,189
4 49,3 52,0 47,3 0,263 0,341 0,317
6 43,7 45,1 40,1 0,347 0,427 0,420
8 37,6 38,9 34,4 0,438 0,506 0,503
10 33,0 34,2 29,7 0,507 0,565 0,571
12 29,2 30,2 25,7 0,564 0,617 0,628
15 24,6 25,0 21,2 0,632 0,683 0,694
20 19,0 18,7 16,0 0,716 0,763 0,769
25 15,8 17,3 12,9 0,764 0,780 0,814
30 12,9 13,5 11,0 0,807 0,828 0,841
45 9,7 10,1 9,2 0,855 0,872 0,868
60 8,7 9,1 8,3 0,869 0,885 0,880

Pela analise dos dados obtidos (Figura 28) pode-se notar que o fenémeno de
adsorcdo do &cido clavulanico na resina de troca-ibnica em questdo ndo € influenciado

significativamente pela temperatura, na faixa estudada.

10

08|

ads/CO

O 04

0,01(-

tempo, min

Figura 28. Variacdo da fracdo de acido clavulanico adsorvida em fungdo do tempo devido a adsorcdo em
3,75g/L de IRA400 e pH=6,5 em trés temperaturas diferentes: (—)22°C, (——)26°C e (—)30°C.
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O seguinte modelo exponencial ajustou-se muito bem aos dados experimentais nas
trés temperaturas estudadas:

Cads
Co

* -t/B
= yads + Aads € "

(Eq. 7)

Os valores das constantes y ags, Aads © Bags S80 mostrados na Tabela 25, juntamente

com os valores de desvio padréo.

Tabela 25. Valores dos parametros do modelo exponencial ajustado aos dados cinéticos de adsor¢do do acido
clavulénico a 22, 26 e 30°C e C,=70mg/L.

Parametros 22°C 26°C 30°C
y*ads 0,86919+0 0,88503+0 0,87967 + 0
Aads -0,86739 + 0,00312 -0,83601 + 0,01862 -0,86634 + 0,00521
Bags, min - 11,52113 £ 0,07893 10,25799 + 0,42494 9,58594 + 0,10587
XZ 0,00002 0,00059 0,00004

Considerando-se o processo de adsor¢cdo como um fendmeno reversivel limitado
pela cinética e, em analogia a técnica de determinacdo de parametros cinéticos baseada em
reacOes de relaxacdo, tem-se:

Ky
Clav + Res" — <~ Clav-Res

ka
onde: Clav™ corresponde ao acido clavulanico, Res™ & resina e Clav-Res ao complexo
formado pela adsor¢édo do inibidor na superficie do adsorvente.
Uma vez que, os experimentos foram realizados em condi¢des diluidas, a
concentracdo de resina permanece praticamente constante durante 0s experimentos,

podendo-se entdo definir uma constante de velocidade de adsor¢éo aparente k'; de tal forma

que:
kl1 = k1-Cres (EQ- 8)
Assim:
dC
ads -
gt~ Ki(Cg ~Cags) ~K2Caqs (Eq. 9)

Integrando-se:
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ads

C _ Ky _ Ky e—(k'l+k2)t
Co ki +k ki+k, (Eq. 10)

Comparando-se a Equacdo 10 com o modelo exponencial ajustado, pode-se afirmar
que o pardmetro Bags corresponde a (K'1+ky) e 0s pardmetros Augs € Y ags correspondem a
k'1/(K'1+ky).

Assim, a partir dos parametros A e B chega-se ao valor da constante de equilibrio de
adsorcdo do &cido clavulanico em IRA400 (K,gs) e também das constantes de velocidade de

adsorcdo (k'1) e de dessorcéo (k). Os valores aparecem mostrados na Tabela 26.

Tabela 26. Valores das constantes de adsorc¢do (k';), dessorcdo (k,) e de equilibrio (Kug) para a adsorcéo do
acido clavulanico em 3,75 g/L de IRA400 com C,=70mg/L a 22, 26 e 30°C.

Constante 22°C 26°C 30°C
k', h* 4,518 4,890 5,424
ko, 0,690 0,960 0,834
K ads 6,5478 5,0938 6,5036

Nos estudos com a resina XAD4, os dados experimentais (Tabela 27) mostram que
ndo ocorre uma adsorcdo significativa (Figura 29). Essa resina neutra € um polimero de
poliestireno-divinilbenzeno e, sendo assim, apresenta varios anéis aromaticos que podem
interagir com o acido clavulanico, através de forcas dipolo-dipolo induzido. Como a
energia desse tipo de interacdo é baixa, quando comparada aquela liberada em ligacfes
eletrostéaticas, a fracdo maxima adsorvida esta em torno de 6 %.

Tabela 27. Valores de concentragdo de &cido clavulanico livre e da fragdo adsorvida em funcéo do tempo para
62,5¢/L de XAD4 a 26°C.

Tempo Concentracdo acido clavulanico Fracdo adsorvida
min mg/L Cads/Co
0 897,8 0
2 872,6 0,028
3 888,9 0,010
5 859,3 0,043
10 856,3 0,046
15 847,4 0,056
20 844,5 0,059
40 840,0 0,064
60 847,4 0,056

120 862,2 0,039
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Figura 29. Variacdo da fracdo de cido clavuléanico adsorvida com o tempo em 62,5 g/L de XAD4,apH 6,5 ¢
26°C.

De acordo com Mayer et al. (1996), uma adsorcdo significativa do acido clavulénico
é conseguida com um sistema ion-par da resina XAD4 com sais de aménio quaternario.
Como esses compostos sdo toxicos, resolveu-se utilizar aminoacidos como contra-ions.

Inicialmente, empregou-se a fenilalanina, que por possuir um anel aromatico,
apresenta uma grande semelhanca estrutural com a resina XAD4 o que facilita a adsorcao.
Apo6s o equilibrio da resina com uma solucdo de fenilalanina, a concentracdo adsorvida
desse aminoéacido foi igual a 0,00226 mol/L. Assim, a adsor¢do do acido clavulanico no
sistema XAD4/fenilalanina foi acompanhada em funcdo do tempo a 26°C. Os resultados
obtidos (Tabela 28 e Figura 30) mostram que esse sistema também nédo é adequado para a
recuperacdo deste composto B-lactamico. Esse fato deve estar relacionado a proximidade

entre os grupos carboxilicos do &cido clavulanico e do aminoacido em questao.

Tabela 28. Valores da concentracdo de acido clavulanico livre e da fracdo adsorvida em funcgdo tempo para o
sistema ion-par XAD4-Phe (C,s=62,5 g/L) a 26°C.

Tempo Concentracdo 4cido clavulanico Fracédo adsorvida
min mg/L Cads/Co
0 1032,0 0
2,5 962,5 0,067
5 971,6 0,059
7,5 989,6 0,041
10 1019,2 0,012
15 1033,3 -0,001
20 960,0 0,070
30 963,8 0,066
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Figura 31. Variacéo da fragdo de &cido clavulanico adsorvida com o tempo em 62,5 g/L de XADA4-Phe a 26°C

Para se eliminar o efeito de repulséo entre esses dois compostos, deve-se trabalhar
em regides de pH abaixo do pK; do aminoacido, onde o grupo carboxilico apresenta-se
protonado e consequentemente ndo repele a molécula de acido clavuléanico. Entretanto, em
regies acidas (pH<4,5), o acido clavulanico apresenta taxas de decomposicédo hidrolitica

elevadas.
Os aminoacidos lisina e arginina, que possuem grupamentos positivos em suas

cadeias laterais, também foram investigados como possiveis contra-ions. No entanto, esses
compostos ndo sdo adsorvidos pela resina XAD4 e, portanto, ndo podem ser utilizados

como para a recuperacao do acido clavul@nico presente em meio aquoso (Tabela 29).

Tabela 29. Concentracdes de Lys e Arg ap6s 40h em equilibrio com 50 g/L de resina XAD4 a 25°C.
Concentracéo inicial Concentracéo final

Aminoacido
mol/L mol/L
Lys 0,010 0,010
Arg 0,011 0,012

A eficiéncia da resina XAD761 para a recuperagdo do acido clavulanico também foi
investigada. Pelos dados experimentais obtidos (Tabela 30) verifica-se uma adsorcao
significativa nos dois primeiros minutos mas, em seguida, a concentracdo de &cido

clavulanico em solucdo aumenta novamente. Apds 45 minutos de andlise apenas 5%
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(Cags/Cop) do composto foi retido pela resina (Figura 31). Essa adsorcéo significativa logo no
inicio pode ser explicada pela difusdo das moléculas de &cido clavulanico para a superficie
da resina, mas com o passar do tempo as interagdes das moléculas de adgua com o
adsorvente e com as moléculas do composto B-lactamico acabaram superando as energias

de adsorcao.

Tabela 30. Valores de concentracdo de &cido clavulanico livre e fracdo adsorvida em funcdo do tempo para
62,5g/L de XAD761 a 26°C.

Tempo Concentracdo de AC livre Fracdo adsorvida
min mg/L Cads/Co
0 1040,4 0
2,5 795,6 0,235
5 963,8 0,074
10 992,3 0,046
20 984,8 0,053
45 983,3 0,055
0,30
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Figura 31. Variacdo da fracéo de &cido clavulanico adsorvida com o tempo em 62,5 g/L de XAD761a 26°C.

Para melhorar a adsor¢do nas resinas XAD tentou-se diminuir o pH da solugéo,
dentro dos limites de estabilidade do acido clavulanico, a fim de deslocar seu equilibrio de
ionizacdo para a forma molecular e aumentar, com isso, o rendimento de adsorcéo.
Observou-se que, a eficiéncia de recuperacao foi desprezivel com a resina XAD761. Por
sua vez, verificou-se que a adsor¢cdo em XAD4 foi crescente, porém, a pequena fracao
adsorvida ndo justificou uma continuidade dos testes com esta resina (Tabela 31 e Figura
32).
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Tabela 31. Valores de concentracdo de acido clavulanico livre e fracdo adsorvida em funcdo do tempo para
62,50/L de XAD4 e XAD761 a 26°C e pH=4,5.

Tempo Concentragéo de AC livre, mg/L Fracdo adsorvida
min XAD4 XAD761 XAD4 XAD761
0 894,8 853,3 0 0
2,5 816,3 825,2 0,088 0,033
5 837,1 835,6 0,064 0,045
10 840,0 810,4 0,061 0,050
15 835,6 8119 0,066 0,049
20 807,4 817,8 0,098 0,042
30 819,3 825,2 0,084 0,033
40 767,5 822,2 0,142 0,036
014 .
012 |
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Figura 32. Variagdo da fracdo de acido clavulanico adsorvida em funcéo do tempo para as resinas XAD4 e
XAD761 (Cs=62,5 g/L) a 26°C e pH=4,5.

5.6. Experimentos de dessorcdo em IRA400
A eficiéncia de um processo de recuperacdo de um composto, a partir de qualquer
extrato bruto, deve-se também a facilidade da molécula adsorvida em retornar ao meio
liquido, no momento da eluicdo ou dessor¢do. Desta forma, investigou-se a cinética de
dessorcdo do acido clavulanico da resina IRA400, empregando-se solucdo de NaCl 5% e
10% (p/v). Os valores experimentais da concentracdo e da fracdo de acido clavulanico

dessorvido sdo mostrados nas Tabelas 32 e 33.
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Verificou-se que com o aumento da concentracdo de ions CI™ no eluente, a fracdo de
acido clavulanico recuperada a partir da resina foi em torno de 10% mais elevada ap6s 100

minutos (Figura 33).

Tabela 32. Valores das concentrages e fragdes dessorvidas com solucdo de NaCl 5% a 26°C, a partir de 3,75
g/L da resina IRA400 contendo 60,62 mg/L de acido clavulanico adsorvido.

Tempo Concentracao dessorvida Fracao dessorvida
min mg/L Ces/Cads
4 21,3 0,351
6 24,8 0,409
8 27,4 0,452
10 29,1 0,479
15 33,8 0,558
20 36,7 0,606
30 42,6 0,703
40 45,3 0,748
50 48,2 0,796
70 51,9 0,855

Tabela 33. Valores das concentracGes e fracBes dessorvidas com solucdo de NaCl 10% a 26°C, a partir de
3,75 g/L da resina IRA400 contendo 51,50 mg/L de acido clavulanico adsorvido.

Tempo Concentracao dessorvida Fracao dessorvida
min mg/L Cdesorv/Cads
0 8,5 0,166
2 15,0 0,291
4 18,4 0,357
6 21,3 0,413
8 23,6 0,458
10,5 25,6 0,498
15 28,6 0,556
20 31,4 0,611
25,5 339 0,659
30 36,1 0,701
40 39,7 0,771
50 42,8 0,832

O seguinte modelo exponencial ajustou-se muito bem aos dados experimentais:

C
desorv. __ \,*
- ydesor + Adesor €

C,

-t/ Bdesor

(Eq.11)

Os valores das constantes Y gesor , Adesor € Baesor S0 mostrados na Tabela 34

juntamente com o valor do desvio padréo.
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Figura 34. Dessorcéo do AC da resina IRA400 em fungdo do tempo com NaCl: (—)5% e(—)10%, a 28°C.

Tabela 34. Valores dos parametros do modelo exponencial ajustado aos dados cinéticos de dessorcdo do acido
clavulénico a 28°C com solucdo de NaCl 5% e 10% (p/v).

Parametros NaCl 5% NaCl 10%
y*desor 0,855 0,832
Adesor -0,75418 + 0,04672 -0,7012 £ 0,04171
Baesor , Min 15,15663 + 1,89241 14,73245 + 1,84064
XZ 0,00336 0,00361

Os pardmetros Y gesor € Adesor COrrespondem ambos a ks/(ks+ks), mas no entanto,
seus valores ndo foram iguais. Essa diferenca pode ser atribuida ao aumento da
concentracdo de resina a medida que as aliquotas de 0,5 mL eram retiradas nos diversos
intervalos de tempo. No final houve uma diminui¢do de volume igual a 5 mL e levando-se
em consideracdo este valor pode-se calcular o valor da fracdo de equilibrio corrigida

(y*desor) corr-

Assim para a dessorcao com NaCl 5%:

) * * 0,855.35mL
ydesor 'Vl = (ydesor)corr 'V2 = (ydesor)corr - W

=0,7481

Para a dessorcdo com NaCl 10% o valor de (Y desor)corr € igual a 0,728.

Da mesma forma que para a adsorcao, pode-se calcular as constantes cinéticas de
dessorcdo (ks) e de adsorcdo (ks), a partir dos parametros mostrados. Os resultados séo

apresentados na Tabela 35.
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Tabela 35. Valores das constantes de adsor¢do (k,), dessor¢do (ks) e de equilibrio (Kges) para a dessor¢do do
acido clavulénico de 3,75 g/L de IRA400, empregando-se NaCl 5 e 10%.

Constante NaCl 5% NaCl 10%
ks, ht 2,986 2,855
ks ht 0,973 1,216
K des 3,0688 2,3479

A dessorcéo pode também ser efetuada empregando solucdo de NaOH. No entanto,
por se tratar de uma base forte, o pH da solucéo ficard em torno de 12-13 e a medida que as
moléculas de &cido clavulanico forem sendo liberadas para o meio liquido, sofrerdo
rapidamente hidrolise catalisada pelos ions OH™ e assim a recuperacao desse composto ndo

serd satisfatoria.

5.7. Influéncia do pH na adsorcéo do acido clavulanico em IRA400
Os valores de concentragdo de acido clavulanico livre e da fragdo adsorvida em
IRA400 nos diversos valores de pH sdo mostrados na Tabela 36.

Tabela 36. Valores das concentragdes iniciais (Cy), finais (C) e da fracdo adsorvida (C.s/Co) de acido
clavulanico em IRA400 em diversos valores de pH, a 25°C e 200 rpm.

pH Concentracdo inicial Concentracao final Fracdo adsorvida
mg/L mg/L
4,43 59,9 49,8 0,169
4,89 59,8 51,4 0,140
5,24 59,8 53,4 0,107
5,72 60,0 50,9 0,152
6,13 57,6 46,0 0,202
6,45 62,6 48,0 0,233
7,00 62,9 44,0 0,301

A adsor¢do do &cido clavulanico em resinas de troca-ibnica € influenciada por
variacfes no pH do meio, uma vez que, o grau de retencdo dependera da proporcédo entre a
forma idnica e a forma molecular desse composto. Com um aumento do pH, o equilibrio de
ionizacdo do acido desloca-se no sentido da formacdo do ion clavulanato que é facilmente
adsorvido pela resina IRA400. Assim, era esperado um aumento constante da massa
adsorvida em funcdo do pH. No entanto, verificou-se que a curva de adsor¢cdo do &cido

clavulanico em funcéo do pH (Figura 34) apresenta a forma de um V, com um minimo em
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pH igual a 5,2. A diminuicdo da massa adsorvida em valores de pH menor que 5,2 deve
estar relacionada ao processo de dessor¢do dos ions CI” e porventura dos ions citrato e

fosfato que é mais favorecido em regides acidas.
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Figura 34. Influéncia do pH na fragéo de 4cido clavulanico adsorvida por 3,75g/L de IRA400 a 25°C, 200rpm
e Co=70mg/L.

5.8. Influéncia da forca i6nica na adsorcao do acido clavulanico em IRA400

De acordo com Baustista et al. (1999) os ions presentes na fase movel,
especialmente o cloreto, competem com o composto de interesse pelos grupos carregados
da fase estacionaria.

Desta forma, torna-se interessante analisar até que ponto as variacBes da forca
ionica influenciam a retencdo do &cido clavulanico em IRA400. Na Tabela 37 sao
mostrados os valores da fracdo de acido clavulanico adsorvida em IRA400 em funcdo da
forga idnica da solugéo.

Tabela 37. Valores das concentracdes iniciais (Cg), finais (C) e da fracdo adsorvida (C,y/Co) de &cido
clavulanico em IRA400 em diversos valores de forca ibnica, a 25°C e 200 rpm.

Forcaibnica  Concentracdo inicial  Concentracdo final ~ Fracdo adsorvida

mg/L mg/L
0,023 66,4 33,3 0,498
0,033 64,7 46,5 0,282
0,043 65,7 50,0 0,240
0,053 66,9 53,8 0,195
0,063 66,8 54,8 0,180
0,073 67,1 57,6 0,142

0,083 67,2 58,3 0,133
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Os resultados experimentais (Figura 35) mostraram que a fracdo adsorvida sofre
grande influéncia da concentracdo das especies i0Gnicas presentes em solucdo. Em regides

com maior forga idnica, a variacdo da fracdo adsorvida diminui mais suavemente.
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Figura 35. Influéncia da forca ibnica na fracdo de acido clavulanico adsorvida por 3,75¢/L de IRA400 a 25°C,
200rpm e C,=70mg/L.

Os dados experimentais da variacdo da fracdo de acido clavulanico seguiram um
comportamento exponencial, representado pela seguinte equacao:

ads _ y; +A .e—(H—Ho)/Bu (Eq 12)

onde y*, corresponde a fragéo adsorvida no equilibrio, o corresponde a forga ionica inicial
utilizada nesse estudo e A, e B, sdo parametros empiricos.

Os valores dos parametros y*,, A,, B, e po aparecem mostrados na Tabela 38
juntamente com os valores de desvio padrao e de qui-quadrado.

Tabela 38. Valores dos parametros e respectivos desvios padrdo do modelo exponencial ajustado aos dados de
variacdo da fracdo adsorvida em funcdo da forca ibnica a 25°C, 200 rpm e Co=70mg/L.

Parametro Valor Desvio padréo
y*u 0,14508 0,01656
Lo, mol/L 0,02338 0
A, 0,34576 0,02536
B,, mol/L 0,0134 0,00255

x? = 0,00049
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Pode-se notar claramente que a forga ionica tem uma grande influéncia no
rendimento de recuperacdo do acido clavulanico em IRA400. Assim, para se aumentar a
eficiéncia do processo de troca-ibnica deve-se trabalhar em regides de forca idnica baixa.
Como o valor desse parametro para um meio fermentativo sintético, que tem sido
normalmente utilizado em nossos laboratérios para a producdo de acido clavulénico,
encontra-se em torno de 0,09 (Tabela 39) pode-se tentar aumentar a eficiéncia da adsorcéo

aumentando-se a concentracao de resina.

Tabela 39. Concentracdes dos ions presentes no meio fermentativo sintético utilizado em nossos laboratérios,

para a producdo de acido clavulanico, e célculo da forca idnica total.

lon Concentracéao (Cj) Carga (2) C.Z°
mol/L
Ca 0,00136 2 0,00544
Cl 0,00272 1 0,00272
Na 0,01711 1 0,01711
Cl 0,01711 1 0,01711
Mg 0,004057 2 0,016228
SO, 0,004057 2 0,016228
K 0,00878 1 0,00878
HPO, 0,00439 2 0,01756
K 0,00907 1 0,00907
H,PO, 0,00907 1 0,00907
NH, 0,02497 1 0,02497
Ac 0,02497 1 0,02497
Asparagina 0,005495 1 0,005495
Mn 5,05. 10° 2 2,02.10°
Cl 1,01.10° 1 1,01.10°
Fe 3,6.10°® 2 1,439. 10°
SO, 3,6.10° 2 1,439.10°
Zn 3,48.10° 2 1,392.10°
SO, 3,48.10°° 2 1,392.10°
n=05%cz’= 0,087419

Sendo assim, realizou-se um experimento para se determinar a massa de resina
necessaria para a retencdo significativa do acido clavulanico em forca iénica igual a 0,09.
Com os dados obtidos (Tabela 40) pode-se notar um aumento linear da fragdo adsorvida em
funcdo da massa de resina (Figura 36). Se a faixa de massa de resina estudada fosse maior,

a forma da curva obtida seria exponencial, assim como foi verificado no item 4.4.
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Tabela 40. Valores das concentragdes finais (C) e da fracdo adsorvida (Cu/Co) de acido clavulanico em
funcdo da concentracdo de IRA400 em solucdo de forca ibnica igual a 0,09; a 25°C, 200 rpm e Cy=
70,67mg/L.

Concentracédo de resina  Concentracao final de AC Fracdo adsorvida

g/L mg/L
5,0 64,8 0,083
7,5 63,4 0,103
10,0 60,6 0,142
12,5 59,1 0,163
15,0 57,2 0,191
17,5 55,1 0,221
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Figura 36. Variacdo da fragdo de &cido clavulanico adsorvida em funcdo da concentracdo de IRA400 para
solucéo aquosa de forca idnica igual a 0,09 a 25°C, 200 rpm e Cy,=70mg/L.

A seguinte equacao de reta, com coeficiente de correlacdo igual a 0,9789, ajustou-se
aos dados experimentais:

CC";‘% =0,0141.Cyes (Eq. 13)
onde: Cys/Co corresponde a fracdo de acido clavulanico adsorvida e Crs corresponde a
concentracdo de resina presente em solucao.

A partir dos dados experimentais pode-se também estimar a propor¢do entre massa
de resina e massa de acido clavulanico a ser recuperada em solugdes aquosas com u=0,09
mol/L. A equacdo abaixo mostra essa relagéo:

Mres =474.Myc (Eq. 14)
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Desta forma, para a recuperacdo de 1 g de &cido clavulanico presente num meio
com forca ibnica de 0,09 sdo necessarios 474 g da resina IRA400. Para solucdes aquosas
contendo somente acido clavulanico (u < 0,01 mol/L), esta proporcéo era de 53,6 o que foi
determinado nos estudos da determinacdo da massa de IRA400 adequada para a adsor¢éo

do &cido clavulanico (item 5.4).

5.9. Influéncia da concentracdo inicial de acido clavulanico na adsorcao em IRA 400
Para se verificar a influéncia da concentracdo inicial de AC na velocidade de
adsorcdo, realizou-se experimentos com C, iguais a 200, 380, 690 e 1000 mg/L e
mantendo-se a proporgao Crs/Cop igual a 53, 6.
Os graficos da fracdo de acido clavulanico adsorvida em funcdo do tempo para 0s
cinco valores de concentragdes iniciais (Figura 37) mostram que a velocidade de adsorgéo é
maior para solu¢fes mais concentradas, enquanto a fragdo méaxima adsorvida esta em torno
de 90% para todos os valores de concentra¢des estudadas. Esse aumento da velocidade de
adsorcdo esta relacionado ao maior gradiente de concentracdo entre a solucdo e a superficie
da resina, o que favorece a difusdo das moléculas de adsorvato.
Os valores das constantes cinéticas e de equilibrio estimadas a partir dos dados

experimentais sdo apresentados na Tabela 41.
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Figura 37. Fracdo adsorvida em funcéo do tempo para diferentes concentraces iniciais de acido clavulanico a
26°C e C,/C,=53,57: (—) Co=78mg/L, (—) C¢=183mg/L, (—) Co=450mg/L, (—) Co=830mg/L, ( )
Co=940mg/L.
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Tabela 41. Valores das constantes cinéticas de adsorcéo (k'y), de dessorcdo (k,) e da constante de equilibrio
(Kags) para diferentes concentragdes iniciais de &cido clavulanico a 26°C e C,s/Cy = 53,57.

Concentraco inicial, mg/L ki, ht ko, h' K ads
78 4,890 0,960 5,094
183 11,312 1,562 7,242
450 17,616 2,832 6,220
830 33,809 6,070 5,570
940 47,55 4,350 10,93

A relacgéo linear entre os valores de concentracdo de resina (Cres) € das constantes

cinéticas de adsorcéo (k'1) é mostrada na Figura 38.
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Figura 38. Constante cinética de adsorcéo do acido clavulanico em IRA400 (k';) em funcéo da concentracéo
de resina (C,) a 26°C.

A reta ajustada aos dados experimentais é definida pela seguinte equacao:

k; =0,86+1473.C,, (Eg. 15)

Assim, pode-se dizer que nas condicdes geralmente utilizadas pelas industrias (Co =
1 g/L), a velocidade de adsor¢do do 4&cido clavulanico pela resina IRA400 é

aproximadamente 10 vezes maior do que para as solugdes diluidas (Co= 70 mg/L).

5.10. Cinética de adsorc¢éo em IRA400 em condigdes proximas as reais
Para a determinacdo da constante de velocidade de adsorcdo do acido clavulanico

em IRA400, em condi¢fes mais proximas as dos caldos fermentativos obtidos em nossos
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laboratorios, empregou-se uma solu¢do 200 mg/L com forca ibnica igual a 0,09 mol/L. Os
dados obtidos experimentalmente (Tabela 42) mostram que a fragdo méaxima adsorvida esta

em torno de 65%, para uma relacdo Cs/Co igual a 1000.

Tabela 42. Valores de concentracdo de &cido clavulanico livre e fracdo adsorvida em fungdo do tempo para a
adsorcdo em batelada a 26°C e C,=200mg/L, empregando-se uma relagao C,./Cy=1000.

Tempo, min Concentracao livre, mg/L Fracdo adsorvida
0 168,4 0
0,5 109,1 0,352
1 96,7 0,426
2 85,1 0,495
4 75,7 0,550
6 71,0 0,579
10 66,0 0,608
15 61,2 0,636
30 55,8 0,668
45 57,5 0,659

Um modelo exponencial ndo se ajusta satisfatoriamente aos dados experimentais
(Figura 39), uma vez que, a concentracdo de resina (C=200 g/L) é muito elevada e, sendo
assim, o comportamento € diferente daquele observado para sistemas diluidos.

Finalmente, pode-se concluir que para se obter um rendimento 6timo de adsorcao do
acido clavulanico em IRA400 em condicdes reais deve-se utilizar uma propor¢do Ces/Co
muito elevada. Entdo, como era de se esperar esse tipo de recuperacdo deve ser realizada

empregando-se leito fixo que permite a utilizacdo de grandes quantidades de resina.
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Figura 39. Grafico da fragdo de acido clavulanico adsorvida em funcdo do tempo para a adsorcéo em batelada
a 26°C e Cy=200mg/L, empregando-se uma relagdo C,e/Co=1000.
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5.11. Isoterma de adsorcéo do acido clavulanico em IRA400

Como as resinas ndo-idnicas ndo adsorveram o acido clavulanico presente em
solucgéo, ndo foi possivel obter-se isotermas para esses €asos.

Para a resina IRA400 foram feitas varias tentativas até se chegar nas condicGes
adequadas para se obter a isoterma. No primeiro experimento, com 3,75¢g/L de resina,
obteve-se valores de absorbancias finais muito baixos (Tabela 43), os quais ndo puderam
ser utilizados para o calculo exato das concentracdes de AC no equilibrio.

Tabela 43. Valores de absorbancia a 234 nm das solu¢Bes sobrenadantes, ap6s 6 horas, para 3,75g/L de
IRA400 a 25°C.

Concentracdo inicial de AC, mg/L Absorbéancia a 234nm ap0s 6 horas
18,08 0,020
27,09 0,024
36,11 0,029
46,78 0,040
55,69 0,056
63,57 0,061

Decidiu-se entdo diminuir a concentracdo de resina para 0,02g/L, a fim de que
restasse em solucdo uma quantidade maior de acido clavulanico ndo adsorvido. Desta
forma, os valores de absorbancia do sobrenadante tornaram-se maiores e as concentracfes
finais foram estimadas com maior precisdo (Tabela 44). Neste caso, foi utilizada a curva
padréo a 227 nm, uma vez que, nesse comprimento de onda os valores de absorbéncia, para

uma mesma concentragdo, sdo maiores do que a 234 nm.

Tabela 44. Valores de absorbancia a 227 nm e concentracdes finais das solugdes sobrenadantes, apos 6 horas,
para 0,02 g/L de IRA400 a 25°C.
Concentracdo inicial, mg/L.  Absorbancia final a 227nm Concentracéo final, mg/L

4,8 0,102 3,7
5,7 0,120 4,6
7,3 0,150 6,0
8,3 0,170 6,9
9,8 0,200 8,3

Com os valores de concentracdo inicial e final, foi possivel determinar-se a massa
de acido clavulanico adsorvida por unidade de adsorvente (q) (Tabela 45) e com isso, a
isoterma foi ajustada (Figura 40).



Resultados e Discussao 70

Tabela 45. Valores das massas de acido clavulanico adsorvidas (mg) por unidade (g) de IRA400 a 25°C.

Concentracdo inicial de AC, mg/L g, Mgac/Jresina
4,80 53,118
573 57,737
7,25 64,665
8,27 69,284
9,75 73,903

s
_of
O L
b= L Freundlich
é 65 L Langmuir
E) :
o |
<L 60}
= T
E I
< st
50 :u PR ST TR [N ST TN NN TN [N ST TN TN TN [N ST TN TN TN (NN N SN TN T NN T SO SN 1
3 4 5 6 7 8 9

Concentracdo no equilibrio (C*), mg/L

Figura 40. Isotermas de adsorcdo do &cido clavulanico em IRA400 a 25°C e 200 rpm: (—) modelo de
Langmuir e (—) modelo de Freundlich.

Pode-se notar que os modelos de adsorcdo de Langmuir e Freundlich se ajustaram
muito bem aos pontos experimentais. Os valores dos parametros gmax € k. do modelo de

Langmuir e de ke e n do modelo de Freundlich foram estimados e aparecem na Tabela 46.

Tabela 46. Valores dos pardmetros dos modelos de Langmuir e Freundlich, ajustados para a adsorcdo do
acido clavulanico em IRA400 a 25°C e 200 rpm.

Modelo Freundlich Langmuir
kF n kL Omax
Valor 30,49191 0,42134 4,10085 110,1999
Erro 0,54624 0,00985 0,24043 2,65549
x° 0,14854 0,30245

A partir dos dados experimentais pode-se estimar a afinidade da resina IRA400 pelo
4cido clavulanico. Nota-se pela Figura 38 que em valores de C* menores que 7 tém-se uma

relacdo linear entre a concentracdo livre e a massa de &cido clavulanico adsorvido por
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unidade de adsorvente (g). Assim, a partir do valor do coeficiente angular (dg/dC") e da
area superficial da resina (A), pode-se obter a afinidade (o):

dg

dc”

O valor de dg/dC” obtido experimentalmente é igual a 5,1212 + 0,0789.

A (Eq. 16)

Considerando-se A=1,1044 m%/g, chega-se a um valor de afinidade da IRA400 pelo 4cido

clavulanico igual a 4,637 L/m*.

5.12. Determinacdo da entalpia de adsorcéo do &cido clavulanico em IRA400

Os valores das entalpias de adsor¢cdo do &cido clavulanico foram determinados, a
partir dos calores liberados pela interacdo da mistura de clavulanato de potéssio e silica
com a resina em solucdo.

O calor total liberado no momento da quebra da ampola, contendo a mistura de
acido clavulanico e silica, deve-se aos diferentes fendmenos que ocorrem quando esses dois
compostos entram em contanto com a agua e com a resina em suspensao. Esses fendmenos
sdo: a) dissolucdo do acido clavulanico em &gua; b) interacdo da silica com a agua; c)
interacdo da silica com a superficie da resina e d) adsor¢do do &cido clavulanico.

Os valores experimentais dos calores liberados e das variages de entalpia obtidos

experimentalmente sdo mostrados na Tabela 47.

Tabela 47. Valores dos calores (Q) e das variagBes de entalpia (AH) envolvidos nas interagdes do acido
clavulanico e da silica com a agua e com diversas resinas.

. Q AH Simbolo
Experimentos J KJ/mol

Clavulanato de potéssio + silica (0,396 g) em agua -1,1685  -1,5065  AHnmis-agua
Clavulanato de potassio + silica (0,4046 g) em HP20 -15535  -1,9613 AHigtal
Clavulanato de potassio + silica (0,4337 g) em IRA400/CI -3,1805 -3,7453 AHiotal
Clavulanato de potassio+ silica (0,4086 g) em IRA400/OH" -0,2282 -0,2853 AHiotal
Clavulanato de potassio + silica (0,4000 g) em XAD4 -6,8045 -8,6870 AHiotal
Clavulanato de potassio + silica (0,4015 g) em XAD7 -6,0500 -7,6945 AHiotal
Clavulanato de potéssio + silica (0,4009 g) em XAD761 -6,2250 -7,9290 AHiotal
Silica (0,0993 g) em &gua -1,5960  -0,9659  AHiagua
Silica (0,1300 g) em HP20 -2,022 -0,9345 AHsi—res/agua
Silica (0,1352 g) em IRA400 -1,4145  -0,6284  AHgiresiagua
Silica (0,1216 g) em XAD4 -2,234 -1,1040  AHgiresiagua
Silica (0,1343 g) em XAD7 -2,8545 <1277 AHgiresiaqua

S“IC& (0,1366 g) em XAD761 -214725 -110875 AHSi_reS/agua
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Assim, para se obter a entalpia de interacdo (adsorcéo) do acido clavulanico nas

resinas, deve-se descontar as variagdes de calor decorrentes dos outros fendmenos:

1) K aq) + Clav s — KClav( -AHac-agua
) Si0,-IRA400(sysp) — SiOa(ag) + IRA400(susp) -AHsires
3) Si0, (ag) — SIiO; (3) ~AHsi agua
(4)  Kclavig+SiOze+2IRA400usp— K (ag+Clav-IRA400 s+ SiO2- IRA400susp  AHiotal
(5) Clav s + IRA400(susp) — Clav-IRA400sysp) AHac-res

A variacgdo de entalpia de adsor¢do do &cido clavulanico (AHqc.res) € dada por:
AH ac-res — AHtotal + ('AHac—agua) + ('AHsi—res) + ('AHsi—agua) (ECI 17)

O valor da entalpia de dissolugéo do clavulanato de potassio em agua (AHac-agua) €
obtido a partir dos dados das interagdes da mistura (AHmis-agua) € da silica (AHsi-agua) COM &
agua:

(AHac-agua) = (AHmist-agua) + (-AHsi-agua) (Eq. 18)
(AHac-agua) = -1,5065 + (0,9659) = -0,5406 KJ/mol

De maneira semelhante, as variacdes de entalpia das interagdes da silica com a

superficie das resinas podem ser obtidas a partir dos valores experimentais. Assim:

(AHsi-res) = (AHsi-res/agua) + ('AHsi-agua) (Eq- 19)

Esses valores de AHsi.res S80 mostrados na Tabela 48, juntamente com as variacGes
de entalpia de interacdo do &cido clavulanico a superficie das diversas resinas estudadas
(calculadas atraves da Equagdo 17).

Pode-se notar que as variacdes de entalpia envolvidas na interacdo das resinas
XAD4, XAD7 e XAD761 sdo maiores que para a resina de troca-i6bnica IRA400, No
entanto, como ja foi mostrado anteriormente a adsor¢do do &cido clavulénico nas resinas
neutras foi insignificante, o que ndo favoreceu a continuidade dos estudos com esses

adsorventes.
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Tabela 48. Valores das variacdes de entalpia envolvidas na interacdo da silica e do acido clavulanico com a
superficie de diversas resinas a 25°C.

Interacéo AH, KJ/mol
Silica em HP20 0,0314
Silica em IRA400 0,3375
Silica em XADA4 -0,1381
Silica em XAD7 -0,3111
Silica em XAD761 -0,1216
Acido clavulanico em HP20 -0,4863
Acido clavulanico em IRA400 -2,5764
Acido clavulanico em XAD4 -7,0425
Acido clavulanico em XAD7 -5,8770
Acido clavulanico em XAD761 -6,3010

Para a determinacdo da entalpia de adsor¢do (AH.gs) do acido clavulanico em
IRA400 deve-se levar em conta a concentracdo adsorvida e o calor de interagdo (Chaubal et
al.,1995). Assim:

AHags = (Eq. 20)

onde V corresponde ao volume de solucdo na célula calorimétrica (0,07 L) e Cugs

corresponde a concentragdo de acido clavulanico adsorvida pela resina IRA400.
Levando-se em consideracdo os calores envolvidos em todos os fendmenos de

interagdo da mistura com a agua e a resina e 0s numeros de moles de cada componente

(Tabela 49), obtém-se o valor de Qags.

Tabela 49. Valores dos calores (Q) envolvidos na interacdo de uma mistura de &cido clavulanico e silica com
a resina IRA400 a 25°C.

Fendmeno N° de moles Q@)

Dissolugéo do &cido clavulanico em agua 8,493.10™ de KClav -0,459

Interacdo da silica com a resina e com agua 3,86.10° de SiO, -2,425

Interacdo da SiO; e Kclav com a resina 8,493.10™ de Kclav + -3,181
3,86.10° de SiO,

Adsorc¢éo do Kclav em IRA400 8,493.10™ de Kclav - 0,297

Assim, a variagdo de entalpia envolvida nesse processo exotérmico de interacdo €

obtida. Como a concentracdo de clavulanato de potassio adsorvida pela resina € igual a
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4,99.10° mol/L, chega-se através da Equacéo 20 a um valor de variacdo de entalpia igual a
—0,849 kJ/mol.
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6. CONCLUSOES

Nos estudos de degradacdo do &cido clavulanico em solucdo aquosa constatou-se
uma maior estabilidade do composto na faixa de pH de 4,5 a 7,5 e velocidades de hidrolise
muito mais elevadas em soluces bésicas, relativamente a sua estabilidade em meios
acidos. Ainda, através dos valores das constantes parciais de degradacdo, p6de-se observar
que o &cido clavulanico apresenta velocidades de hidrdlise bem maiores que as obtidas na
literatura em estudo semelhante com a cefalosporina C, a 25°C.

A determinacdo da faixa de pH de maior estabilidade do &cido clavulanico permitiu
estabelecer valores adequados para investigacdo da adsorcdo deste composto B-lactdmico
nas resinas XAD4, XAD761 e IRA400. A taxa de recuperacdo foi muito elevada com a
resina de troca-ibnica IRA400, em torno de 95%. N&o foram constatadas retencdes
significativas nos demais adsorventes utilizados.

A recuperacdo do &cido clavulanico a partir de solugGes aquosas empregando-se
XAD4 e aminoéacidos como contra-ions nao se mostrou eficaz. A fenilalanina interagiu com
a resina mas ndo com o inibidor, enquanto que lisina e arginina nem foram adsorvidas.
Desta forma, os estudos de adsorcdo subsequentes foram realizados somente com a resina
IRA400.

O rendimento de dessorcdo dos ions clavulanato com solugdes de cloreto de sddio
(5% e 10%) mostrou-se satisfatorio, situando-se em torno de 70-75% com relacdo a
quantidade inicialmente adsorvida.

Também foi investigada a influéncia de parametros como temperatura, concentracao
de resina, pH e forga idnica (i) no fendémeno de troca-iénica. Excetuando-se a temperatura,
que ndo acarretou variacdes na velocidade de adsorcdo devido a estreita faixa de valores
estudados (22-30°C), os demais fatores afetaram significativamente o processo.

Verificou-se que valores mais altos de pH promoveram um aumento no rendimento
de adsorcéo. Estes resultados indicaram uma faixa de trabalho adequada de pH entre 7,5 e
8,0, regido na qual a degradacdo do acido clavulanico por hidrolise ainda € minima,
considerando-se o tempo de processo, em torno de 30 min para uma concentracao inicial de
70 mg/L do composto. Para uma concentracdo inicial de 1 g/L de &acido clavulanico, o
tempo de adsorcao reduziu-se para cerca de 5 minutos.
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Experimentos variando-se a forga iGnica mostraram que este fator exerce uma
influéncia bastante pronunciada no rendimento de adsor¢do em IRA400. Observou-se que,
para solugdes aquosas com p = 0,09 mol ions/L foi necessaria uma concentracdo de resina
cerca de 8 vezes maior do que aquela utilizada na recuperagdo da mesma quantidade de
acido clavulanico em condicdes de pu < 0,01.

Através do valor da afinidade do composto pela resina IRA400 (a=4,64 L/m?),
pode-se concluir que este adsorvente €, do ponto de vista termodindmico, apropriado para a
recuperacgdo do acido clavulanico a partir de meios aquosos. Comparativamente a retencdo
de outros compostos terapéuticos (penicilina V, tetraciclina e cefalosporina C) em
adsorventes neutros (XAD16 e XAD7), a energia de interacdo do &cido clavulénico em
IRA400 mostrou-se 10%-10° vezes maior.

Os trabalhos disponiveis na literatura referentes a adsorcdo do acido clavulanico séo
escassos, limitando-se a duas referéncias (Mayer et. al, 1996 e 1997). Assim, 0s estudos
realizados no presente trabalho visam contribuir para futuras investigagdes de processos de
purificagcdo deste composto, a partir de caldos fermentativos.
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